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RESUMO

A dificuldade de aprendizagem na Matematica (DAM) é um transtorno do
desenvolvimento cognitivo, que afeta a capacidade de um individuo de adquirir
habilidades numéricas e aritméticas. A frequéncia da DAM varia entre 1 a 8% entre
criancas em idade escolar. A DAM é uma caracteristica multifatorial, podendo ser
causada por variaveis sociais, emocionais, econémicas, neurodesenvolvimentais e
genéticas. A DAM pode influenciar negativamente o contexto familiar, profissional,
social, emocional e intelectual do individuo. Nosso grupo de pesquisa investigou a
contribuicdo de genes do sistema dopaminérgico (DAT1 e COMT) para a memoria de
trabalho e DAM em criancas em idade escolar. O receptor dopaminérgico D1
(codificado pelo gene DRD1) é o principal alvo da dopamina no cortex pré-frontal. A
expressdo do gene DRD1 é em parte modulada pelo polimorfismo rs686, que
apresenta dois alelos, G e A. O alelo G na 3"-UTR afeta a ligacdo do miR-504 e se
associa a uma diminuicao da expressao do receptor D1. Este estudo visou analisar a
contribuicdo do receptor dopaminérgico D1 para a DAM e fendtipos correlatos, usando
como marcador o polimorfismo funcional rs686. Foram genotipadas 574 criancas (254
meninos) matriculadas da 22 a 42 série do Ensino Fundamental em Belo Horizonte
(MG) ou Porto Alegre (RS). Foram realizados teste de desempenho escolar (TDE
aritmética e TDE ortografia), inteligéncia (Matrizes Coloridas Progressivas de Raven),
memo©éria de trabalho (Cubos de Corsi e Digit Span - forward e backward), entre outros.
A genotipagem do rs686 foi feita por High Resolution Melting (HRM). O efeito do rs686
foi avaliado sob os modelos genotipicos codominante, A-dominante, G-dominante e
heterose através de teste U de Mann-Whitney e ANOVA de Kruskal-Wallis, usando-se
SPSS v.25. Observou-se associacdo significativa do gendétipo, sob o modelo G-
dominante, com os resultados de Cubos de Corsi forward em ambos os sexos,
testados separadamente. Interessantemente, o efeito dos genoétipos foi invertido
conforme o sexo. Nos modelos de ANOVA multivariada considerando-se 0s dois sexos
juntos, observa-se efeito da interacdo sexo genoétipo sobre os resultados da tarefa de
Cubos de Corsi forward. Como esperado, a magnitude do efeito do genadtipo é pequena
(r2 ajustado=0,16). Em meninos, os genotipos A/G + G/G se associaram a pior
desempenho do que o gendtipo A/A (Teste de medianas, p=0,022; U de Mann-
Whitney, p=0,017). Nas meninas, os genotipos A/G + G/G se associaram a melhor
desempenho, quando comparados ao genétipo A/A (Teste de medianas, p=0,017; U
de Mann-Whitney, p=0,012). Modelos baseados em ANOVA multivariada,
investigando os efeitos de sexo, gendtipo e resultados na tarefa Cubos de Corsi
forward sobre o desempenho no TDE aritmética ndo foram significativos. Efeito de
sexo em tarefas de MT visuoespacial ja foram descritos anteriormente, porém o efeito
de sexo e modelo genotipico em geral ndo foi investigado. Este € o primeiro estudo a
investigar os efeitos de sexo, do rs686 sob os diferentes modelos e sua interacdo sobre
os resultados em uma tarefa de memoaria de trabalho e o desempenho em aritmética.

Palavras-chave: genética, dificuldade de aprendizagem, dificuldade de aprendizagem
na Matematica, polimorfismo rs686, DRD1, memdria de trabalho



ABSTRACT

Math Learning Disabilities (MLD) is a cognitive development disorder that affects an
individual's ability to acquire numerical and arithmetic skills. The frequency of MLD
ranges from 1 to 8% among school-age children. MLD is a multifactorial characteristic
and can be caused by social, emotional, economic, neurodevelopmental and genetic
variables. MLD can negatively influence the individual's family, professional, social,
emotional and intellectual context. Our research group investigated the contribution of
dopaminergic system genes (DAT1 and COMT) to working memory and AMD in
school-age children. The D1 dopamine receptor (encoded by the DRD1 gene) is the
main target of dopamine in the prefrontal cortex. The expression of the DRD1 gene is
in part modulated by the rs686 polymorphism, which has two alleles, G and A. The G
allele in the 3'-UTR affects miR-504 binding and is associated with a decrease in D1
receptor expression. This study aimed to analyze the contribution of the D1
dopaminergic receptor to AMD and related phenotypes, using the functional
polymorphism rs686 as a marker. A total of 574 children (254 boys) enrolled in the 2nd
to 4th grades of Elementary School in Belo Horizonte (MG) or Porto Alegre (RS) were
genotyped. School performance tests (Arithmetic TDE and spelling TDE), intelligence
(Raven Progressive Color Matrices), working memory (Corsi Cubes and Digit Span -
forward and backward), among others, were performed. Genotyping of rs686 was
performed by High Resolution Melting (HRM). The effect of rs686 was evaluated under
codominant, A-dominant, G-dominant and heterosis genotypic models using Mann-
Whitney U test and Kruskal-Wallis ANOVA, using SPSS v.25. There was a significant
association between the genotype, under the G-dominant model, with the results of
forward Corsi Cubes in both sexes, tested separately. Interestingly, the effect of
genotypes was inverted according to sex. In multivariate ANOVA models considering
both sexes together, an effect of the sex genotype interaction on the results of the
forward Corsi Cubes task is observed. As expected, the magnitude of the genotype
effect is small (adjusted r2=0.16). In boys, the A/G + G/G genotypes were associated
with worse performance than the A/A genotype (median test, p=0.022; Mann-Whitney
U, p=0.017). In girls, the A/G + G/G genotypes were associated with better performance
when compared to the A/A genotype (median test, p=0.017; Mann-Whitney U,
p=0.012). Models based on multivariate ANOVA, investigating the effects of sex,
genotype, and results in the forward Corsi Cubes task on performance in the arithmetic
TDE were not significant. Gender effects on visuospatial TM tasks have been described
previously, but the effect of sex and genotypic model in general has not been
investigated. This is the first study to investigate the effects of gender, rs686 under
different models and their interaction on outcomes on a working memory task and
performance in arithmetic.

Key words: learning difficulties, Mathemathics learning difficulties, rs686
polymorphism, DRD1, working memory
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1. INTRODUCAO

1.1. Habilidades Mateméaticas

As habilidades matematicas compreendem a capacidade de obter, processar e
reter informacgdes matematicas (KARSENTY, 2014). Essas habilidades sé&o essenciais
a vida cotidiana dos seres humanos e estédo se tornando cada vez mais cruciais com
0 aumento do desenvolvimento tecnolégico da sociedade contemporanea
(KANZAFAROVA et al, 2015). Baixas habilidades matematicas podem afetar a
escolaridade e a empregabilidade de um individuo, além de afetar sua satde mental
e a situacdo econdmica dos paises (KUCIAN e von ASTER, 2015).

As habilidades matematicas apresentam um desenvolvimento complexo e
multidimensional, podendo compreender varias habilidades cognitivas e regibes
cerebrais (VOGEL & De SMEDT, 2021). Pesquisas de neuroimagem tém demonstrado
que as habilidades cognitivas associadas a matematica sdo mapeadas em varias
regibes do cortex cerebral. Essas regides cerebrais sdo capazes de formar redes
funcionais bastante dinAmicas que interagem de varias maneiras a fim de permitir o
processamento eficaz e flexivel das informacdes matematicas (PETER & De SMEDT,
2018). O funcionamento adequado dessas regides cerebrais € ainda moldado por
aspectos como a idade, educacéo, fatores ambientais e genéticos.

Dentre as habilidades cognitivas envolvidas na matematica estdo as
habilidades de dominio especifico e simultaneamente as habilidades de dominio geral.
Essas habilidades trabalham em conjunto para apoiar a constru¢cdo das habilidades
matematicas no cérebro (VOGEL & De SMEDT, 2021).

Habilidades de dominio especifico da matematica sdo aquelas que envolvem
operacdes mentais restritas ao dominio académico da Matematica. Como exemplo
podemos citar a representa¢do de quantidades numéricas: representacao de nimeros
aproximados, representacado de numeros verbais e visuais. Além disso, se encontram
também os processos de contagem e ordenacao, a recuperacao de fatos aritméticos
e conhecimento processual aritmético. As regides cerebrais e rede funcionais que
suportam essas habilidades sao principalmente, mas nao exclusivamente, localizadas
no cortex parietal, incluindo o sulco intrapariental, giro angular e giro supramarginal,
associados com o processamento da magnitude, ordenacéo, recuperacao de fatos
aritméticos e multiplicacdo (HYDE et al., 2010; KUCIAN et al., 2011; VOGEL & De
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SMEDT, 2021). A regido occipitotemporal, relacionadas com o subitizing e
processamento simbolico, também fazem parte da rede funcional que suporta as
habilidades especificas da Matematica (YEO et al., 2017; ARSALIDOU & TAYLOR,
2011; XU, 2009; ANSARI et al., 2007). Na Figura 1, estao representadas as principais
regioes cerebrais e suas respectivas funcdes cognitivas associadas as habilidades de

dominio especifico da matematica.

Figura 1. RegiGes do cérebro associadas ao dominio cognitivo especifico da Matematica

ANS
Processamento de
ordem numérica

Recuperacao de
fatos aritméticos
Multiplicagao

"Subitizing"

AR

)
\\tllll////}//r/\%__:l// , Eifnpbrglsiigtagao

=

Nota: A regido de cor azul indica o lobo frontal; Lobo parietal em amarelo; Lobo temporal em verde e
lobo occipital em vermelho. IPS = Sulco intraparietal; SMG = giro supramarginal; AG = giro angular; FG
= giro fusiforme.

Fonte: Produzida pela  autora, adaptacao de imagem obtida em pixabay
(https://pixabay.com/pt/illustrations).

Habilidades de dominio geral s&do menos especificas a determinado dominio
académico e podem ser usadas para processar informac¢des de um modo geral e estao
envolvidas no processo de aprendizagem. Dentre as habilidades de dominio geral
importantes para a matematica estdo a memoria de trabalho (MT), funcdes executivas
e habilidades visuoespaciais. As regides cerebrais que medeiam essas habilidades
estdo localizadas especialmente no cortex pré-frontal, incluindo o giro cingulado
anterior (associada a MT e func¢des executivas) (ANSARI et al.,2005). Além disso, o

cortex parietal postero-superior também tem sido associado a MT e a alocacgao de
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recursos atencionais na rede aritmética. Na figura 2 estdo representadas as regioes
frontal e o parietal péstero-superior e suas respectivas funcdes cognitivas de dominio

geral envolvidas na matematica.

Figura 2. Regides do cérebro associadas ao dominio cognitivo geral da rede aritmética.

Memoéria de trabalho
Atencao

Memoria de trabalho
Fungoes executivas

Nota: A regido de cor azul indica o lobo frontal; Lobo parietal em amarelo; Lobo temporal em verde e
lobo occipital em vermelho. CPF = Cértex pré-frontal; PSPL = cértex parietal postero-superior.

Fonte: Produzida pela autora, adaptacao de imagem obtida em pixabay
(https://pixabay.com/pt/illustrations).

Estudos de neuroimagem tém revelado que durante o desenvolvimento ocorre
uma reducdo da dependéncia de mecanismos de dominio geral e o aumento da
especializacdo funcional de regibes cerebrais especificas para o processamento
numeérico (KUCIAN et.al., 2008; KAUFMANN et al., 2014; VOGEL et.al., 2015). Essa
mudanca funcional tem sido relacionada a automatizacdo no processamento de
nameros, facilitando a realizacdo de céalculos mais complexos (BUTTERWORTH et
al.,2010; EMERSON & CANTLON, 2015).

Durante o0s estagios iniciais do desenvolvimento de competéncias
matematicas, as criancas resolvem tarefas numeéricas por meio de estratégias de
contagem ineficientes, geralmente usando a contagem de dedos. Nesta fase inicial os
processos matematicos sao realizados principalmente nas areas frontais. Mais tarde,
apos a pratica e a automatizacéao, as tarefas aritméticas sao realizadas especialmente
em regides parietais e areas occipito-temporais (ANSARI, 2008).

Vogel e De Smedt (2021) citam que a interacdo entre os dominios especifico e
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geral € dindmica e varia ao longo de um continuum funcional com fun¢des de dominio
especifico de um lado e fungdes de dominio geral do outro lado. Sendo assim, um
déficit em qualquer um desses dominios cognitivos pode interferir, em algum momento,

no processo de aprendizagem da matematica (AGOSTINI et al., 2022).

1.1.1. Habilidades matematicas precursoras

Dois sistemas neurocognitivos precursores tém sido associados ao
desenvolvimento de habilidades de dominio especifico da matematica: o sistema de
namero aproximado (ANS, do inglés: approximate number system) e o “subitizing”. O
ANS ¢ a capacidade de comparar e discriminar grandes magnitudes aproximadamente
enquanto o “subitizing” € a capacidade de discriminar pequenas quantidades sem
contar. Essas duas habilidades de representacfes numéricas sdo inatas e estao
presentes em fetos no ultimo semestre de gestacdo e recém-nascidos da espécie
humana. Além disso, estes sistemas centrais sdo evolutivos e também se encontram
presentes em outras espécies de animais como macacos, aves, peixes e abelhas
(NIEDER, 2013; NIEDER et al., 2002; SCHLEGER et al., 2014).

O ANS e o subitizing fornecem uma base crucial para a percep¢do de
guantidades, porém sua associacdo com o desenvolvimento de habilidades
matematicas simbdlicas é questionada. Ha estudos que relacionam essas habilidades
com o desenvolvimento de habilidades numéricas e aritméticas, como também
estudos recentes que encontraram uma relacdo fraca ou inexistente entre elas.

O subitizing também denominado de sistema de rastreamento de objetos
permite o reconhecimento preciso e rapido de 1 a 4 objetos dentro de uma cena visual.
Este sistema também é considerado como um sistema de habilidades visuoespaciais
de dominio geral, pois utiliza-se da memoaria de trabalho para reter com precisdo um
pequeno numero de objetos.

O subitizing evolui rapidamente durante o desenvolvimento humano. As
criangcas com 6 meses apresentam uma capacidade de reconhecimento de um objeto,
enquanto criancas de 12 meses ja sdo capazes de reconhecer de 3 a 4 objetos de
forma precisa. Acredita-se que o subitizing seja um sistema primitivo essencial para o
desenvolvimento conceitual da contagem, uma vez que apresenta a propriedade de
reconhecer um namero limitado de objetos com alta preciséo. Varias regides cerebrais

foram associadas ao processo de subitizing. Dentre elas estéo o cortex parietal inferior
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e posterior, 0 cOrtex occipital e a juncao temporoparietal.

Ja o ANS representa um sistema intuitivo utilizado para estimar e discriminar
diferentes numeros de objetos de diferentes conjuntos (VOGEL & De SMEDT, 2021).
A acuidade do ANS aumenta durante o desenvolvimento, principalmente durante os
primeiros anos de vida. Bebés recém-nascidos podem diferenciar conjuntos com uma
propor¢cdo numeérica minima de 1:3, aos seis meses com propor¢cao de 1.2, em
aproximadamente 9 a 12 meses de idade com proporgéo de 2:3. Entre o terceiro e 0
qguarto ano, as criancas podem discriminar 0s conjuntos com uma proporc¢éao de 3:4 e
adultos com uma proporcao de 7:8 (PIAZZA, 2010).

O ANS pode ser avaliado através da capacidade de comparar e discriminar
aproximadamente as diferencas no niumero de magnitude entre dois conjuntos de
objetos (PIAZZA et al., 2010). Individuos com maior acuidade e eficiéncia no ANS
apresentam mais altas taxas de precisao e mais rapidos tempos de resposta ao serem
avaliados. Uma forma de medir o ANS é utilizando a fracdo de Weber, denominada
como “w” (DEHAENE, 2007). Um valor w mais baixo significa que o individuo precisa
de uma maior diferenca entre os conjuntos de pontos para discriminar sua magnitude
sem contar, entdo quanto maior o valor w, menor a precisdo (HALBERDA, 2008).

O ANS apresenta duas caracteristicas comportamentais. Primeiro, a medida
gque o numero de itens apresentados aumenta, as estimativas tornam-se mais
variaveis. Em segundo lugar, o desempenho na escolha de qual é o maior conjunto de

pontos, depende da proporc¢édo entre a quantidade de pontos dos conjuntos.
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Figura 3. As duas caracteristicas do sistema de nimero aproximado.

Variabilidade escalar: A variabilidade na
estimativa aumenta linearmente com
aumento do numero

Quantos pontos vocé vé?

w
o

Numero estimado
5 8

o o
Percentual de acertos

5 10

Numero apresentado

90

80

70

S0

Razao de dependéncia: a acuracia melhora
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Nota: Esquerda: variabilidade escalar, a variabilidade aumenta linearmente conforme o nimero de
pontos apresentados aumenta. Direita: dependéncia da razao, a preciséo cresce e o tempo de reagéo

diminui & medida que a raz&o entre dois nUmeros aumenta.
Fonte: Adaptado de Odic e Starr, 2018.

Este modelo foi proposto por Dehaene (1992; 1997). No modelo do

caddigo triplo, 0 ANS ¢é a base semantica para dois outros “cédigos” de representacéo

numérica mental: (I) uma representacdo numérica verbal-fonoldgica (ex.: trés) que se

desenvolve na area perisilviana esquerda; e, (II) uma representagdo numérica visual-

arabica (ex.: 3) que se apresenta nas areas associadas com a via visual ventral. Na

Figura 4, apresenta-se as trés redes de representagdo numérica mental do modelo

“Codigo Triplo”.
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Figura 4. Modelo neurocognitivo do Cédigo Triplo

Hemisfério esquerdo Hemisfeério direito

7 T > D Representagao de » T T
' / )\,/I P magmtude néo simbdlica . < l\ /-‘~\\
/ J P o ~ 4 "eoeo" P “*\ \
N A TR AN
\ [ [/ -3 Ja | NG\ [A g % \
\ e 4 ‘,»‘ L § 7 L \
“\} / \ ; \ X
,4 | \
/ \ ¥ ". {, S
,{37-/»» ey EL«
7 Representagao numéricas
D visual-arabica
: IR ,\ s " 3 "

Nota: Os quadrados azuis da parte superior caracterizam a representacdo de magnitude ndo simbdlica
nos l6bulos parietais. Ja os quadrados verdes na parte inferior indicam a representacdo numeérica
visual-ardbica nas &reas associadas a via visual ventral. O circulo amarelo no hemisfério esquerdo
configura a representacdo numérica verbal-fonol6gica na area perisilviana esquerda.

Fonte: adaptada de Dehaene, 1997.

1.2. A Dificuldade de Aprendizagem da Matematica

A Dificuldade de Aprendizagem da Matematica (DAM) pode ser classificada
como um transtorno cognitivo, que afeta a capacidade de um individuo em adquirir
habilidades numéricas e aritméticas (BUTTERWORTH, 2005). Além disso, a DAM

7

também € caracterizada por uma dificuldade temporéria ou persistente, onde o
individuo apresenta um desempenho em matematica abaixo da média esperada para
a idade (DSM-V, APA, 2014). Em critérios de pesquisa, a DAM refere-se ao
desempenho em testes de desempenho padronizados abaixo dos percentis 25 a 35
(GEARY & HOARD, 2005; JORDAN et al., 2003). Critérios mais rigorosos, isto €&,
desempenho abaixo do percentil 10, definem a discalculia (também chamada de
discalculia do desenvolvimento). A discalculia € um transtorno especifico da
aprendizagem da Mateméatica (MURPHY et al., 2007).

A frequéncia da DAM varia entre 1 a 8% entre criancas em idade escolar. Estes
dados diferem conforme os critérios utilizados para diagndsticos e pais de estudo.
(ARCHIBALD et al., 2013; BUTTERWORTH & KOVAS, 2013; GEARY, 2010; LEWIS
et al., 1994; MARGARI et al., 2013; SHALEV et al., 1998; BARBARESI et al., 2005).
No Brasil, um estudo realizado em S&o José do Rio Preto (Sdo Paulo) com 2.893

criangas que haviam completado a primeira etapa do Ensino Fundamental (5° série)
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revelou que 7,8% (226 criancas) apresentaram DAM (BASTOS et al., 2016).

A DAM pode ser dividida em quatro subtipos de acordo com déficits cognitivos:
(1) causado por um déficit no ANS. Individuos com déficit apenas no ANS sem outras
deficiéncias associadas séo classificados como portadores de DAM pura ou discalculia
do desenvolvimento; (2) caracterizado por um déficit em processos verbais; (3) déficit
no funcionamento executivo e/ou MT; (4) déficits de atencao espacial (VENNERI et al.,
2003; VERDINE et al., 2014).

O subtipo de DAM associado a déficit no ANS, ou seja, associado ao dominio
cognitivo especifico da matematica € responsavel apenas por uma minoria dos casos
(MAZZOCCO e RASANEN, 2013). Ja as alteracbes em aspectos de dominio cognitivo
geral sdo mais frequentes, sendo assim, a sobreposicdo de sintomas associados a
outras desordens cognitivas pode ocorrer e levar a comorbidade da DAM com outros
transtornos. Frequentemente, a DAM apresenta comorbidade com outros transtorno e
disturbios neurodesenvolvimentais tais como transtorno do déficit de atencdo por
hiperatividade (TDAH), autismo e principalmente, transtorno de aprendizagem da
leitura (dislexia) (DIRKS et al., 2008; GROSS-TSUR; MANOR; SHALEV, 1998). Foi
descrito que individuos com DAM tém duas vezes mais chances de também ter
deficiéncia de leitura do que aqueles sem deficiéncia em matematica (WAGNER et al.,
2002).

Além disso, a presenca de outros disturbios neurolégicos pode aumentar a
prevaléncia da DAM. Em um estudo recente, foi demonstrado que a prevaléncia de
discalculia, dislexia e suas taxas de comorbidade em uma grande amostra
populacional de criancas chinesas com epilepsia idiopatica e em uma amostra de
comparacao de escolares com desenvolvimento tipico, que a as taxas de prevaléncia
foram cerca de duas vezes maiores em criancas com epilepsia idiopatica do que em
outros escolares (CHENG et al., 2022).

Fatores motivacionais e emocionais também estdo associados ao desempenho
em matematica (HAASE et al., 2012). As emocdes, a motivagcdo e a metacognicao
(capacidade do ser humano de monitorar e autorregular 0s processos cognitivos)
desempenham um papel importante na capacidade dos individuos de controlar o seu
processo de aprendizagem, especialmente quando envolvem estudos académicos
(AZEVEDO et al., 2017; EFKLIDES, 2011). Alteracbes emocionais com a ansiedade
matematica, por exemplo, podem afetar a memaria e o processo de aprendizagem. Os

pensamentos preocupantes produzidos pela ansiedade matematica podem ocupar a
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MT disponivel e assim interferir no processo de resolucéo de problemas matematicos,
consequentemente, interferindo no desempenho matematico. Em um estudo recente,
van Dijck e colaboradores (2022) descobriram que a AM também esta ligada a
codificacdo espacial da ordem serial nha memdéria de trabalho (MT) verbal. Ou seja,
individuos que organizam sequéncias da esquerda para a direita na MT verbal
apresentam niveis mais baixos de ansiedade matematica em comparacdo com
aqueles que néo a espacializam. Além disso, esses codificadores espaciais tém maior
capacidade verbal de MT, melhores habilidades de julgamento de ordem numérica e

pontuacBes mais altas em Matematica.

1.2.1. As manifestacdes fenotipicas da dificuldade de aprendizagem

da matematica

Enquanto fenétipo, a DAM é heterogénea e depende em grande parte da idade
(desenvolvimento hierarquico de acordo com a idade), grau de escolaridade
(instrucBes matematicas existentes) e presenca de comorbidades (SOARES et al.,
2018). O fendtipo DAM pode variar também de acordo com habilidades e déficits
cognitivos prejudicados (HAASE et al., 2012; KUCIAN e VON ASTER, 2015).

Dentre os fenoétipos descritos para a DAM estdo as dificuldades em vérias
tarefas matematicas, como ler e escrever numeros em diferentes formatos, comparar
nameros e quantidades, realizar as operacdes aritméticas basicas e dificuldades em
estimar tempo e medidas (VIGNA et al, 2022; BUTTERWORTH, 2005;
BUTTERWORTH, 2010; MURPHY et al., 2007).

Alteracdes na MT também podem estar associadas a heterogeneidade da DAM.
Cardenas e colaboradores (2021), através de um estudo utilizando
eletroencefalograma, sugerem que individuos com DAM apresentam tipicamente MT
no nivel médio ou abaixo da média. Ja Peter’s e colaboradores (2020) indicam que o
preditor mais forte de DAM isolada e comérbido sdo as habilidades espaciais,
enquanto Grant e colaboradores (2020) acreditam que o déficit na MT verbal e

memoria semantica séo fatores exclusivos do grupo comorbido.

1.2.2.0 Diagnostico neuropsicoldgico da dificuldade de aprendizagem

da matemaética
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O diagnostico da DAM é feito através de uma avaliacdo completa das
habilidades de dominio especifico da cognicdo numérica (como ANS, subitizacao,
quantificacdo, seriacdo, comparacdo e calculo) e habilidades de dominio geral que
envolvem o processamento da aritmética (como leitura e escrita de numeros,
capacidade de efetuar operacdes escritas e recuperar informacfes aritméticas)
(AGOSTINI et al., 2022; HAASE et al., 2011).

As habilidades mateméticas podem ser medidas inicialmente através do
desempenho em algum teste especifico e padronizado de rendimento escolar, como,
por exemplo, o Teste de Desempenho Escolar (TDE) (GOMIDES et al., 2021; STEIN,
1994). O TDE € o unico teste psicométrico padronizado de desempenho escolar para
uso clinico disponivel no Brasil. Este teste compreende trés subtestes: Leitura (de
palavras isoladas), Escrita (de palavras isoladas) e Aritmética (STEIN, 1994). No
entanto, é necessario levar em conta que usar exclusivamente testes psicométricos
pode ndo ser o ideal para diagnosticar a DAM. No contexto de uma populacéo
geralmente de baixo desempenho, ou seja, quando a maioria das criangas apresenta
um desempenho ruim nas tarefas matemaéticas, é dificil distinguir o desenvolvimento
numerico atipico do tipico ruim utilizando somente testes psicométricos. Sendo assim,
outras abordagens diagnosticas podem ser mais adequadas nesse contexto
(GOMIDES et al., 2021).

Criancas em idade pré-escolar também podem ser diagnosticadas com DAM,
pois podem apresentar comprometimento nas habilidades numéricas inatas (STOCK,
DESOETE e ROEYERS, 2010). No entanto, € preciso levar em conta que a variacao
na velocidade de desenvolvimento dessas criangas é ampla e, portanto, € comum
haver diferencas no dominio das habilidades cognitivas. Assim, algumas criangcas em
idade pré-escolar podem ser simplesmente aprendizes lentos, mas nao
necessariamente portadores de DAM (KUCIAN e VON ASTER, 2015).

Os achados da neurofisiologia e de neuroimagem também podem contribuir
para o diagnostico da DAM, pois atraves deles é possivel identificar alteracdes em
areas especificas do cérebro para o aprendizado da mateméatica (KUCIAN E VON
ASTER, 2015). No entanto, atualmente, isso ndo é viavel na pratica clinica. Os estudos
nessa area ainda sdo escassos e ndo nos permitem a utilizacdo desses dados na
pratica clinica (VOGEL & De SMEDT, 2021).
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1.2.3. Etiologia da dificuldade de aprendizagem na matematica

A etiologia da DAM é heterogénea. Variaveis sociais, emocionais, econémicas,
neurodesenvolvimentais e genéticas estao entre os possiveis fatores, que contribuem
para o desenvolvimento da DAM (MAZZOCCO e MYERS, 2003; MAZZOCCO e
THOMPSON, 2005; SHALEV e GROSS-TSUR, 2001). Varios estudos propdem um
modelo de heranca multifatorial para este transtorno (ALARCON et al., 1997; BADIAN
e GHUBLIKIAN, 1983; BUTTERWORTH, 2005; GROSS-TSUR et al., 1996; KOVAS et
al., 2007; RUBINSTEN e HENIK, 2009; SHALEYV et al., 2000; MIRANDA, 2011).

1.2.3.1. Aspectos sociais, emocionais e econémicos

Entre as principais causas de DAM estao o baixo nivel de escolaridade dos pais,
baixo nivel socioeconémico e o ensino inadequado (KOPERA-FRYE, DEHAENE e
STREISSGUTH, 1996; MILLER e MERCER, 1997). Pais com niveis educacionais mais
altos tém maior probabilidade de realizar atividades numéricas com seus filhos,
incluindo compatrtilhar praticas de contagem. Essas atividades, embora associadas a
educacdo dos pais, estdo também relacionadas ao nivel socioeconémico da familia e
tém efeitos sobre varios outros aspectos (BENAVIDES-VARELA et al., 2016).

Outro fator associado a DAM € a exposicdo a agentes teratogénicos. O
consumo de A&lcool durante a gravidez pode causar alteracdes
neurodesenvolvimentais, que afetam a aquisicdo de habilidades matematicas
(KODITUWAKKU, 2010; KOPERAFRYE et al., 1996). Alem disso, o uso de cigarros,
maconha e alcool em grandes quantidades na adolescéncia foi associado a notas mais
baixas em Matematica (HOLLAR & MOORE, 2004). O consumo de alcool em excesso
na adolescéncia também pode afetar negativamente a aprendizagem verbal e
capacidade de memorizacdo, que por sua vez afetam a aprendizagem (NGUYEN-
LOUIE et al., 2016).

No ambito emocional, a ansiedade tem uma contribui¢cdo relevante no processo
de aprendizagem (AUERBACH et al.,2012; BYNNER & PARSONS, 2006; MILLER &
MERCER, 1997; PARSONS & BYNNER, 1997). A incapacidade de administrar a
ansiedade atrapalha o processo de aprendizagem, interferindo negativamente no
desempenho de tarefas associadas a MT. A ansiedade ocupa a memoria com

pensamentos intrusivos de preocupacédo, impedindo que o individuo use todo seu
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potencial na aprendizagem (PASSOLUNGHI et al.,, 2016). Alguns estudos tém
demonstrado, que a ansiedade matematica esta associada a piores resultados em
atividades Mateméatica (DOWKER et al., 2012; HAASE et al., 2012; HEMBREE, 1990;
SHI e LIU, 2016).

1.2.3.2. Aspectos neurodesenvolvimentais

A ativagao cerebral anormal, irregularidades macro- e microestruturais nas
areas parietais e outras areas fundamentais para o processamento numérico foram
encontradas em individuos com DAM (BERTELETTI; PRADO; BOOTH, 2014;
KAUFMANN; PIXNER; GOBEL, 2011; KUCIAN et al., 2006; KUCIAN e VON ASTER,
2015; ROTZER et al., 2008; RYKHLEVSKAIA et al., 2009). Relatos de ativagdo neural
irregular em areas cerebrais gerais também foram relatados e tais relatos indicam que
nao ha evidéncias de déficits neurais isolados associados a DAM (PETERS &
ANSARI, 2019).

Bulthé e colaboradores (2019) encontram uma associacéao das regides parietal,
temporal e frontal com déficit nas representacdes de magnitudes nao simbdlicas.

Reducdo de ativacdo cerebral em regides parietais, lobo frontal e areas
occipitais também foi descrita em individuos com DAM. Kucian e colaboradores
(2006), em um estudo de redes neurais, identificaram uma ativacao cerebral mais
fraca em quase toda a rede neuronal para calculo aproximado, incluindo o SIP e o giro
frontal, em criancas com DAM. Outros estudos tém corroborado estes resultados
(BERTELETTI et al., 2014; KAUFMANN et al., 2011). Sommerauer e colaboradores
(2020) ainda encontraram uma mudanca dependente da idade na atividade cerebral
do SIP esquerdo.

Além das fungbes cerebrais anormais, diferengas morfolégicas no cérebro de
criangas com DAM também j& foram relatadas. A DAM foi caracterizada por reducéo
do volume de substancia cinzenta e branca em areas fundamentais para o
desenvolvimento da numerosidade como no coértex parietal incluindo o SIP (ISAACS
et al., 2001; KUCIAN; VON ASTER, 2015; ROTZER et al., 2008; RYKHLEVSKAIA et
al., 2009; CAPPELLETTI & PRINCE, 2014; McCASKEY et al., 2020). Reducdes no
volume de substancia cinzenta e branca também foram encontradas em regibes
importantes para o desenvolvimento de habilidades relacionadas aos dominios

cognitivos gerais (cortex frontal e areas subcorticais) (ROTZER et al., 2008;
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RYKHLEVSKAIA et al.,, 2009). Em um estudo longitudinal recente, McCaskey e
colaboradores (2020) destacam que os volumes de substancia cinzenta e branca séao
reduzidos persistentemente ao longo do desenvolvimento. As substéancias cinzenta e
branca séo reduzidas em uma ampla rede das regides frontal, parietal, temporal e
occipital (McCASKEY et al., 2020; MICHELS et al., 2022).

Ademais, anormalidades nas conexdes de fibra nervosas entre as regides
cerebrais também foram associadas a DAM. Déficit na conexdo entre as areas
parietais com as areas frontal e occipitotemporal foram observados em criancas com
DAM (KUCIAN e VON ASTER, 2015; RYKHLEVSKAIA et al., 2009). Também foram
descritas hiperconectividade em regides cerebrais visuais em adultos com discalculia
(BULTHE et al., 2019).

1.2.3.3. Aspectos genéticos

A DAM tem sido associada a uma variedade de fatores genéticos intrinsecos,
incluindo mutacdes genéticas e polimorfismos que podem causar alteracdes no
desenvolvimento e conectividade neural. Por sua vez, alteracbes neurais e
desenvolvimentais podem prejudicar sistemas cognitivos e, consequentemente,
impactar negativamente as baixas habilidades matematicas.

Estudos genético-epidemioldgicos com gémeos e familias revelam a existéncia
de fatores genéticos associados a DAM. Alarcon e colaboradores (1997) realizaram
um estudo com 40 pares de gémeos monozigoticos e 23 pares de dizigoticos e
relataram que cerca de 58 e 39% dos gémeos de probandos com DAM também
apresentavam DAM. Em um estudo maior realizado por Kovas e colaboradores (2007)
em uma amostra de 2.596 pares de gémeos de 10 anos, foi encontrado que tanto a
dislexia quanto a DAM sdo moderadamente hereditarias (47% e 43%,
respectivamente). Esta pesquisa também revelou uma influéncia ambiental
compartilhada modesta de 16% e 20% e uma correlacdo genética de 0,67 entre a
dislexia e a DAM, sugerindo que esses transtornos sao causados em grande parte
pelos mesmos fatores genéticos.

Um estudo mais recente com gémeos, avaliou 0 senso numérico em 2259
pares de gémeos: 836 pares monozigoticos, 733 dizigoticos do mesmo sexo e 689
dizigdticos do sexo oposto, com uma idade média de 16,6 anos. Este estudo

encontrou que o senso numérico € moderadamente herdavel (32%), com diferencas



28

individuais sendo amplamente explicadas por influéncias ambientais néo
compartilhadas (68%) e nenhuma contribuicdo de fatores ambientais compartilhados
(TOSTO et al., 2014).

Shalev e Gross-Tsur (2001) em um estudo com familias relataram que mais de
50% dos irmdos de individuos com DAM também tinham DAM. Shalev e
colaboradores descrevem também que a frequéncia de afetados nas familias dos
probandos tem sido estimada em 5 a 10 vezes maior do que na populagéo geral,
reforcando dessa forma a existéncia de um componente genético para a DAM
(SHALEV e GROSS-TSUR, 2001).

Além disso, varias sindromes apresentam a DAM como endofendtipo o que
indica que alteracdes em loci génicos especificos podem desencadear DAM (HAASE
et al., 2012). Criangas com sindrome de dele¢do 22q11.2 apresentam déficits no
calculo, na resolucdo de problemas matematicos e quantidades numéricas (De
SMEDT et al.,, 2009). As criangas com sindrome de Turner sédo frequentemente
afetadas pela DAM (KARIPIDIS & HONG, 2020). Individuos com sindrome de Turner
tém um funcionamento mais lento e propenso a erros em problemas complexos de
Matematica (MAZZOCCO, 2009). Criancas com sindrome do X fragil geralmente
apresentam DAM e dislexia (MURPHY, 2009), enquanto criancas com
mielomeningocele apresentam déficits em matematica simples, contagem e resolucao
de problemas (ENGLISH et al., 2009). Criancas com neurofibromatose tipo 1 tém
déficits em calculos, problemas com a Matematica e mais variabilidade em habilidades
matematicas do que outras condicdes genéticas (MOORE, 2009). Além disso,
criangas com Sindrome de Williams-Beuren apresentam déficits visuoespaciais
significativos, que podem comprometer as habilidades matematicas (O'HEARN &
LUNA, 2009).

1.3. Estudos de associacdo genética

Estudos de associacdo em escala genémica (GWAS, do Inglés: Genome-Wide
Association Study) séo realizados a fim de identificar determinantes genéticos para as
habilidades matematicas. Esse tipo de estudo possibilita a deteccdo de genes/regides
gendmicas, que apresentam efeitos discretos e moderados no desenvolvimento de
um determinado transtorno e, portanto, sdo interessantes no estudo de transtornos
poligénicos e multifatoriais, como a DAM (CARVALHO & HAASE, 2019a,b).
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Em 2010, Docherty e colaboradores realizaram um GWAS com 600 criancas
de 10 anos de idade (300 com bom desempenho em Matematica e 300 com baixo
desempenho). Neste estudo, foram encontrados 10 SNPs (do Inglés: Single-
nucleotide polymorphism) associados ao desempenho em Matematica. Estes SNPs
foram encontrados em 10 genes diferentes (MMP7, GRIK1, DNAH5, SAMDS3,
ARID1B, FLJ20160, GUCY1A2, NRCAM, DLD e NUAK1). Quando combinados, os 10
SNPs foram responsaveis por 2,9% da variancia fenotipica observada. No entanto,
este estudo ndo tem sido considerado por apresentar muitas falhas. Docherty e
colaboradores, neste estudo, usaram apenas um dos membros de pares de gémeos.
Cuidado para nao incluir o segundo gémeo no estudo néo foi tomado. Este detalhe é
importante, porque a gemelaridade em si é um fator de risco para dificuldade de
aprendizado. Além disso, estes individuos foram selecionados em fungéo da dislexia.
Estes resultados refletiiam entdo o componente genético da DAM dentro da dislexia.
Outros aspectos considerados falhos séo o fato da genotipagem ser feita em pool, a
tese a distancia e a auséncia de correcdo para multiplas testagens.

Ludwig e colaboradores (2013) também avaliaram o componente genético da
DAM dentro da dislexia. Eles realizaram um GWAS em uma amostra de criancas
alemas e austriacas portadoras de dislexia. Para o0 GWAS foram feitas analises de
SNPs autossémicos. Os resultados sugerem que o SNP rs133885 presente no gene
da Miosina 18B contribui para a DAM em criangas com dislexia. O SNP rs133885
consiste em uma substituicdo de uma guanina por uma adenina (G>A). Portadores do
gendtipo GG do rs133885 apresentaram um desempenho mais baixo em tarefas
matematicas e uma menor profundidade no SIP direito do que portadores do gendétipo
AA e AG. O SIP direito é ativado durante o processamento numérico (CHOCHON et
al., 1999; FIAS et al., 2007). No entanto, este estudo foi replicado por Pettigrew e
colaboradores (2015) em uma amostra contendo diferentes amostras e néo foi
observado associacao entre rs133885 e habilidades matematicas em individuos com
dislexia ou na populacao geral.

Em 2014, foi realizado um GWAS comparando estudantes de cursos com alto
nivel de exigéncia em habilidades matematicas vs. estudantes de cursos com pouco
uso de Matematica (BARON-COHEN et al., 2014). Foi encontrado um SNP
significativamente associado, mesmo apés correcdo para mdultiplas testagens de
Bonferroni, o rs789859 (p=0,000015). Esse SNP pode ter os alelos G ou T e é

localizado em uma regido intergénica do cromossomo 3929, a aproximadamente 700



30

pb a montante do gene FAM43A, dentro de sua regido regulatoria, e 1,3 kb a jusante
de LSG1. Delecdes e duplicacbes nesta regido ja foram associadas a dificuldade de
aprendizagem, esquizofrenia e autismo. A fungdo de FAM43A néo é bem esclarecida.
FAMA43A é expresso numa variedade de tecidos, incluindo tecidos do cérebro,
cerebelo e medula espinhal. O SNP rs789859 estd em desequilibrio de ligacdo com
seis outras variantes. Duas destas variantes (rs150293579 e rs1675923) mapeiam
dentro de LSG1. Ambas variantes regulam o estado da cromatina em varios tipos de
células do sistema nervoso central humano. As quatro variantes restantes mapeiam
perto de FAM43A e também regulam estados de cromatina em tipos de células
cerebrais e alteram sitios de ligacéo a transferrina. O fato de rs789859 estar localizado
em uma regido relacionada a dificuldade de aprendizado e condi¢cdes neurolbgicas é
consistente com a contribuicdo para a DAM (BARON-COHEN et al., 2014; CHOCHON
et al., 1999; FIAS et al., 2007). A associacdo desta regido com a habilidade
matematica ainda nao foi replicada.

Davis e colaboradores (2014) realizaram um GWAS de habilidades de leitura e
Matematica em uma amostra de aproximadamente 3.000 pares de gémeos. Neste
estudo ndo foram encontrados loci replicAveis com niveis convincentes de evidéncia
de associacao.

Por fim, em um GWAS recente foi relatado quatro variantes genéticas do gene
SPOCK1 (rs1012694, rs11743006, rs17778739 e rs17777541) com uma associacao
significativa do genoma com a habilidade matematica em criancas chinesas de 7 a 13
anos (valor minimo de p = 5,67 x 1071 maximo B -2.43). O gene SPOCK1 esta
localizado no cromossomo 5g31.2 e codifica uma glicoproteina testican-1, altamente
conservada, que esta associada a progressao e prognostico de tumores, bem como a
neurogénese (CHEN et al., 2017). Este resultado, entretanto, ainda nao foi
corroborado.

Recentemente, os estudos de associagéo tém sido desenvolvidos em grandes
amostras como o United Kingdom Biobank (UKBiobank), usando como fenétipo o nivel
educacional (educational attainment), assim como o tipo de curso ou certificados
obtidos. Estes estudos oferecem uma alternativa aos estudos de GWAS baseados em
amostras pequenas, que apresentam baixa reprodutibilidade.

Por exemplo, Okbay e colaboradores (2022) conduziram um GWAS de nivel
educacional em uma amostra de aproximadamente 3 milhdes de individuos e

identificaram 3.952 SNPs associados independentemente em todo o genoma. Um
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escore poligénico de todo o genoma explicou 12 a 16% da variancia do nivel
educacional e contribui para a previsdo de risco para dez doencas, dentre elas
doencas cardiometabolicas, pulmonares, muscular-esqueléticas, enxaquecas e
depressao maior.

Rabinowitz e colaboradores (2020) criaram um escore poligénico para nivel
educacional usando resultados de um GWAS. Os resultados sugeriram que 0
desempenho académico de um adolescente € um mecanismo através do qual a
propensdo poligénica para o nivel educacional influencia o ensino pés-secundario
entre adolescentes afro-americanos urbanos.

Hill e colaboradores (2019) realizaram uma analise multicaracteristica de
estudos de associacédo de todo o genoma para combinar dois grandes estudos de
GWAS de educacéo e inteligéncia totalizando uma amostra de 248.482 individuos.
Eles encontraram 187 loci independentemente associados a inteligéncia.
Encontraram evidéncias de que a neurogénese e a mielinizacdo — assim como 0s
genes expressos na sinapse e aqueles envolvidos na regulagéo do sistema nervoso
— podem explicar algumas das diferencas bioldgicas na inteligéncia.

Lee e colaboradores (2018) em uma analise de GWAS do nivel educacional
em uma amostra de aproximadamente 1,1 milhdo de individuos identificaram 1.271
SNPs associados independentemente. Os SNPs foram encontrados em genes
envolvidos nos processos de desenvolvimento do cérebro e na comunica¢do neurdnio
a neurdnio. Os SNPs identificados foram associados a desempenho cognitivo (225),
habilidade matematica (618) e notas mais altas em Matematica (365). Uma analise
conjunta do nivel educacional, desempenho cognitivo, habilidade matematica e notas
mais altas em Matematica gerou escore poligénico que explica 11-13% da variacao
no nivel educacional e 7-10% da variacdo no desempenho cognitivo.

Trampush e colaboradores (2015), usando coortes do Cognitive Genomics
Consortium (COGENT), analisaram a relacdo entre capacidade cognitiva geral e
variantes associadas ao nivel educacional. Fizeram também uma meta-analise com
24.189 individuos com dados neurocognitivos dos estudos sobre escolaridade e, em
seguida, com 53.188 individuos de um GWAS recente sobre cognicdo. Um SNP
(rs1906252) localizado em 6q16.1, foi significativamente associado a capacidade
cognitiva geral em COGENT. Em 2017, Trampush e colaboradores realizaram outra
meta-analise de GWAS para examinar a associacao de variacdo genética comum a

funcdo cognitiva geral em uma amostra de 35.298 individuos saudaveis de



32

ascendéncia europeia em 24 coortes do COGENT. Além disso, eles utilizaram
pesquisas individuais de SNP e analises de pontuacado poligénica para identificar a
sobreposicao genética com outros feno6tipos neurocomportamentais relevantes. Na
meta-analise dos GWAS, eles identificaram mais dois SNP, rs76114856 no gene
CENPO e rs6669072 perto da LOC105378853 no cromossomo 1 associados ao
desempenho cognitivo. A analise baseada em genes identificou mais trés loci

significativos nos cromossomos 17921.31, 17p13.1 e 1p13.3.

1.4. Contribuicdes do nosso grupo de pesquisa para a investigacdo da DAM/DAMO

Nosso grupo de pesquisa vem estudando as bases genéticas das dificuldades
de aprendizagem desde 2009, a fim de identificar a contribuicdo da Genética para as
dificuldades de aprendizagem e aspectos cognitivos relacionados.

Miranda (2011), com o objetivo de investigar as bases genéticas da DAM,
avaliou a histdria familiar de 34 criancas com DAM e 24 controles normais em uma
amostra de escolares da populacdo de Belo Horizonte. Foi identificada agregacgao
familiar, sendo que alguns heredogramas foram compativeis com heranca
autossdmica dominante com penetrancia incompleta, outros com heranca recessiva
ligada ao cromossoma X. Em outros, ainda, havia apenas um afetado, ndo sendo
possivel inferir padrdo de heranca.

Vianna (2011) avaliou a contribuicdo das microdelec6es/microduplicacbes em
22011.2 para o fenétipo DAM. Foram genotipadas, com a técnica MLPA (kits SALSA
MLPA P250-Al e P250-B1), 82 criangas com DAM e 130 controles normais, testados
da populacdo escolar de Belo Horizonte. Foi observada uma frequéncia de
microdele¢cbes de 1:82 individuos com DAM/DAMO sugerindo uma associacao da
regido 22g11.2 como a DAM.

Carvalho e colaboradores (2014), em um estudo realizado em criangas com
DAM e controles, sugerem que a delecdo da regidao 22g11.2 DS (LCR22-4 para
LCR22-5) possa ser uma das causas genéticas da DAM. Além disso, caracterizaram
uma nova sindrome nesta regido.

A presenca da DAM em individuos com sindromes genéticas causadas por
delecdes e/ou duplicacbes, pode ajudar na compreensdo dos processos geneéticos
causadores da DAM. Diante deste contexto, Salazar (2013) avaliou a contribuicdo de

microdele¢Bes e microduplica¢des intersticiais em regides sindrémicas para o fenétipo
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DAM. Foram genotipadas, através da técnica MLPA (Kits SALSA MLPA P245-A2,
P245-B1), 90 criancas com DAM e 90 controles normais, pareados por sexo, idade e
turma. Em seus resultados, alteracfes intersticiais nas regides cobertas pela técnica
ndo contribuiram para a dificuldade de aprendizagem da Matemética.

Martins (2014) avaliou a contribuicdo das expansdes do trinucleotideo CGG a
5'UTR do gene FMR1 em uma amostra de individuos com DAM e em uma amostra
controle. N&o foi encontrada evidéncia sugerindo uma associacdo das expansoes a
DAM. No entanto, esse estudo permitiu conhecer as frequéncias alélicas desse locus
para a populacao de Belo Horizonte.

Martins (2018) investigou a contribuicdo dos alelos gray zone e pré-mutacao
do gene FMR1 para MT, a influéncia da Repeticdo em Tandem de Numero de Variavel
(VNTR, do inglés: Variable Number Tandem Repeat) do gene DAT1 sobre a MT e
contribuicdo do polimorfismo COMT Vall58Met para a ansiedade matematica em
cerca de 350 escolares.

Na investigacdo do gene FMR1, foi encontrada uma menina com um alelo pré-
mutacao e trés criangcas com alelos gray zone (1 menina e 2 meninos). Déficits na MT
e DAM foram identificados na menina com pré-mutacdo e em um menino com alelo
gray zone do grupo DAM (2/121). A concluséo deste estudo € que, embora néo se
observe aumento da frequéncia de alelos pré-mutacdo ou gray-zone no grupo com
DAM/DAMO, quando comparado aos controles normais, o fenétipo presente nos
individuos com DAM/DAMO e alteracdes em FMR1 é o descrito na literatura para
portadores de muta¢cdes expansivas neste gene (MARTINS et al., 2022).

Jorge (2016) avaliou a contribuicdo de microdele¢ces e microduplicacdes
subteloméricas para o fenotipo DAM atraves da técnica de MLPA (Kits SALSA MLPA
P070-B2 e P070-B3). Entre os 140 casos investigados, foram encontradas trés
criangas com DAM e alteragcfes subteloméricas: um menino com uma microdelecao
no gene SYBL1 (ou VAMP7) na PAR2 (Xg28/Yq12); uma menina com uma duplicacao
em S100B (21922.3); e, outra menina com uma duplicagdo em SECTM1 (17g25.3). O
estudo também identificou que alelo do gene SYBL1 que esta deletado corresponde
ao do cromossoma Y. Esse dado € importante, pois estudos de expressao
desenvolvidos em células humanas sugerem que o alelo presente no cromossoma Y
€ inativado por metilacdo (D'ESPOSITO et al., 1996). Assim, a cOpia remanescente
do gene estad no cromossoma X e provavelmente ndo esta causando perda de funcao

e ndo esta contribuindo para o fenétipo.



34

Na andlise do gene DAT1, meninos heterozigotos apresentaram pior
desempenho em relacdo as meninas heterozigotas. Em relacdo ao polimorfismo
COMT Val158Met, meninos homozigotos se mostraram menos ansiosos que meninas
homozigotas (MARTINS, 2018).

Vasconcelos (2018) avaliou a contribuicdo de um polimorfismo de VNTR de
48bp no gene DRD4 para o desempenho em MT em uma amostra de 373 criancas
em idade escolar. Nao houve diferenca quanto ao sexo, idade e resultados nas tarefas
de MT entre os grupos genotipicos. No entanto, foi identificada interacdo significativa
entre “sexo” e “gendtipo” (p=0,035). Meninos com o0s genotipos 2/2; 2/4; 2/6; 3/4; 3/5;
3/6; 4/5; 4/8; 5/5; 5/6; 6/6 repeticbes apresentaram melhor desempenho em MT do
que as meninas. Estes sdo resultados preliminares e mais individuos serdo
genotipados para este polimorfismo.

Além disso, nosso grupo de pesquisa tem caracterizado o0 sistema
dopaminérgico em relacdo a ansiedade matematica através da analise da associacao
de polimorfismos em genes do sistema serotonérgico MAOA, MAOB e SLC6A4 (5-
HTTLPR) (CARVALHO et al., 2022).

Existem evidéncias relacionando processos de MT a modulacdo dopaminérgica
no cortex pré-frontal (FURMAN et al., 2021; D’ESPOSITO & POSTLE, 2015). Sendo
assim, nés propusemos a analisar fenétipos correlatos a DAM, incluindo MT, e sua

relacdo com a variabilidade de DRD1 e biodisponibilidade de dopamina na populagao.

1.5. Memoébria de trabalho

A memoria de trabalho (MT) também denominada memdria operacional € uma
memoria de curta duragdo, poucos segundos ou minutos, que apresenta capacidade
limitada e que esta envolvida no armazenamento e processamento temporarios. A MT
€ necessaria para a realizacdo de varias tarefas do nosso cotidiano, incluindo a
aprendizagem e o desempenho académico (GATHERCOLE et al., 2003; BULL et al.,
2008). Este tipo de memoria € processado pelo cortex pré-frontal e ndo deixa arquivos.
No processo de formacgdo da MT, ocorre uma excitagdo das espinhas dendriticas dos
neurdnios das sinapses da regido pré-frontal, durante um curto periodo de tempo.

Um modelo popularmente conhecido de multicomponentes para a memoria de
trabalho foi descrito por Baddeley e Hitch (1974) e aprimorado por Baddeley (2000).
De acordo com esse modelo de multicomponentes, a MT é composta por quatro
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componentes: 0 executivo central, 0 componente fonolédgico, o viso-espacial e o buffer
episodico (Figura 5).

O executivo central € o sistema de controle atencional da MT, responsavel pela
alocacdo da atencdo entre os diferentes subsistemas (BADDELEY, 2003). Este
sistema realiza interacGes entre as informacfes que estdo sendo processadas e as
gue se encontram na memoria de longa duracdo. Além disso, 0 executivo central
controla os componentes fonoldgico e viso-espacial. S&o quatro as fungfes principais
do executivo central: a) atencdo seletiva, habilidade de focar a atencdo em
informacBes relevante e inibir outras informacfes que causam distracdes; b)
flexibilidade mental, capacidade de coordenar simultaneamente varias atividades
cognitivas; c) ajuda a selecionar e executar planos e estratégias; d) capacidade de
ativar e recuperar informag6es da memoria de longo prazo.

O componente fonologico armazena por um curto periodo de tempo a
informacéao verbalmente codificada. A capacidade do componente fonolégico pode ser
medida por meio de tarefas de repeticdo de listas de digitos, denominada Digit Span
(WERHEID et al., 2002).

J& o componente viso-espacial armazena informacdes visuais e espaciais por
um breve periodo de tempo. Uma das tarefas utilizadas para avaliar este componente
€ o Corsi Block (tarefa de memorizacao de sequéncias de posicdes de até nove blocos
idénticos separados espacialmente) (KESSELS et al., 2000).

O buffer episédico é responsavel pela integracdo de informacgdes fonoldgicas,

visuais e espaciais provenientes do meio externo ou da meméria de longo prazo.

Figura 5. Modelo de multicomponentes da memaria de trabalho

Executivo
Central

Componente Buffer Componente
Fonoldgico Episédico Viso-espacial

I I |

Memoéria de longo prazo

Fonte: Adaptado de Baddeley, 2010
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Individuos com DAM podem apresentar MT prejudicada. Em um estudo
realizado por Rotzer e colaboradores (2009), utilizando ressonancia magnética
funcional, foram comparadas a atividade cerebral associada aos processos de
memo©éria de trabalho espacial em 14 criancas de 8 a 10 anos de idade com DAM e 12
controles normais. Criancas com DAM apresentaram ativacdo neural mais fraca em
comparacao ao grupo controle durante uma tarefa de memoria de trabalho espacial no
sulco intraparietal direito (IPS), na insula direita e no lobo frontal inferior direito. Além
disso, foi encontrada uma associacdo entre a atividade do IPS direito com o
desempenho no teste Digit Span forward e Corsi Block. Revelando assim o
envolvimento dos processos de memaria de trabalho espacial nas bases neurais da
DAM. Esses processos de memoria de trabalho espacial deficientes podem inibir a
formacéo de representacdes de numeros espaciais, bem como o armazenamento e

recuperacao de fatos aritméticos (ROTZER et al., 2009).

1.6. O sistema dopaminérgico e a aprendizagem

Muitos distlrbios neurocognitivos estdo associados a disfuncdo da
neurotransmissdo dopaminérgica, serotoninérgicas e GABAérgica. A dopamina é a
principal catecolamina presente no cérebro dos mamiferos (CHAKRAVARTHY et al.,
2018). Ela esta associada ao desenvolvimento e regulacdo de diversos processos
fisiol6égicos, comportamentais e cognitivos e, portanto, € o foco deste trabalho.

Entre os processos associados a dopamina, esta a consolidacdo do
aprendizado, memoria e emocgdes. Portanto € esperado que alteracdes na sua
sinalizacdo provoque alteragdes nessas fungdes (DE LA MORA et al.,, 2010).
Individuos que apresentam prazer em aprender, apresentam também uma maior
retencdo da informacdo e consequentemente maiores niveis de dopamina. Enquanto
isso, individuos que ndo encontram prazer no aprendizado apresentam uma menor
retencdo de informacdes, o que resulta em baixos niveis de desempenho e niveis de
dopamina. Foi relatado também que a diminuicdo de dopamina seria o indutor de
ansiedade e comportamentos semelhantes a depresséo, enquanto a modulagdo da
funcdo dopaminérgica pode diminuir o seu efeito através do tratamento com um
precursor da dopamina, L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que permite 0 aumento
dos niveis de dopamina. Além disso, comportamentos semelhantes aos da ansiedade

estdo associados ao nivel de dopamina e seus metabdlitos, incluindo a razédo entre o
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metabdlito da dopamina, acido 3,4 — dihidroxifenilacético (DOPAC) e a dopamina
(turnover de dopamina) e atividade de MAOA e ou MAOB. Portanto, € importante
entender como o sistema dopaminérgico codifica as informacées e como as vias
dopaminérgicas equilibram as informagBes para conduzir a expressdo de
comportamentos, memoria, aprendizagem e ansiedade (JONES e MILLER, 2008).
Os neurdnios dopaminérgicos se localizam principalmente na area tegumentar
ventral e na substancia negra do mesencéfalo. O sistema dopaminérgico no cérebro é
dividido em quatro vias principais de neurotransmissédo: mesolimbica, mesocortical,
nigroestriatal e tibero- infundibular. A via mesolimbica se origina na area tegumentar
ventral e se conecta com o sistema limbico por meio do nucleo accumbens, amigdala,
hipocampo e cortex pré-frontal medial. Essa via esta relacionada ao sistema de
recompensa, regulando a motivacdo, aprendizagem de reforco, memoria,
medo/ansiedade, entre outros processos cognitivos. A via mesocortical também se
inicia na area tegumentar ventral e projeta os neurénios dopaminérgicos para areas
corticais (cortex frontal medial, parte anterior do giro do cingulo e cértex temporal
medial). Essa via est4 associada com atencdo, orientacdo e também memobria e
aprendizagem. A via nigroestriatal se inicia na parte compacta da substancia negra e
se projeta para o estriado. Essa via é envolvida no controle dos movimentos
intencionais, sua degeneracao esta associada a Doenca de Parkinson. A quarta via,
tuberoinfundibular, surge a partir dos nucleos arqueados periventriculares do
hipotalamo, onde axdnios sdo projetados para a eminéncia mediana do hipotalamo.
Nesta via a dopamina é liberada na circulacdo porta e inibe a liberacdo de prolactina
pela hipéfise (STANDAERT e GALANTER, 2009). Na Figura 6, estdo representadas

as quatro vias do sistema dopaminérgico.



38

Figura 6. Representacdo das quatro vias dopaminérgicas no cérebro humano

Via mesocordical Via nigroestriatal

K

Via mesolimbica

Via tuberoinfundibular

Fonte: Adaptado de MENDEZ-DIAZ et al., 2017.

A neurotransmissdo dopaminérgica ocorre por meio de processos
relacionados, que incluem sintese, liberacdo, captacdo e armazenamento da
dopamina, seguidos pelo catabolismo. Além disto, a funcdo do sistema também é
influenciada pelos niveis de atividade dos receptores de dopamina (JONES e MILLER,
2008).

A sintese de dopamina consiste na conversao da tirosina em L-DOPA, que é
realizada pela enzima tirosina hidroxilase. Em seguida, a L-DOPA ¢é descarboxilada
pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase formando a dopamina (MISSALE
et al., 1998; YAMAMOTO et al.,, 2010). Uma vez sintetizada, a dopamina &
transportada através do transportador de monoamina vesicular para dentro de
vesiculas pré-sinapticas. Com a estimulacdo da célula nervosa, as vesiculas de
armazenamento de dopamina se fundem com a membrana plasmatica, liberando
dopamina na fenda sinaptica. Esta liberacdo pode ocorrer em dois padrdes distintos:
liberacédo tonica e fasica. No modo ténico, a dopamina € liberada em niveis basais de
forma constante, o que € vital para o funcionamento dos circuitos neurais. Na liberacdo
tbnica, pequenas quantidades de dopamina podem se difundir para o meio
extracelular. Em contraste, na forma fasica, a dopamina é liberada em picos na fenda
sinptica e é rapidamente removida deste espago por mecanismos de recaptacao,
que impedem sua difusdo para o espago extracelular (STANDAERT e GALANTER,
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2009).

A maior parte da dopamina liberada na fenda sinaptica é transportada de volta
a célula pré-sinaptica pelo transportador de dopamina (DAT1). Novamente dentro da
célula pré-sinjptica, a dopamina pode ser reciclada em vesiculas para uso
subsequente na neurotransmissao (pelo transportador de monoamina vesicular) ou
pode ser degradada pela acdo das enzimas monoamina oxidase (MAOA ou MAOB)
ou catecol-O-metiltransferase (COMT)(STANDAERT e GALANTER, 2009). No
processo de metabolizacdo, a dopamina € convertida em DOPAL, que por sua vez é
convertida em DOPAC que é catalisada em acido homovanilico. O acido homovanilico
é filtrado pelos rins e, em seguida, excretado na urina (EISENHOFER et al., 2004)

A dopamina na fenda sinaptica também pode ligar-se a receptores
dopaminérgicos pés-sinapticos e pré-sinapticos. Existem cinco subtipos principais de
receptores de dopamina (DRD1, DRD2, DRD3, DRD4 e DRD5). Estes receptores sao
metabotropicos, acoplados a proteina G e possuem sete dominios transmembranares.
Além disso, os receptores de dopamina séo divididos em duas familias de acordo com
os efeitos sobre a formacdo da adenosina 3',5'-monofosfato ciclico na cascata de
sinalizacao dopaminérgica e conforme o tamanho da terceira al¢a citoplasmética e da
regido C-terminal. Muito da resposta dopaminérgica € modulada por variantes

genéticas nos receptores dopaminérgicos.

1.6.1. Os receptores dopaminérgicos

A familia D1 é composta por dois receptores (DRD1 e DRD5) e familia D2 é
composta por trés receptores (DRD2, DRD3 e DRD4) (MISSALE et al., 1998;
STANDAERT e GALANTER, 2009).

Receptores da familia D1 possuem uma terceira al¢a citoplasmatica pequena
e uma grande regiao C-terminal (Figura 7). Sua estimulacéo ativa a enzima adenilato
ciclase, que transforma ATP (adenosina trifosfato) em cAMP (do Inglés: Cyclic
adenosine monophosphate), aumentando assim os niveis de cAMP (TESMER et al.,
1997). O cAMP intracelular ativa a proteina quinase dependente de cAMP (PKA, do
inglés: protein kinase A), que modula a atividade de seus efetores (KIM et al., 2006).
A estimulacédo da familia D1 é excitatoria, a ativacédo destes receptores esta associada
a abertura de canais de calcio e a modulacao de canais sodio e potassio (SURMEIER
e KITAI, 1993; SURMEIER et al., 1995; BIBB et al., 1999). Estas alteragbes em canais
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ibnicos, consequentemente, despolariza a célula, promovem a liberacdo da dopamina
na fenda sinaptica e a propagacéao do impulso elétrico (CALIER et al., 2003; RANGEL-
BARAJAS, CORONEL e FLORAN, 2015).

Figura 7. Estrutura esquematica dos receptores de dopamina da familia D1

NH, Receptores dafamiliaD1

\ (DRD1 e DRD5S)
NN N

Regido C-terminal grande
coor

Nota: Ac indica alca citoplasmatica.
Fonte: adaptado de PANDEY et al., 2013

Em contraste, os receptores da familia D2, apresentam uma terceira alca
citoplasmatica grande e uma pequena regido C-terminal (Figura 8). Quando acoplados
a proteina G, produzem uma estimulacao neuronal inibitoria. Receptores D2 inibem a
atividade da adenilato ciclase, diminuindo o CAMP e a atividade da PKA, que modula
a atividade de seus efetores. Além disso, receptores D2 ativam os canais de K*
retificadores acoplados a proteina G e promovem o fechamento dos canais de célcio

voltagem dependentes (MISSALE et al., 1998). O aumento da abertura dos canais de
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K*, aumenta a corrente que hiperpolariza o neurbnio, sendo necessaria uma maior
despolarizacdo para atingir o limiar de descarga. O fechamento dos canais de Ca?*
resulta em niveis diminuidos de Ca?*intracelular. O Ca?* intracelular é necesséario para
o deslocamento da vesicula sinaptica e sua fusdo com a membrana pré-sinaptica. A
diminuicdo dos niveis de Ca?* resulta em uma liberacdo diminuida de dopamina
(STANDAERT e GALANTER, 2009).

Figura 8. Estrutura esquematica dos receptores de dopamina da familia D2

ReceptoresdafamiliaD2
NH, (DRD2, DRD3 e DRD4)

Grandealca citoplasmatica  pc.3

Nota: Ac indica alca citoplasmatica.
Fonte: adaptado de PANDEY et al., 2013

Os niveis dos receptores DRD1 e DRD2 séo cerca de 10 vezes maiores do que
0s niveis dos outros subtipos de receptores de dopamina no cérebro humano, exceto
no estriado ventral (HULEY & JENNER, 2006).

Alteracbes na expressao de genes dos receptores de dopamina podem estar
associadas a quantidade de dopamina disponivel na fenda sinaptica e,
conseguentemente, a motivacdo, memoria, aprendizagem e ansiedade. No presente

trabalho, focaremos no receptor dopaminérgico DRD1.



42

1.6.1.1. Receptor DRD1

O gene do receptor de dopamina DRD1 foi clonado e caracterizado em 1990
(DEARRY et al., 1990). Este gene estéa localizado no cromossomo 5g35.2 e apresenta
dois éxons: 0 éxon 1, que nao é codificante, e um éxon 2, onde a proteina do receptor
é codificada. Estes dois éxons sao separados por um pequeno intron de 116 pb. O
gene DRD1 também apresenta dois transcritos, um transcrito longo formado pelos dois
€Xons e um transcrito mais curto, composto apenas pelo éxon codificante (LEE et al.,
1996).

O DRD1 é o receptor dopaminérgico mais abundante no sistema nervoso
central, sendo altamente expresso no cortex pré-frontal e estriado e moderadamente
expresso no hipocampo (BERGSON et al.,1995; LEDONNE e MERCURI, 2017). Como
principal alvo da dopamina no cértex pré-frontal, o DRD1 participa de processos
cognitivos mediados por essa regido. Este gene tem sido associado ao transtorno do
espectro autista, doenca de Parkinson, memoria, cogni¢cdo social, funcionamento
atencional e executivo, MT, mecanismos de reforco e disturbios neuropsiquiatricos
(SAWAGUCHI e GOLDMAN-RAKIC, 1991; ABI-DARGHAM et al., 2002; DREHER,;
JACKSON, 1989; MEYER; SHULTS, 1993; MISENER et al., 2004; LUCA et al., 2007,
XING et al., 2012; SARINANA et al., 2014; FEDOSOVA et al., 2021; MPOULIMARI &
ZINTZARAS, 2022)

Em relacdo a memoria, alteracdes no nivel de expressao dos receptores DRD1
podem modular a transmissao excitatéria em neurbnios, que estdo associados ao
processo de memorizacdo (GOLDMAN-RAKIC et al., 2000). Niveis reduzidos ou
aumentados de receptores DRD1 apresentam uma atividade reduzida nos neurbnios
pré-frontais envolvidos na MT, enquanto, niveis moderados desses receptores

apresentam uma atividade aprimorada, como pode ser visto na Figura 9.
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Figura 9. Modelo da influéncia dos niveis de dopamina e sua relacdo com a ativacdo de DRD1 e
com o fenétipo da meméria de trabalho

Melhoracom o ., Melhoracom o
agonista D1 Otimo antagonista D1

Envelhecimento Estresse
Doengade Parkinson /\ Psicose de anfetamina

Intervalo
normal

S

Forga dos componentes de memoaria /
Performance da meméria de trabalho

Nivel de dopamina cortical / Ativagédo do receptor DRD1

Fonte: adaptado de Goldman-Rakic et al., 2000

A densidade de receptores DRD1 também ja foi associada positivamente com
o desempenho em um teste psicolégico que € administrado a pacientes para medir a
disfuncéo do lobo frontal (Wisconsin Card Sort Task). Além disso, o envelhecimento
normal também causa uma reducédo nos niveis de dopamina, na funcao do receptor
DRD1 e na MT. Tratamentos que reduzem o nivel de receptores DRD1 também
causam deficiéncias no desempenho da MT.

No cértex pré-frontal, os receptores DRD1 estédo envolvidos na manutencéo de
uma escolha (JENNI et al. 2017). A densidade ou ativagdo do receptor DRD1 no cortex
pré-frontal modula a tomada de decisao impulsiva (PATTIJ et al. 2014; SONNTAG et
al. 2014; WANG et al. 2017) e a administracéo sistémica de um antagonista de DRD1
aumentou a preferéncia por uma recompensa menor mais cedo em relacdo a uma
recompensa maior mais tarde, ou seja, escolha impulsiva (KOFFARNUS et al. 2011;
PATTIJ et al. 2014).

Os niveis de expressdo deste gene podem ser afetados por polimorfismos
genéticos. O polimorfismo rs686 se destaca por alterar sua expresséo génica (HUANG
et al., 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6908785/#R33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6908785/#R33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6908785/#R33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6908785/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6908785/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6908785/#R45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6908785/#R23
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1.6.1.2. Polimorfismo rs686 do gene DRD1

O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs686 € um polimorfismo de
substituicdo de uma adenina por uma guanina localizado na regido 3' ndo traduzida
(3 UTR) do gene DRD1 (Figura 10). O alelo G é menos frequente e esta associado
a uma diminuicdo da expressdo do gene em relacdo ao alelo A. O alelo G inibe a
ligagcdo do miR-504 a 3'-UTR do gene, indicando um potencial mecanismo causal
através do qual este SNP modula a expressao génica (HUANG et al., 2008; HUANG
e LI, 2009). O miR-504 € expresso em regides corticais e hipocampais do cérebro
humano, conhecido por regular a densidade de espinhas dendriticas em neurbnios

do hipocampo em cultura (CHOI et al., 2015).

Figura 10. Estrutura esquematica do gene DRD1
DRD1

Exon1 Exon 2

Tt t

rs265981 rs686

Nota: A linha preta representa um intron. Regides cinza representam regides néo codificantes e a regido
preta indica o local de codificacdo do gene.
Fonte: adaptado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1812 acesso em 21 de margo de 2019

Alguns estudos ja investigaram uma associacgao entre o polimorfismo rs686 com
a modulacdo do sistema dopaminérgico no comportamento e/ou aprendizagem
relacionados a recompensa. Além disso, foram descritas também associacdes deste
polimorfismo com fendétipos de adicdo, como a dependéncia de alcool, nicotina e
opidides, com fendtipos psiquiatricos, como a esquizofrenia e depresséo, e com pior
resposta ao tratamento farmacol6gico com antipsicéticos. Porém, até o presente
momento, o0 SNP rs686 do gene DRD1 ainda nao foi investigado no contexto da DAM.

Esse SNP foi associado ao comportamento materno, onde maes que eram
heterozigotas (A/G) tendiam a desviar o olhar de seus bebés com menor frequéncia
(MILEVA-SEITZ et al.,, 2012). O genétipo A/G de DRD1 (rs686) também foi
significativamente associado ao comportamento de fumar (RUZILAWATI et al., 2020).

O alelo G do SNP rs686 foi associado com a modulacdo do sistema de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1812

45

recompensa e com a ativacdo medial do cortex frontal orbital durante a antecipacao
da recompensa (BAKER et al., 2019). O alelo G tem sido associado também a
sintomas depressivos, uso de opioides e impulsividade (JIMENEZ, PEREIRA-
MORALES e FARERO, 2018; MOSES et al., 2020).

Ja o alelo A deste SNP esté relacionado a uma maior expressao do gene e tem
sido associado ao aumento no risco de Doenca de Parkinson, autismo e esquizofrenia,
vicios e dependéncias, impulsividade em criangas com TDAH e a um aumento da
inibicdo proativa (FEDOSOVA et al., 2021; ZHU et al., 2011; HUANG et al., 2008;
BATEL et al., 2008; ZHU et al., 2013; HETTINGER et al., 2008; OADES et al., 2008;
BEU et al,. 2017).

1.7. Técnicas de andlise de SNP

Ha diversos métodos de deteccdo de variantes genéticas em genes/regides
candidatas, que se diferenciam quanto ao objetivo pretendido, a facilidade de
execucdo, confiabilidade e custos. Dentre estas técnicas, estdo a técnica de FISH
(fluorescent in-situ hybridization); aCGH (Microarray-based Comparative Genomic
Hybridization); MLPA (Multiplex Ligation Probe-dependent Amplification), gPCR
(Quantitative Polimerase Chain Reaction), PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism) e PCR-HRM (Polimerase Chain
Reaction-High Resolution Melting).

Neste trabalho, optamos por utilizar a técnica de PCR-HRM para investigar a
etiologia da DAM/DAMO em criangas em idade escolar da populacdo de Belo
Horizonte/MG e Porto Alegre/RS.

1.7.1. HRM

A técnica de HRM consiste em uma PCR quantitativa em tempo real na
presenca de um fluoréforo, seguida por andlise da curva de dissociacdo dos
amplicons. Durante a PCR, fluoréforos, néo inibidores de PCR, se intercalam a dupla
fita de DNA. Apés a PCR, a temperatura é aumentada gradativamente induzindo a
desnaturacao da dupla fita dos amplicons e a liberacédo da fluorescéncia. Grandes
guantidades de DNA em fita dupla irdo emitir altos niveis de fluorescéncia em

temperaturas baixas, mas ao passo em que a temperatura € aumentada a
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fluorescéncia ird diminuir, gerando assim uma curva de dissociacéo (Figura 11).

Figura 11. Exemplo de curva de dissocia¢cdo normalizada gerada por HRM
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Nota: A fita dupla tera uma forte fluorescéncia a baixas temperaturas. A medida que a temperatura é
aumentada, a fluorescéncia ird diminuir, refletindo a dissociacdo do DNA em cadeias simples. A
temperatura de dissociacao (Tm) € a temperatura na qual a fluorescéncia normalizada é de 50%.
Fonte: adaptado de REED, KENT e WITTWER, 2007

O comportamento das curvas de dissociacao dos produtos de PCR é variado e
depende de seu conteudo GC, comprimento, composi¢do da sua sequéncia e de seu
estado, homo- ou heterozigoto (QIAN et al, 2010). Diferencas na composicao do DNA
alvo podem ser detectadas por um software especifico, que compara as curvas e
temperaturas de dissociacdo (Tm) das amostras (MONTGOMERY, 2007). Tm
descreve a temperatura em que metade dos amplicons se dissociou em fita simples.
Na Figura 12, € apresentado um modelo de curva de dissociacdo gerada em software

especifico.
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Figura 12. Exemplo de resultados de HRMs revelando diferentes curvas de dissociacao
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Nota: A andlise das curvas de dissociacdo permite a genotipagem de SNPs. Considere um SNP G>A
com os possiveis genotipos G/G, G/A e A/A. Todos os trés genoétipos podem ser facilmente distinguidos.
As curvas G/G e A/A apresentam formas similares, porém a Tm do homozigoto G/G é aproximadamente
1° C mais alta que a do homozigoto A/A. A curva de dissociacdo do heterozigoto apresenta uma
transicdo mais gradual a uma maior faixa de temperatura.

Fonte: adaptado de REED; KENT; WITTWER, 2007

Como o fluoréforo € adicionado antes da amplificagdo, nenhum outro processo
€ necessario apos o inicio da PCR; logo, a necessidade de automacéo e o risco de
contaminagao sao reduzidos (REED e WITTWER, 2004).

1.8. Hipéteses

Diante deste contexto e tendo em vista a continuidade dos estudos do nosso
grupo de pesquisa, sobre o sistema dopaminérgico na DAM, levantamos a seguinte
hipotese: existe associacdo do polimorfismo rs686 do gene DRD1 com
fendtipos/endofendtipos da dificuldade de aprendizagem escolar em criangcas em
idade escolar.

1.9. Justificativa e relevancia

A DAM é um transtorno de aprendizagem frequente que compromete

principalmente a aquisicdo e o desenvolvimento das habilidades mateméticas.
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Individuos com DAM podem apresentar uma série de dificuldades escolares e em
tarefas basicas do dia-a-dia, tais como: orientacdo direita e esquerda, dificuldade em
olhar horas, pegar Onibus e contar dinheiro. Tais dificuldades, por sua vez, podem
desencadear frustracbes, desinteresse e tornar os individuos afetados menos
produtivos (BUTTERWORTH, 2010; KUCIAN e VON ASTER, 2015; PEARD, 2010).

Estudos realizados no Reino Unido e nos Estados Unidos revelaram que

mesmo na presenca de alfabetizagdo adequada, a baixa habilidade matemética afeta
as oportunidades de emprego e os salarios dos individuos afetados (RIVERA-BATIZ,
1992; PARSONS et al., 2005). Sendo assim, a DAM gera um impacto negativo nas
perspectivas de emprego, na saude fisica e mental dos individuos, além de afetar a
economia do pais.

O diagnostico da DAM é feito com base em varios testes neurocognitivos
aplicados por uma equipe especializada. Quanto mais cedo o individuo é
encaminhado para o diagndstico e intervencdo, menos o aprendizado dele é
prejudicado. A busca por estratégias que facilitem a identificacdo precoce deste
transtorno é necessaria, sendo a Genética uma abordagem promissora. A dificuldade
no aprendizado da Mateméatica € descrita como uma condicdo complexa e
multifatorial. Desse modo, muitas pesquisas sugerem a existéncia de varios genes
atuando na determinacédo do fendtipo. No entanto, ndo se sabe exatamente quais
genes e mecanismos moleculares estdo diretamente envolvidos na etiologia da
DAM.

Ha evidéncias de que genes do sistema dopaminérgicos estdo associados a
fendtipos/endofendtipos  neurocognitivos ligados a DAM. Neste contexto,
Vasconcelos (2018) e Martins (2018) investigaram a contribuicdo dos genes do
sistema dopaminérgico DRD4, DAT1 e COMT para a MT e DAM em criangcas em
idade escolar da populacdo de Belo Horizonte. No entanto, até o presente momento,
ndo hé trabalhos descritos na literatura, que investiguem a associacdo do
polimorfismo rs686 no gene do receptor dopaminérgico DRD1 com DAM/DAMO.
Nesse sentido, este trabalho visa dar seguimento e analisar a contribuicdo de um
polimorfismo no gene DRD1 do sistema dopaminérgicos para a dificuldade de
aprendizagem da matematica e fenotipos correlatos.

Compreender melhor a Genética da DAM ajudaria a estimar a contribuicdo dos
diversos fatores de risco. Além disso, os perfis genéticos encontrados podem ser

relevantes para a compreensao dos mecanismos neuropsicoldgicos subjacentes.
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1.10. Objetivos

1.10.1. Objetivo geral

Investigar a etiologia da DAM/DAMO em criancas em idade escolar da

populacao de Belo Horizonte/MG e Porto Alegre/RS.

1.10.2. Objetivos especificos

° Desenvolver um método de baixo custo, baseado em HRM, para

genotipagem do polimorfismo rs686 do gene DRD1;

° Investigar a existéncia de relacdo entre o polimorfismo rs686 do gene DRD1
com a DAM/DAMO em criangas em idade escolar da populagéo de Belo Horizonte/MG
e Porto Alegre/RS.

° Avaliar a existéncia de associacao entre o polimorfismo rs686 do gene DRD1
com fenétipos/endofendtipos correlatos da DAM/DAMO em criancas em idade escolar

da populacéo de Belo Horizonte/MG e Porto Alegre/RS.
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2. METODOLOGIA

2.1. Aspectos éticos

Este trabalho faz parte de dois projetos de pesquisa:

° Projeto Discalculia - “Discalculia do Desenvolvimento em criancas de idade
escolar: triagem populacional e caracterizacdo de aspectos cognitivos e
genéticos moleculares”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG (COEP-MG) parecer n® ETIC 42/08 (Anexo 1);

° Projeto Endofenotipos - “Endofendtipos das dificuldades de aprendizagem da
Matematica”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-
MG) projeto CAAE 15070013.1.0000 (Anexo 2).

A participagdo no estudo foi realizada mediante a leitura e assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pais ou responsaveis (Anexo 3 e 4) e

assentimento das criancas, fornecido oralmente ou por escrito, conforme a faixa etaria.

2.2. Amostra

Para realizacdo deste estudo foram utilizados dois conjuntos de amostras
biolégicas provenientes dos estudos de base populacional dos projetos dos quais este
estudo faz parte. A amostra proveniente do projeto Discalculia € composta por 1720
estudantes de dez escolas publicas e uma escola particular de Belo Horizonte - MG.
Os alunos foram selecionados aleatoriamente dentre as criangas matriculadas entre
a 22 e 52 série (3° a 6° ano) do ensino fundamental.

Em relacédo ao projeto Endofendtipos, propde-se avaliar 2.000 criancas em
idade escolar, sendo 1.000 de Belo Horizonte-MG e 1.000 de Porto Alegre- RS.
Atualmente, ja foram coletadas 930 amostras (582 de Belo Horizonte-MG e 348 de
Porto Alegre-RS). Os participantes séo selecionados aleatoriamente entre criangas e
adolescentes matriculados da 42 a 62 série (3° e 5° ano) do ensino fundamental de 11
escolas publicas.

No presente estudo, participaram 472 individuos de Belo Horizonte-MG, sendo
156 estudantes provenientes do projeto Discalculia e 316 estudantes participantes do

projeto Endofenadtipos. Além disso, também foram avaliados 102 individuos de Porto
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Alegre-RS, oriundos do projeto Endofenoétipos. Os demais alunos foram excluidos
deste estudo por falta de material biologico, resultados de testes neuropsicoldgicos

incompletos e/ou por apresentarem baixo funcionamento intelectual.

2.3. Delineamento da pesquisa

A pesquisa foi constituida inicialmente através da aplicacdo de trés testes: TDE
(Teste de desempenho escolar), um teste de avaliagdo do desempenho escolar; teste
das Matrizes Coloridas de Raven, um teste que avalia a inteligéncia; e pelo teste de
Transcodificacdo Numérica que avalia a capacidade de conversdo de notacfes
numeéricas verbais em simbolos numerais arabicos.

A segunda etapa consiste em uma avaliacdo neuropsicoldgica individual e na
coleta de material biolégico. Nesta avaliacdo, sdo analisados aspectos
comportamentais, emocionais e cognitivos por meio da observacdo do
comportamento e uso de diferentes testes neurocognitivos e psicolégicos
padronizados. Nos intervalos entre um teste e outro, sdo coletadas amostras
bioldgicas dos individuos. A realizacdo de todos os testes, além da coleta de material
bioldgico, é feita pelos alunos de graduacao ou pos-graduacédo em Neurociéncias ou
da Saude da Crianca e do Adolescente do LND, FAFICH- UFMG, sob a coordenacédo
do professor Dr. Vitor Geraldi Haase.

E por fim, o DNA gendmico das amostras biologicas foi extraido e analisado
geneticamente por alunos do LGHM, ICB-UFMG, sob orientacdo da Prof2. Dr2. Maria

Raquel Santos Carvalho.

2.4. Triagem pelo TDE, Tarefa de Transcodificagdo Numérica e Matrizes Coloridas de

Raven

Na primeira parte da pesquisa, as criangcas foram avaliadas usando o TDE,
tarefa de Transcodificagdo Numérica e Matrizes Coloridas de Raven.

O teste Matrizes Coloridas de Raven avalia o desenvolvimento intelectual das
criancas. Este teste consiste em completar varios desenhos ou matrizes com um fundo
colorido a partir de seis encaixes alternativos, dentre os quais apenas um completa
corretamente cada desenho/matriz apresentado (ANGELINI et al.,, 1999). Os

participantes que apresentam o percentil maior do que 15 (P>15) neste teste sao
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classificados como probandos de inteligéncia normal. Ja os participantes, que
obtiveram um desempenho inferior ao percentil 15 no teste (P<15) apresentam baixo
desenvolvimento intelectual e ndo séo incluidos nesta amostra.

O TDE € um teste de desempenho escolar constituido por trés subtestes, que
avaliam as capacidades basicas implicadas no desenvolvimento escolar: aritmética,
escrita e leitura (STEIN, 1994). Sua aplicacao é coletiva, com avaliacao individual. De
acordo com o percentil (P) de aproveitamento no teste, as criangas sao classificadas
em: DAM, P < 25 no subteste de aritmética; DAMO (Dificuldade de aprendizagem na
Matematica e Ortografia), P<25 nos subtestes de aritmética e escrita; DE (Dificuldade
de Escrita), P<25 no subteste de escrita; DL (Dificuldade de leitura), P<25 no subteste
de leitura; e Controles, P> 25 nos trés subtestes (Aritmética, Escrita e Leitura)
(MOURA et al., 2013).

A tarefa de Transcodificacdo Numérica é aplicada com o objetivo de investigar o
conhecimento das criancas sobre a sintaxe numeérica. O processo de transcodificacao
numérica requer a conversao de notacdes numéricas verbais em numerais. A
capacidade de transcodificacdo de numeros é avaliada por meio de uma tarefa de
ditado de numeros, na qual os niumeros séo apresentados oralmente e a crian¢a deve

escrevé-los em sua forma arabica (MOURA et al., 2014).

2.5. Avaliacéo neuropsicologica

Com o objetivo de caracterizar o perfil cognitivo de cada participante, uma
avaliacdo neuropsicolégica pormenorizada é realizada utilizando os instrumentos de
avaliacao listados na Tabela 1. Esta avaliacéo inclui testes que investigam habilidades
numericas e ndo numéricas do individuo, incluindo estimacdo de magnitude néo
simbodlica, memoéria de trabalho, ansiedade matemética, inteligéncia, atencao,
orientacdo visuoespacial e visuoconstrutiva, coordenagcdo motora, fungdes
executivas, processamento fonoldgico, leitura de palavras e pseudopalavras. Ao final,
os resultados dos individuos testados sdo comparados utilizando-se escore z (Z) por
idade, para as variaveis que refletem neurodesenvolvimento, e escore z por série,

para as variaveis que refletem influéncia da educacao escolar.
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Tabela 1. Testes da avaliacdo neuropsicolégica

Dominios Testes Referéncias
Comportamento SNAP-IV Mattos et al.(2006)
CBCL Bordin et al. (2013); Rocha et al.
(2013)
Ansiedade matematica MAQ Haase et al. (2012); Wood et al.
(2012)
Inteligéncia WISC-IV Rueda et al. (2013)

Destreza motora

Habilidades Visuoespaciais
e Visuocontrutivas

Atencéo — alertness
Meméria verbal e néo-
verbal

Funcdes executivas
Consciéncia Fonolégica

Habilidades de Leitura

Habilidades Numéricas

Nine-Hole Peg Test (9-HPT)

Figura Complexa de Rey

Reacédo Simples

Digit Span

Cubos de Corsi

Teste dos Cinco Digitos
Supressao de fonemas

LPI

Poole et al. (2005)

Rigoni (2016)

Costa et al. (2011)

Figueiredo & Nascimento (2007)
Santos et al. (2005)
Malloy-Diniz et al. (2015)
Lopes-Silva et al. (2014)

Salles et al. (2013)

Teste de Fluéncia de Leitura Justi & Roazzi (2012)

(TFL)

Comparacao Nao Simbdlica

Leitura de Numerais Arébicos
Ditado de Numerais Arabicos

Adicao

Subtracdo  Multiplicacdo
Problemas Aritmética-
WISC IV

Costa et al. (2011); Pinheiro
Chagas et al. (2014) Moura et al.
(2013) Moura et al. (2014)

Costa et al. (2011); Haase et al.
(2014)

Costa et al. (2011) Rueda et
al. (2013)

Nota: SNAP-IV = Questionario Swanson, Nolan e Pelham-IV; CBCL = Child Behaviour
Checklist; MAQ = Mathematics Anxiety Questionnaire; WISC IV = Wechsler Intelligence Scale
for Children 1V; LPI = avaliagcdo de leitura de palavras / pseudopalavras isoladas.

Fonte: elaborado pela autora.
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2.6. Métodos moleculares

2.6.1. Material biolégico

O material biologico das criancas/adolescentes é coletado por estudantes do
LND previamente capacitados. Sao coletados cerca de 5 mL de sangue periférico em
tubo EDTA ou 3 mL de saliva em tubo Falcon de 15 mL contendo 500pL de EDTA
0,5M. As amostras sdo armazenadas a -20 °C até a realizacdo da extracdo de DNA.
O DNA extraido € armazenado no banco de material biolégico do LGHM.
2.6.1.1. Extracao e purificagdo do DNA

Para purificagdo das amostras de saliva, foram adicionados 5 mL de dextrose
a 3% e 3 mL de solucéo de TNE [17 mM Tris/HCI (pH 8.0), 50 mM NaCl e 7 mM EDTA
diluidos em 66% de etanol] a solucdo de saliva e EDTA previamente coletada. Em
seguida, os tubos contendo a saliva foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm
em uma temperatura de 4° C para a precipitacdo das células bucais. O sobrenadante
foi entdo descartado e as células bucais ressuspendidas em 3 mL de TNE. O tubo foi
centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos a 4° C e o sobrenadante foi descartado. Em
seguida foram adicionados 1,3 mL de solucao de digestao [10 mM Tris (pH 8,0), 0.5%
SDS, 5 mM EDTA] e a mistura foi transferida para um tubo de 2 mL. Ao tubo de 2 mL
foram adicionados 30 pL de proteinase K (10 mg/mL) e a mistura foi entdo incubada
a 56°C por uma noite. Apés a incubacao, proteinas e outros contaminantes foram
removidos usando-se 500 pL de solucdo contendo 8 M de acetato de aménio e 1 mM
EDTA, seguido de centrifugagéo a 12.000 rpm durante 15 minutos. Do sobrenadante
foram transferidos 900 uL para dois tubos de 1,5 mL contendo 540 pL de isopropanol
gelado. As solucdes foram misturadas invertendo-se o tubo suavemente por varias
vezes até completa precipitagdo do DNA. O DNA precipitado foi centrifugado a 12.000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, o DNA foi lavado
com 1 mL de etanol 70% e centrifugado novamente a 12.000 rpm por 10 minutos.
Apés a centrifugacao, o etanol foi descartado e cada tubo foi mantido a temperatura
ambiente por 15 a 20 minutos para evaporacdo do etanol. O DNA foi entdo
ressuspendido em 200 L de tampéao TE [Tris 10 mM (pH 7,8) e EDTA 1 mM].

2.6.1.2. Mensuracéo da concentracao e qualidade do DNA



55

A concentracao e pureza do DNA foram determinadas por espectrofotometria
utilizando-se o Nanodrop2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A
concentragéo de DNA foi obtida por leituras a 260 nm. As razdes das absorbancias a
260nm/280nm e 230nm/260nm foram usadas para estimar a pureza do DNA. Valores
de razédo da absorbancia 260nm/280nm proximos de 1,8 indicam que o DNA esta puro.
Ja a razdo 260nm/230nm é usada como uma medida secundaria da pureza de acido
nucléico. Os valores esperados da absorbancia 260nm/230nm para acidos nucleicos
“puros” estdo na faixa de 2,0-2,2 (DESJARDINS & CONKLIN, 2010).

2.6.2. Genotipagem do polimorfismo rs686 em DRD1

A genotipagem dos polimorfismos rs686 do gene DRD1 foi feita em duas
etapas: (1) Sequenciamento de 13 amostras (26 cromossomas) de individuos
controles saudaveis que tem por objetivo a obtencdo de controles internos para a
reacdo de genotipagem dos SNPs pela técnica de HRM; (2) Genotipagem por HRM
de 472 criancas/adolescentes de idade escolar da populacao de Belo Horizonte/MG e

102 da populacéo de Porto Alegre/RS.

2.6.2.1. Sequenciamento Sanger

A fim de gerar controles de reacao para a genotipagem dos SNPs foi realizada
a amplificacdo e sequenciamento das regides gendmicas em 13 individuos controles
saudaveis.

Para amplificacdo e sequenciamento, foram desenhados primers utilizando-se
o programa Primer3Plus (www.bioinformatics.nl/primer3plus). A sequéncia dos
primers utilizados foram: Forward, 5GCTCCCCATGTTTGTAGTG3’; Reverse
5'CAGACCCTTGGAGAAGCTGT3’ (tamanho do amplicon 331 pb). As reacdes de
amplificagéo foram realizadas utilizando-se 5 pL de tampéo IVB 5x (Phoneutria,Belo
Horizonte, MG, Brasil), 15 pmol de cada primer, 20 mM de dNTP, 2,5 U/uL de Taq
DNA polimerase, 15 ng de DNA e 2 uL de DMSO 100% em um volume final de 25 L.
Na figura 13, s&o apresentadas as condi¢des de ciclagem usadas na PCR.
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Figura 13. Ciclos de amplificacdo usado na PCR para o sequenciamento de sanger do
polimorfismo rs686 do gene DRD1

25 ciclos
95°C | 95°C
62°C 72°C | 72°C
5 min {1 min
1 min 1 min 5 min 4°C
o0

Fonte: produzido pela autora

A verificacdo da amplificacdo do produto de PCR foi realizada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Apés a verificacdo, os produtos de PCR
obtidos foram purificados com uma solucdo de NaCl 2,5 M contendo 20% de PEG

8000 (Polietilenoglicol 8000), segundo protocolo descrito por Lis e Schleif (1975).

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a uma nova amplificacao
utilizando-se o kit de sequenciamento BigDye Terminator Cycle Sequencing versao
3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reagdes de PCR e condigOes de
ciclagem e purificacdo foram realizadas conforme descrito pelo fabricante. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador ABI-PRISM 3730 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) da Plataforma Multiusuarios da
FIOCRUZ/MG.

As sequéncias e os cromatogramas obtidos apds o sequenciamento foram
visualizados e alinhados utilizando o software CodonCode Aligner (CodonCode
Corporation, Dedham, MA, USA).

2.6.2.2. PCR-HRM para genotipagem do polimorfismo rs686

Os primers foram desenhados, utilizando-se o programa Primer3Plus
(www.bioinformatics.nl/primer3plus) e as Tm foram calculadas através do programa
OligoCalc (www.appliedbiosystems.com). Para que 0s estagios de anelamento e
extensdo ocorram em uma Unica etapa, permitindo uma amplificacdo rapida e
eficiente, a Tm de cada primer foi em torno de 60 °C. Os primers desenhados para a
genotipagem do SNP foram: Forward, 5GTGTGTTGGAAAGCAGCAGAZJ’; Reverse,
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5TCACACAAAACGGTCAGCACSZ'. O tamanho do amplicon foi de 163 pb.

O método de HRM foi realizado utilizando o MeltDoctor™ HRM Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e as reacOes foram padronizadas
utilizando 5 yL do MeltDoctor™ HRM Master Mix, 3 pmol de cada primer e 10 ng de
DNA em um volume final de 10 pL.

Na Figura 14, encontra-se descrito as condi¢des utilizadas para a PCR-HRM
do SNP rs686. Os dados obtidos foram analisados através do software High
Resolution Melt v3.0.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Figura 14. Ciclos de amplificacdo da PCR-HRM para o polimorfismo rs686 do gene DRD1

DRD1 -rs686
PCR HRM
40 ciclos
95°C § 95°C 95°C 95°C
TR 61°C // TH e 62°C ~ =~ 60°
/10 min}15 sec — 15 sec : @) 30 sec 0 e—
' 1 min 1 min 15 sec
&

Nota: as maquinas fotograficas simbolizam os momentos nos quais é feita a leitura da
fluorescéncia.
Fonte: produzido pela autora

2.7. Andlises estatisticas

A fim de caracterizar a amostra, foram realizadas analises descritivas e
exploratorias dos dados no software SPSS verséo 25. As variaveis foram avaliadas
quanto a distribuicdo. A normalidade da distribuicdo das variaveis psicométricas em
estudo foi avaliada através do teste de Kolgomorov-Smirnov. Como vai ser avaliado o
efeito do sexo, a avaliagdo da normalidade foi feita na amostra separada conforme o
sexo. Para analise das correla¢des entre as variaveis TDE, calculos, MT (Digit Span
e tubos de Corsi), inteligéncia (Matrizes Coloridas de Raven) e ansiedade matematica

(MAQ) foi utilizado o coeficiente de correlagdo de postos de Spearman.

ApoGs a genotipagem da amostra, as frequéncias alélicas, genotipicas, e o teste
do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram calculados utilizando o software

WPCALC (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/). De acordo com o0s
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resultados obtidos, modelos baseados em Modelos Lineares Generalizados (GLM) ou
ANOVA foram criados para as analises de associacao considerando-se efeitos de
sexo, gendtipo e interacdo sexo-gendtipo, sob os diferentes modelos genotipicos:
codominante (A/A vs. A/G vs. G/G), A-dominante (A/A + A/G vs. G/G), G-dominante
(A/A vs. AIG + G/G) e heterose (A/A + G/G vs. AIG).
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3. RESULTADOS

3.1 Padronizacdo da metodologia de genotipagem por HRM

Para gerar controles para a reacdo de genotipagem do polimorfismo DRD1
rs686 por HRM, foi feito sequenciamento de Sanger de uma amostra de 13 individuos

(Figura 15). Os trés possiveis genotipos emergiram nestes individuos.

Figura 15. Eletroferograma de trés individuos sequenciados para o SNP rs686 do gene DRD1

—
A TCTGGGG:k-”rGC'r B TCTG:GG%TGCT C TCTGGGQTITTGC 1T
Controle_7 o Controle_5 o Controle_1 j80

Forward Forward Forward

” \|. f \ Z

TCTGGGQCITTGC T. TCTGGGQTITTGC T TCTGGGQTITrTGC T
Controle_7 L3 Controle_5 1 Controle_1 2
Reverse Reverse Reverse

Nota: A regido do SNP rs686 esta destacada com a demarcacdo em vermelho. A base A esta
representada em verde; a base T em vermelho; a base C em azul; e a base G em preto.

Fonte: Produzido pela autora utilizando o software CodonCode Aligner (CodonCode Corporation,
Dedham, MA, EUA).

ApOs 0 sequenciamento, a padronizacéo da técnica da HRM para este SNP foi
realizada com sucesso. Obtivemos uma amplificacdo precisa, sem reacdes
inespecificas e/ou dimeros de primers. A Figura 16-A mostra um grafico derivado da
curva de dissociacdo dos amplicons, indicando que nao ha produtos de amplificacao
inespecifica. Ja na figura 16-B, € mostrado o alinhamento da curva de dissociagéo,
onde se pode distinguir as curvas de dissocia¢do geradas para cada genotipo. A partir
da genotipagem das 13 amostras controles, obtivemos resultados congruentes com

os resultados encontrados no sequenciamento.
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Figura 16. Derivacédo e alinhamento da curva de dissociacédo do rs686 do gene DRD1 ao HRM

| AA m AG m GG W AA m AG m GG

Nota: (A) grafico derivado da curva de dissociagdo ao HRM. As curvas verdes, azuis e vermelhas se referem as curvas de dissociagao dos produtos de PCR
da amplificacéo do rs686. O grafico mostra que na temperatura de 81,5°C, 50% dos produtos de PCR foram dissociados. As barras delimitam a regido de
temperaturas onde ocorre a dissociacao. (B) grafico de alinhamento das curvas de dissocia¢cdo. Curvas de dissociacdo em verde apresentam uma maior Tm e
revelam o gendtipo homozigoto G/G. Curvas em vermelho apresentam menor Tm e mostram a dissociacéo dos produtos homozigotos para o alelo A. Curvas

em azul apresentam uma Tm intermediaria e apontam a dissocia¢céo dos genoétipos heterozigotos A/G.

Fonte: produzido pela autora utilizando o software High Resolution Melt v3.0.1 (Applied Biosystems).
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3.2. Estudo de associagao

3.2.1 Andlises descritivas da amostra e dos parametros psicométricos

A amostra genotipada para o polimorfismo rs686 do gene DRD1 é composta
por 657 alunos atendendo escolas publicas de Belo Horizonte e Porto Alegre. Apos a
genotipagem, foram excluidas 83 criancas, por estarem cursando séries iniciais e
também criancas com mais de 11 anos, totalizando 574 individuos analisados. As
distribuicBes conforme sexo, idade e demais fenétipos (RAVEN, TDE aritmética, TDE
ortografia, Cubos de Corsi forward e backward, MAQ-A e MAQ-B) foram similares
entre as amostras de Belo Horizonte e Porto Alegre. Houve diferencas significativas
em Calculos (adicdo e subtracdo complexas), Digit spam (backward), MAQ-C e MAQ-
D. Em todas as tarefas avaliadas, a média da amostra coletada em Porto Alegre foi
mais baixa, provavelmente refletindo o nivel educacional das escolas coletadas e o
fato que a amostra coletada em Porto Alegre inclui apenas criancas cursando 32. e 42
séries. O polimorfismo rs686 esta em Equilibrio de Hardy-Weinberg, na amostra de
Porto Alegre (X2=0,0498ns). Considerando-se que a exclusdo da amostra de Porto
Alegre iria retirar da amostra os individuos/escola com menor desempenho, que as
variaveis de interesse (TDE aritmética e Cubos de Corsi forward) ndo apresentaram
diferencas significativas entre Porto Alegre e Belo Horizonte, e que o polimorfismo
rs686 esta em Equilibrio de Hardy-Weinberg, os dados foram analisados
conjuntamente.

A composicdo da amostra quanto a sexo, idade, ano escolar e classificacédo
(diagndstico) € apresentada na Tabela 2. Dentre os 574 alunos avaliados de 8 a 11
anos, 19% apresentaram algum tipo de dificuldade de aprendizagem na Matematica
(11,7 % DAM e 7,3% DAMO).
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Tabela 2. Composicdo da amostra

Caracteristicas Frequéncia Porcentagem %
Sexo Feminino 320 55,7
Masculino 254 44,3
Idade 8 anos 126 22
9 anos 277 48,3
10 anos 135 23,5
11 anos 36 6,3
Ano escolar 3°ano 170 29,6
4° ano 310 54
5% ano 94 16,4
Classificacéo DT 455 79,3
DAM 67 11,7
DAMO 42 7,3
DAO 10 1,7

Nota: DT - Desenvolvimento tipico; DAM - Dificuldade de aprendizagem da Matematica; DAMO -
Dificuldade de aprendizagem da Matematica e da ortografia; DAO - Dificuldade de aprendizagem da
ortografia.

Fonte: produzido pela autora.

Os resultados das analises descritivas dos testes psicométricos usados, em

escore-Z, sao apresentados na Tabela 3.



Tabela 3. Resultados e parédmetros estatisticos dos testes psicométricos usados
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Zescore_p
Zescore_p Zescore_p Zescore_p Zescore_p or_anoesc

CPM-  or_grade_ or_grade_ or_anoesc or_anoesc olar_Calc Zescore_p

Raven z TDE_Spell TDE_Arith olar_Calc olar_Calc ulos_Multi Zescore_p Zescore_p Zescore_p or_IDADE

score ing_norm metic_nor ulos_Adic ulos_Subt plicacao_ Zescore_p Zescore_p Zescore_p Zescore_p or_IDADE or_IDADE or_IDADE _CorsiBlo

basedon ativoDisca mativoDis ao_simple racao_sim simples_e or_anoesc or_anoesc or_anoesc or_anoesc _DigitSpa _DigitSpa _CorsiBlo cks_back

1999 lculia&End calculia&E s_e_comp ples_e_co _complex olar_MAQ olar_MAQ olar_MAQ clar_MAQ n_Forward n_backwa cks_Forw ward_SPA

norms o ndo lexa mplexa a _A _B _C _D _SPAN  rd_SPAN ard_SPAN N
N Valido 574 574 574 562 562 562 540 540 538 540 504 505 494 494

Omisso 0 0 0 12 12 12 34 34 36 34 70 69 80 80

Média 0,790 -0,001 -0,108 -0,019 0,052 0,025 0,004 0,000 -0,015 0,016 -0,091 -0,110 0,008 -0,043
Erro de média padrdc 0,030 0,040 0,042 0,043 0,042 0,043 0,044 0,044 0,042 0,041 0,043 0,043 0,046 0,047
Mediana 0,859 0,152 -0,089 0,086 -0,021 -0,221 -0,005 -0,133 -0,018 -0,014 -0,115 -0,342 -0,031 -0,302
Erro Desvio 0,722 0,953 0,997 1,015 0,989 1,023 1,018 1,012 0,281 0,956 0,970 0,957 1,020 1,042
Variéncia 0,521 0,909 0,995 1,029 0,979 1,046 1,036 1,024 0,862 0,914 0,941 0,917 1,041 1,085
Assimetria -0,220 -0,887 -0,082 -0,959 0,119 0,948 0,624 0,839 0,020 -0,004 0,626 0,589 0,071 -0,189
Erro de assimetria 0,102 0,102 0,102 0,103 0,103 0,103 0,105 0,105 0,105 0,105 0,109 0,109 0,110 0,110
Curtose -0,522 0,568 0,092 1,430 -0,374 1,899 0,932 0,323 -0,606 -0,650 0,954 0,721 0,721 0,595
Erro de Curtose 0,204 0,204 0,204 0,206 0,206 0,206 0,210 0,210 0,210 0,210 0,217 0,217 0,219 0,219
intervalo 3,582 5,051 5,859 6,936 5,945 7,713 6,040 5,721 4,462 4477 8,543 6,042 7,101 7,152
Minimo -0972 -3,253 -3.426 -4.875 -2,868 -2,129 -2,104 -1,806 -2,180 -2,210 -3,043 -2,131 -3,108 -4,103
Maximo 2610 1,797 2,433 2,081 3,077 5,584 3,936 3,915 2,282 2,287 3,501 3,911 3,994 3,049

Fonte: Produzido pela autora
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3.2.2. Normalidade da distribuicdo das variaveis psicométricas em estudo

As variaveis foram avaliadas quanto a distribuicdo. A normalidade da
distribuicdo das variaveis psicométricas em estudo foi avaliada através do teste de
Kolgomorov-Smirnov (Tabela Suplementar 1). Como vai ser avaliado o efeito do sexo,
a avaliacdo da normalidade foi feita na amostra separada conforme o sexo. A maioria
das varidveis apresentaram distribuicdo ndo normal. Consequentemente, foram

usados testes ndo paramétricos.

3.2.3. Correlacfes entre as variaveis

As correlacdes de Spearman entre os resultados dos testes neuropsicologicos
aplicados foram realizadas. Correlagbes significativas sdo geralmente moderadas a
baixas. Correlagcbes mais altas e significativas foram observadas apenas entre 0s
escores-Z de TDE aritimética e Multiplicacao (r=0,64, p<=0,000); Adicao e subtracao
(r=0,68, p<=0,000) e MAQ-C e MAQ-D (r=0,62, p<=0,000). Os resultados das

correlacdes estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados das correlacdes (Spearman) entre os testes usados neste estudo.

Z Z Z Z Zescore_
CPM- — - — ~ por_anoe Zescore 2 _ Z _ 2 -
Ravenz PO-gade por_grade poramoe porance . o oo 7 -’ . Z , Z . O or DAD por_IDAD por IDAD
_TDE_Sp _TDE_Auiit scolar_Ca scolar_Ca por_| - ; -
score eling_nor hmetic_n Iculos Ad Iculos_Su kculos_Mu por_anoe por_anoe por_anoe por_anoe E_DigitSp E_DigitSp E_CorsiBl E_CorsiBl
based on mativoDis ormativoD icao simp btracao s Itipicacao scolar M scolar M scolar M scolar M an Forwa an_backw ocks_For ocks_bac
1909 mativoDis omathoD icao_simp ¢ —” simples_. AQA AQB AQC AQD - ard_SPA ward_SP kward_SP
calculia& iscalcuia les_e co imples_e_ rd_SPAN N AN AN
noms Endo &Endo mplexa complexa e_c::'lple
CPM-Raven
z score L -
based on
1999 noms P
N
Zescore_por
_grade_TDE 0,309 -
_Spelling n
omativoDis  p 0,000
calculia&En
do N 574 574
Zescore_por
_gade TDE 0 0304 0540 _
_Arithmetic
_nomativoD  p 0,000 0,000
iscalculia&
Endo N 574 574 574
Zescore_por
ancescolar () 0,202 0478 0,494 _
_Calkulos_
Adicao_sim p 0,000 0,000 0,000
_e_com
plexa N 562 562 562 562
Zescore_por
anoesc-(fI)ar () 0,220 0,488 0,542 0,682 _
_Calculos_
Subtracao_ P 0,000 0,000 0,000 0,000
simples_e_
comblexa N 562 562 562 562 562
Zescore .
ancescolar ‘1O 0,180 0,495 0,640 0,549 0,596 _
_Cakulos_
Multiplicaca  p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
o_simples__
e complexa N 562 562 562 562 562 562
Z::z::';:rr ) 0,138 0,223 0,352 0,323 -0,366 -0357 _
“MAQA
1] 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 540 540 540 540 540 540 540
z”""'eJd’: 5 0052 0062 0181 0141 0197 0169 0572 _
“MAQ B
P 0227 0,153 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
N 540 540 540 540 540 540 540 540
Zescore_por s
anoescolar © 0,017 0,059 0,029 0,037 -0,006 -0,007 0,307 0,364 _
_MAQ.C
P 0,690 0172 0,505 0,387 0,897 0879 0,000 0,000
N 538 538 538 538 538 538 538 538 538
ﬁ:rr ) 0,058 -0,041 0,102 0,054 -0,049 -0,115 0,250 0,246 0,624 _
“mMAQD
- - 1] 0177 0,344 0017 0213 0251 0,007 0,000 0,000 0,000
540 540 540 540 540 540 540 540 538 540
Zle;:g':-g‘i" 0166 0252 0190 0133 0125 0179  -003 0020 0075 0028 _
EitSpan_-For
ward SPAN P 0000 0000 0000 0003 0005 0000 043 0670 006 0549
N 504 504 504 493 493 493 47 47 469 a7 504
[M\DEJ[:r ) 0289 0285 0233 0,188 0242 0267 -0,128 -0,066 0,016 0,042 0,206 _
gitSpan_ba
ckward SP P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005 0,154 0,729 0,366 0,000
AN N 505 505 505 494 494 494 472 472 470 472 504 505
Zescore_por
DADE Co ™ 0248 0,161 0202 0,123 0,168 0,148 -0149 0134 0044 0024 0,127 0,153 _
rsiBlocks_F
orward_SP P 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000 0,001 0,001 0,004 0,348 0,613 0,005 0,001
. N 494 494 494 483 483 483 461 461 459 461 493 494 494
Zescore_por
DADE Co ) 0,348 0,192 0243 0234 0,189 0,185 -0229 -0,103 0,026 -0,032 0,129 0,218 0,299 —
rsiBlocks_b
ackward S P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,027 0,571 0,492 0,004 0,000 0,000
PAN N 194 294 494 483 483 483 61 461 459 461 493 494 494 494

Fonte: Produzido pela autora
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3.2.4. Frequéncias alélicas, genotipicas e Equilibrio de Hardy-Weinberg
As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs686 sdo apresentadas
na Tabela 5. Estas frequéncias n&o se desviaram significativamente dos esperados

sob a hip6tese de Equilibrio de Hardy-Weinberg (X? = 0,81; p = 0,67).

Tabela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas, teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg

Frequéncias alélicas Frequéncia genotipica HWE
Alelo A Alelo G A/A AIG G/G X2
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Amostra 603 545 153 (26,7) 297 (51,7) 124 (21,6) 0,8068ns
total (0,5253) (0,4747)
Meninos 264 244 65 134 (52,8) 55 0,8182ns
(0,5197) (0,4803) (25,6) (21,6)
Meninas 339 301 88 163 69 0,1599ns
(0,5297) (0,4703) (27,5) (50,9) (21,6)
Nota: Teste HWE no WPCALC (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/). ns - N&o

significante.
Fonte: Produzido pela autora

3.2.5. Influéncia dos modelos genotipicos e do sexo

Os resultados dos Testes de Comparacao de Medianas, U de Mann-Whitney
elou Teste de Kruskal-Wallis estédo apresentados nas Tabelas 6 a 13, conforme sexo
e modelo genotipico, para as variaveis transformadas por escore-Z para as variaveis:
Raven; TDE spelling; TDE aritmética; Calculos Adicdo, simples e complexa; Célculos
Subtracdo, simples e complexa; Calculos Multiplicagédo, simples e complexa; MAQ-A;
MAQ-B; MAQ-C e MAQ-D; Digit Span forward; Digit Span Backward; Cubos de Corsi

Forward e Cubos de Corsi Backward.


https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/
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Tabela 6. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninos, sob o modelo

codominante

Teste de Teste de
Variavel; hipotese nula ) Kruskal-Wallis
Mediana (p)
(p)
As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 norms sdo 0,153 0,260
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,745 0,890
Zescore_por_grade_TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo
sdo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,043 0,302
Zescore_por_grade_TDE_Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo
sdo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,932 0,926
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa
sdo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,083 0,414
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_comple
Xa sao iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,169 0,168
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_com
plexa séo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_A sdo iguais nas 0,625 0,604
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar  MAQ_B sd&o iguais nas 0,593 0,455
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_C sao iguais nas 0,028 0,220
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_D séo iguais nas 0,576 0,129
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN 0,781 0,475
séo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_backward_SPAN 0,299 0,262
séo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,047 0,059
Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_Forward_SPAN s&o iguais nas
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,986 0,991

Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_backward_SPAN s&o iguais
nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.

Séao exibidas significancias assintéticas. O nivel de significancia é ,050.

Fonte: Produzido pela autora.
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Tabela 7. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninos, sob o modelo

A-dominante

Testede  TesteUde
Variavel; hipdtese nula Mediana Mann-
(p) Whitney (p)

As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 normas sao iguais 0,199a 0,132
nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,542a 0,643
Zescore_por_grade TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo sédo
iguais nas categorias de DRD1_ADOM
As medianas de 0,021a 0,127
Zescore_por_grade_TDE_Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo séo
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,826a 0,811
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa sdo
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,042a 0,204
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_complexa
sao iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,097a 0,078
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_complexa
sao iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_A sao iguais nas 0,427a 0,331
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_B séo iguais nas 0,407a 0,218
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_C sdo iguais nas 0,015a 0,091
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_D sdao iguais nas 0,407a 0,043
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN séao 0,591a 0,285
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore _por_ IDADE_DigitSpan_backward_SPAN sdo 0,495a 0,225
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_Forward_SPAN sdo  0,861a 0,478
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore por_ IDADE_CorsiBlocks backward SPAN 0,926a 0,904

sdo iguais nas categorias de DRD1_ADOM.

Séao exibidas significancias assintéticas. O nivel de significancia €0 ,050.

a. Sig. Assintética Corrigida pela Continuidade de Yates
Fonte: Produzido pela autora.
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Tabela 8. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninos, sob o0 modelo

G-dominante

Testede Teste Ude
Variavel; hipétese nula Mediana Mann-
(p) Whitney (p)

As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 norms séo iguais 0,516a 0,879
nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de 1,000a 0,991
Zescore_por_grade_TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo s&o
iguais nas categorias de DRD1_GDOM
As medianas de 0,883a 0,829
Zescore_por_grade_TDE_Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo sédo
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de 0,978a 0,825
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa séo
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de 0,880a 0,981
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_complexa
sdo iguais nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de 0,951a 0,928
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_complexa
sao iguais nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_A sao iguais nas 0,759a 0,593
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_B séo iguais nas 0,686a 0,546
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_C sdo iguais nas 0,983a 0,907
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_D sdao iguais nas 0,913a 0,622
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN séo 0,968a 0,801
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_backward_SPAN s&o 0,401a 0,488
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks Forward_SPAN sao 0,022a 0,017
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_backward_SPAN 0,973a 0,924

séo iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

Séao exibidas significancias assintéticas. O nivel de significancia é ,050.
a. Sig. Assintética Corrigida pela Continuidade de Yates
Fonte: Produzido pela autora.
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Tabela 9. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninos, sob o modelo

heterose
- o Teste de Teste U de
Variavel; hipdtese nula Mediana (p) Mann-
P Whitney (p)

As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 norms sdo iguais 0,080a 0,169
nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de 0,706a 0,710
Zescore_por_grade_TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo s&o
iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de 0,099a 0,285
Zescore_por_grade_TDE_Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo séo
iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de 0,938a 0,696
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa séo
iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de 0,158a 0,307
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_complexa
sao iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de 0,197a 0,127
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_complexa
sdo iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore_por_anoescolar  MAQ_A sdo iguais nas 0,804a 0,746
categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_MAQ_B sé&o iguais nas 0,849a 0,636
categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_C séo iguais nas 0,066a 0,202
categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_D séo iguais nas 0,478a 0,225
categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore _por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN séo 0,790a 0,278
iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_backward_SPAN s&o 0,156a 0,113
iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_Forward_SPAN séo 0,086a 0,134
iguais nas categorias de DRD1_HET.
As medianas de Zescore _por_ IDADE_CorsiBlocks backward SPAN 0,975a 0,988

séo iguais nas categorias de DRD1_HET.

Sao exibidas significancias assintoticas. O nivel de significaAncia é ,050.
a. Sig. Assintotica Corrigida pela Continuidade de Yates
Fonte: Produzido pela autora.
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Tabela 10. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninas, sob o modelo

codominante

Testede  Teste de
Variavel; hipotese nula Mediana  Kruskal-
(9)] Wallis (p)
As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 norms séo iguais 0,350 0,210
nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,860 0,698
Zescore_por_grade TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo sédo
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,218 0,090
Zescore_por_grade_TDE_Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo séo
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,541 0,295
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa sdo
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,721 0,828
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_complexa séao
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de 0,114 0,437
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_complexa
sdo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_A sdo iguais nas 0,418 0,048
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_B séo iguais nas 0,777 0,894
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_C sao iguais nas 0,101 0,295
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_D sdao iguais nas 0,352 0,252
categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN séo 0,601 0,430
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_backward_SPAN sdo 0,295 0,521
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_Forward_SPAN séo 0,041 0,043
iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.
As medianas de Zescore _por_ IDADE_CorsiBlocks backward SPAN 0,811 0,564

séo iguais nas categorias de Polimorfismo DRD1_rs686.

Séo exibidas significAncias assintéticas. O nivel de significancia é ,050.
Fonte: Produzido pela autora.
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Tabela 11. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninas, sob o modelo

A-dominante

Teste de Te'\s/lte Ude
Variavel; hipotese nula Mediana gnn-
) Whitney
(p)

As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 norms séo iguais nas 0,485a 0,640
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,713a 0,403
Zescore_por_grade_TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo séo iguais
nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,781a 0,266
Zescore_por_grade_TDE_Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo sédo
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,376a 0,293
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa séo
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 0,906a 0,642
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_complexa sé&o
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de 1,000a 0,666
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_complexa
sao iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_A sao iguais nas 0,374a 0,017
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_B séo iguais nas 0,659a 0,709
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_C sao iguais nas 0,742a 0,840
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_D sdo iguais nas 0,494a 0,975
categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN séo 0,534a 0,444
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore _por_ IDADE_DigitSpan_backward_SPAN sdo 0,208a 0,346
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_Forward_SPAN séo 0,578a 0,332
iguais nas categorias de DRD1_ADOM.
As medianas de Zescore_por_ IDADE_CorsiBlocks_backward_SPAN sédo 0,939%a 0,865

iguais nas categorias de DRD1_ADOM.

Séao exibidas significancias assintéticas. O nivel de significancia é ,050.
a. Sig. Assintética Corrigida pela Continuidade de Yates
Fonte: Produzido pela autora.
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Tabela 12. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninas, sob o modelo
G-dominante

Teste de Teste U de

Variavel; hipdtese nula Mediana Mann-
(p)  Whitney (p)
As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 norms sao iguais nas  0,206a 0,078
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de 0,935a 0,688

Zescore_por_grade_TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo s&o iguais

nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de 0,179a 0,152
Zescore_por_grade_TDE_ Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo sédo

iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de 0,956a 0,452
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa sdo

iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de 0,605a 0,819
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_complexa séao

iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de 0,059a 0,314
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_complexa sao

iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de Zescore_por_anoescolar  MAQ_A sdéo iguais nas 0,753a 0,824
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_B sd&o iguais nas 0,948a 0,877
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_C séo iguais nas 0,090a 0,162
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_D sdo iguais nas 0,468a 0,119
categorias de DRD1_GDOM.
As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN séo 0,807a 0,449

iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de Zescore _por_ IDADE_DigitSpan_backward_SPAN sdo 0,346a 0,365
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_Forward_SPAN séo 0,017a 0,012
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_backward_SPAN s&o 0,713a 0,342
iguais nas categorias de DRD1_GDOM.

Séo exibidas significAncias assintéticas. O nivel de significancia é ,050.

a Sig. Assintotica Corrigida pela Continuidade de Yates
Fonte: Produzido pela autora.
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Tabela 13. Avaliacao do efeito do genétipo no rs686 no gene DRD1 em meninas, sob o modelo

heterose
Teste de Teste Ude
Variavel; hipotese nula Mediana Mann-
() Whitney (p)
As medianas de CPM-Raven z score based on 1999 norms sao iguais nas 0,658a 0,234
categorias de DRD1_HET.
As medianas de 0,732a 0,742

Zescore_por_grade_TDE_Spelling_normativoDiscalculia&Endo s&o iguais
nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de 0,123a 0,028
Zescore_por_grade_TDE_Arithmetic_normativoDiscalculia&Endo sdo iguais
nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de ,430a 0,124
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Adicao_simples_e_complexa séo iguais
nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de 0,500a 0,557
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Subtracao_simples_e_complexa séao
iguais nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de 0,114a 0,208
Zescore_por_anoescolar_Calculos_Multiplicacao_simples_e_complexa sao
iguais nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore_por_anoescolar  MAQ_A sdo iguais nas 0,262a 0,083
categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_B sao iguais nas 0,596a 0,659
categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore_por_anoescolar MAQ_C séo iguais nas 0,055a 0,152
categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore_por_anoescolar_ MAQ_D sdao iguais nas 0,185a 0,150
categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore por_IDADE_DigitSpan_Forward_SPAN séo iguais 0,399a 0,195
nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore_por_IDADE_DigitSpan_backward_SPAN s&o 0,951a 0,968
iguais nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks Forward_SPAN sao 0,118a 0,146
iguais nas categorias de DRD1_HET.

As medianas de Zescore_por_IDADE_CorsiBlocks_backward_SPAN s&o 0,607a 0,323
iguais nas categorias de DRD1_HET.

Séo exibidas significAncias assintéticas. O nivel de significancia é ,050.

a. Sig. Assintotica Corrigida pela Continuidade de Yates.
Fonte: Produzido pela autora.

Nos meninos, foram observadas diferencas significativas sob o modelo
codominante para TDE Aritmética (Testes de Medianas, p=0,043), MAQ-C (Teste de
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Medianas p=0,028) e Cubos de Corsi forward, span (Teste de Medianas p=0,047). Sob
o modelo A-dominante foram encontradas diferencas significativas em TDE Aritmética
(Testes de Medianas, p= 0,021), Calculos Subtracéo, simples e complexa (Testes de
Medianas, p= 0,042) e MAQ-C (Testes de Medianas, p= 0,015). Ja sob o modelo G-
dominante diferencas significativas foram observadas em: Cubos de Corsi forward,
span (Teste de Medianas p=0,022; U de Mann-Whitney p=0,017).

Nas meninas, foram observadas diferencas significativas sob o modelo
codominante em Cubos de Corsi forward, span (Teste de Medianas p=0,041; Kruskal-
Walllis p=0,043). Além disso, sob o0 modelo G-dominante, foram observadas diferencas
significativas em Cubos de Corsi forward, span (Teste de Medianas p=0,017; U de
Mann-Whitney p=0,012).

A Unica variavel que apresentou associacdo significativa com o gendtipo em
ambos os sexos foi Cubos de Corsi forward. Associacao significativa foi detectada
tanto sob o modelo codominante quanto G-dominante. Para as analises subsequentes,
foi usado o modelo G-dominante, porque foi 0 que apresentou os resultados mais
significativos, tanto no teste de tendéncia central quanto nos de disperséao.

Os gréficos Q-Q das tarefas Cubos de Corsi forward e TDE aritmética séo
apresentados na Figura Supplementar 1. Observe que os desvios da normalidade séo
pequenos e se concentram nas extremidades das distribuicdes, pelo que, optou-se por

avaliar efeitos de interacao gendtipo e sexo usando modelos baseados em ANOVA.

3.2.6. Efeitos de sexo na tarefa de Cubos de Corsi forward

Inicialmente, foi avaliada a associa¢céo do sexo em relag&o os resultados da
tarefa de Cubos de Corsi Forward utilizando o U de Mann-Whitney. N&o se detectou
diferencas significativas entre os sexos quanto aos resultados na tarefa (p=0,160).

Considerando-se estes resultados, foram avaliadas as distribuicdes dos
resultados na tarefa de Cubos de Corsi forward conforme o sexo e gendtipo sob o
modelo G dominante na amostra (Tabela 14). Além disso dois modelos foram testados,
usando-se ANOVA:

1. Efeito de Cubos de Corsi forward, genétipo (modelos G-dominante) e sexo
sobre o TDE aritmética.
2. Efeito sobre genotipo (Modelo G-dominante) e sexo sobre o Cubos de Corsi

forward.
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Tabela 14. Médias e devios-padrao dos resultados na tarefa Cubos de Corsi forward, na
amostra total e conforme o sexo, sob o modelo G-dominante

Sex DRD1_Gdom N Média* DP*
Total A/IA 131 0,062 1,074
AIG + GIG 363 -0,012 1,001

Total 494 0,008 1,020

Masculino A/IA 56 -0,105 1,088
AlG + G/G 167 0,150 1,009

Total 223 0,086 1,033

Feminino AlIA 75 0,187 1,053
AIG + GIG 196 -0,150 0,976

Total 271 -0,056 1,007

Nota: * = média e desvio-padrédo dos valores em escore-Z por idade.
Fonte: Produzido pela autora.

3.2.7.1. Modelo 1 - Efeito de Cubos de Corsi forward, genotipo (modelo G-dominante)

e sexo sobre o TDE aritmética

Na Tabela 15, sdo apresentados os resultados da andlise univariada de

variancia.



77

Tabela 15. Efeitos de genétipo no modelo G-dominante, sexo e Cubos de Corsi forward sobre o
TDE aritmética

Tipo Il

Origem Soma dos df QT\AaédO:iido Sig.
Quadrados

Modelo corrigido 96,329 72 1,338 1,609 0,002
Intercepto 4,216 1 4,216 5,071 0,025
Sex 0,680 1 0,68 0,818 0,366
Zage_Corsi_Forward_Span 40,214 22 1,828 2,199 0,002
DRD1_Gdom 2,086 1 2,086 2,509 0,114
Sex*Zage_Corsi_Forward_Span 15,464 18 0,856 1,033 0,420
Sex*DRD1_Gdom 1,087 1 1,087 1,307 0,254
Zage_Corsi_F_Span*DRD1_Gdom 14,557 17 0,856 1,030 0,424
Sex*Zage_Corsi_F_Span*DRD1_Gdo 12,127 12 1,011 1,216 0,269
m
Padréao 349,992 421 0,831
Total 468,996 494
Total corrigido 446,321 493

Fonte: Produzido pela autora

Observou-se efeito significativo dos resultados na tarefa Cubos de Corsi
forward sobre os resultados do TDE aritmética. Nenhum efeito significativo do
genaotipo sob o modelo G-dominante, sexo, ou das interacdes entre sexo * gendtipo,
sexo * Cubos de Corsi forward, e sexo * genétipo * Cubos de Corsi forward foi

detectado.
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3.2.7.2. Modelo 2 - Efeito sobre gendtipo (Modelo G-dominante) e sexo sobre o Cubos
de Corsi forward

A significancia estatistica desta interacéo foi avaliada por ANOVA univariada,
tendo como variavel dependente os resultados da tarefa Cubos de Corsi forward, e os
fatores sexo e genotipo no rs686, sob o modelo G-dominante, e interacdo sexo e
gendtipo. Na Tabela 16, sdo mostrados os resultados desta ANOVA. O modelo da
interacdo sexo*genodtipo no rs686, sob o modelo G-dominante foi significativo
(Z=8,099; p=0,005). A magnitude do efeito, medida pelo Eta2 ajustado foi de 1,6%.
Portanto, existe um efeito, pequeno mas significativo, do genoétipo, apenas quando se
considera o modelo G-dominante e a interagédo com o sexo. Na Figura 17, observa-
se a interagao entre gendtipo, sob o modelo G-dominante, e sexo, sobre os resultados
da tarefa Cubos de Corsi forward.

Tabela 16. Avaliacao dos efeitos de sexo, gendtipo sob o modelo G-dominante e sua interagao
sobre os resultados da tarefa Cubos de Corsi, forward

Tipo

Origem Soma dos df Quafjrgdo Z Sig. Eta parcial
Médio quadrado
Quadrados

Modelo corrigido 11,3712 3 3,790 3,701 0,012 0,022
Intercepto 0,163 1 0,163 0,159 0,690 0,000
Sex 0,001 1 0,001 0,001 0,972 0,000
DRD1_Gdom 0,157 1 0,157 0,153 0,695 0,000
Sex*DRD1_Gdom 8,294 1 8,294 8,099 0,005 0,016
Padrao 501,787 490 1,024
Total 513,190 494
Total corrigido 513,158 493

Nota - 2. r2=0,022 (r2 Ajustado=0,016)
Fonte: Produzido pela autora.



79

Figura 17. Distribuicdo das médias dos resultados da tarefa Cubos de Corsi forward conforme
0 genbtipo no rs686, sob o modelo G-dominante.

020 | Sexo
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Levando-se em consideracdo o sexo, o efeito do gendtipo se inverte. Ou seja,
meninos A/A tém desempenho pior do que os A/G+G/G, com uma diferenca de cerca
de 1/4 de desvio-padrdo. Ja, as meninas A/A tém desempenho melhor do que as

A/G+G/G, também com uma diferenca de cerca de ' de desvio-padréo.



80

4. DISCUSSAO

A DAM é um transtorno cognitivo de etiologia diversificada. Varios estudos
sugerem um componente genético para esse transtorno (GEORGITSI et al.,2021;
ULFARSSON et al., 2017). Muitos disturbios neurocognitivos estdo associados a
disfuncdo da neurotransmissdo dopaminérgica. A dopamina estd associada ao
desenvolvimento e regulacdo de diversos processos fisioldgicos, comportamentais e
cognitivos. Entre os processos associados a dopamina, estd a consolidacdo do
aprendizado, memodria e emocdes. Nesse ambito, nosso grupo de pesquisa tem
investigado a associacdo entre genes do sistema dopaminérgico e a DAM. O
polimorfismo COMT Vall58Met, que afeta os niveis de dopamina no cértex pré-frontal,
foi relacionado a manifestacdes de ansiedade matematica e consequentemente a
DAM (JULIO-COSTA, 2019). O gene da monoamina oxidase (MAOA), enzima que
catalisa neurotransmissores no sistema nervoso central, incluindo dopamina e
serotonina, também tem sido relacionado & DAM e ao baixo desempenho de MT
(CARVALHO et al., 2022). No entanto, até o momento, nenhum estudo investigou a
contribuicdo de genes dos receptores dopaminérgico para a DAM e fendtipos
correlatos.

Neste contexto, investigamos a contribuicdo do sistema dopaminérgico para a
aprendizagem da matemaética, através de um estudo de associacdo par-a-par, com o
rs686 no receptor dopaminérgico DRD1. Para este estudo, desenvolvemos um
método baseado em HRM para genotipagem deste polimorfismo. Criancas (574)
foram avaliadas quanto a variaveis adquiridas e inatas associadas a aquisicao do
conhecimento/habilidade matematica e suas dificuldades. Estas criancas foram
avaliadas em suas escolas e representam a populacéo em geral, ndo uma coorte de
criangas com dificuldade de aprendizagem avaliadas em clinicas ou servicos
especializados.

Na avaliacdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs686, nao
houve um desvio significativo em relacdo aos valores esperados sob a hipétese de
Equilibrio de Hardy-Weinberg, tendo como consequéncia que eventuais diferencas
entre os grupos de gendtipos nao refletem distorcdes na estrutura genética da

populacao.
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Nos estudos de associacdo, foram testados modelos genotipicos
(codominante, G-dominante, A-dominante e heterose). Observou-se associacao entre
o polimorfismo rs686 e Cubos de Corsi forward, sob o modelo G-dominante, com
interacdo entre sexo e genotipo. Diferencga de efeito do polimorfismo sob o modelo G-
dominante conforme o sexo foi observada: meninas A/A apresentaram melhor
desempenho na tarefa Cubos de Corsi forward do que as meninas A/G + G/G,
enquanto os meninos G/A + G/G apresentaram melhor desempenho do que os
meninos A/A nesta tarefa (Tabela 8; Tabela 12, Figura 17, acima).

Nesta discussdo, serdo abordados 0s seguintes topicos: 1. o método de
genotipagem desenvolvido; 2. Caracteristicas gerais da amostra, que possam
impactar os resultados obtidos; 3. Caracteristicas das variaveis avaliadas, que
possam impactar os resultados obtidos; 4. Associa¢gdes observadas, efeitos de sexo

e modelo genotipico, e seus significados.

4.1 Método de genotipagem desenvolvido

O polimorfismo SNP rs686 € um polimorfismo de substituicdo de uma adenina
por uma guanina localizado na regido 3' ndo traduzida (3’-UTR) do gene DRD1
(HUANG et al.,2008). O alelo G esta associado a uma diminuicdo da expressao do
gene em relagdo ao alelo A. Esta diferenca funcional é atribuida na literatura a
abolicdo da ligacdo do miR-504 a 3'-UTR do gene quando na presenca do alelo G
(HUANG et al., 2009). Neste trabalho, desenvolvemos com sucesso um ensaio HRM
para genotipar o polimorfismo rs686. Este método de genotipagem, até o presente
momento, ainda ndo havia sido desenvolvido e usado para caracterizacdo do
polimorfismo rs686. Através do método desenvolvido conseguimos identificar os trés
gendtipos do SNP estudado. O resultado da genotipagem das treze amostras
submetidas ao sequenciamento de Sanger apresentou 100% de concordancia com os
resultados da Genotipagem por HRM.

Atualmente, os métodos baseados na plataforma Sequenom MassARRAY e
sonda TagMan sdo comumente usados para a deteccdo do SNP rs686. Apenas um
estudo descrito recentemente utiliza um ensaio pré-definido para andalise de curva de
fusdo de SNiP humano, o LightSNiP. Sendo assim, esta € a primeira aplicacdo do
PCR-HRM convencional para genotipar o polimorfismo rs686. Embora estas técnicas

mais descritas para analise do rs686 sejam simples e rapidas, elas tém alto custo. O
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método de PCR-HRM convencional tem a vantagem de ndo precisar projetar sondas,
nao € apenas facil de operar, mas também tem a vantagem de obter resultados
rapidos a baixo custo, com alta precisdo e operacdo de tubo fechado, que é mais
adequado para aplicacéao clinica.

Com base nos dados divulgados da fase 3 do 1000 Genome Project, 0 SNP
rs686 apresenta como menor alelo, na populacdo mundial, o alelo G, exceto em
populacées africanas. A distribuicdo alélica nas populacdes africanas é caracterizada
por ter o alelo A como o alelo menos frequente do polimorfismo rs686. Na nossa
amostra, o alelo menos frequente foi o0 alelo G, assim como na populacdo mundial. As
frequéncias alélicas neste polimorfismo foram proximas (A = 0,525 e G = 0,475), 0 que
reduz a pressao sobre o tamanho amostral, quando comparado a SNPs com minor
allele frequency (MAF) baixa (e.g., 0,01-0,05). Além disto, o fato do Teste de Equilibrio
de Hardy-Weinberg néo ter evidenciado diferencas em relacéo aos esperados reforca
gue diferencas entre grupos provavelmente néo refletem peculiaridades da estrutura

genética da populacao.

4.2. Caracteristicas gerais da amostra, que possam impactar os resultados obtidos

Sobre a amostra, € importante salientar que foram selecionadas criancas de
ambos os sexos, com idades entre 8 e 11 anos e cursando de terceira a quinta série
do Ensino Fundamental. Esta escolha € importante, porque nesta faixa etaria as
criancas ja foram expostas o suficiente a Matematica, para permitir uma avaliacéo de
desempenho. A amostra original era composta de 657 criangas. Foram excluidas 83
criancas cursando séries iniciais, porque as tarefas usadas requerem que o individuo
tenha sido exposto pelo menos as operacdes fundamentais (adicdo, subtracéo,
multiplicacéo). Foram excluidas também criangcas com mais de 11 anos, que se estao
cursando a quinta série, sofreram alguma reprovacédo. Estes cortes podem ter levado

a perda de algumas associa¢des, mas ndo predispdem associacdes espurias.

4.3. Caracteristicas das variaveis avaliadas, que possam impactar os resultados
obtidos
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4.3.1 Necessidade do uso escore-z

Os resultados dos testes mostram efeitos de série escolar e de idade. Usou-se
escore-z por seérie escolar para aquelas variaveis mais influenciadas pela
escolarizacdo (e.g., TDEs, adicdo, subtracdo, multiplicacdo). Para varidveis mais
proximas do componente bioldégico da aprendizagem, usou-se escore-z por idade
(e.g., RAVEN, memodria de trabalho).

4.3.2 Normalidade da distribuicdo da variavel

Os testes de normalidade sugerem que, exceto pelo TDE Aritmética, todas
variaveis usadas neste estudo ndo tenham distribuicdo normal, na amostra, embora a
maioria delas tenha, por pressuposto, distribuicdo normal na populacdo. Parte dos
desvios da normalidade € gerada pelos critérios de selecdo da amostra ou por
caracteristicas de variaveis especificas. Por exemplo, individuos com resultados no
RAVEN abaixo do P15 foram excluidos da amostra, em funcédo da dificuldade de
estabelecer-se diagnéstico diferencial entre inteligéncia abaixo de -1DP e dificuldade
de aprendizagem da matematica.

Além disso, algumas variaveis apresentam caracteristicas proprias do teste
utilizado. A estimativa da Fracdo de Weber, por exemplo. Individuos que obtém
escores brutos superiores a 0,600 tém o resultado excluido, porque se considera que
nao conseguiram efetivamente realizar a tarefa.

Efeito de teto é observado em algumas variaveis, como a transcodificagcéo, que
nao foi usada isoladamente neste estudo, mas é parte do critério usado para definir
desenvolvimento tipico e dificuldade de aprendizagem da matematica. Outras tarefas
apresentam pouca variancia, como Digit span backward, de tal forma que n&o detectar

associacOes pode representar limitacdes impostas pelo tamanho amostral.
4.3.3 Correlagdes
As correlacdes sdo muito semelhantes as observadas na literatura. A maioria € de

baixa a moderada, mas significativas. Correlagfes acima de 0,60 sdo observadas para
varidveis que se espera que se correlacionem, e.g., Z-escore para adi¢cao e subtracao.
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4.4. Associacbes observadas, efeitos de sexo e modelo genotipico, e seus

significados

N&o foram detectadas diferencas nos resultados da tarefa de Cubos de Corsi
forward, quando comparados meninos e meninas. Este resultado € semelhante ao
encontrado por Voyer e colaboradores (2017), em uma meta-analise dos estudos
avaliando efeito de sexo em tarefas de MT visuoespacial. Quando computados o
conjunto dos estudos, existe uma diferenca significativa entre 0s sexos, com
individuos do sexo masculino apresentando melhor desempenho, quando
consideradas todas as tarefas e idades em conjunto. Entretanto, quando considerados
apenas os estudos usando Cubos de Corsi em criangas ou adolescentes (até 13 anos
ou entre 13-17 anos), ndo houve diferencas significativas. Portanto, nosso resultado
esta de acordo com o reportado na literatura.

Neste trabalho, encontramos uma associacdo significativa do polimorfismo
rs686 em ambos os sexos com os resultados da tarefa Cubos de Corsi forward. Esta
associacao significativa foi detectada sob o modelo G-dominante. Entretanto, o efeito
dos gendtipos foi invertido conforme o sexo, ou seja, em meninos, 0s genaotipos A/G +
G/G se associaram com pior desempenho, ao passo que em meninas estes genétipos
se associaram a melhor desempenho. Ao contrario, na presenca do gendtipo A/A,
meninas apresentaram melhor rendimento do que 0s meninos.

Alguns estudos ja utilizaram modelos genotipicos para avaliar associacfes
entre o rs686 e fenotipos cognitivos. Jiménez e colaboradores (2018) analisaram a
associacdo entre sintomas depressivos e o0 polimorfismo rs686 em 239 jovens
colombianos (76% mulheres). Os individuos com o0s gendtipos A/IG e G/G
apresentaram mais sintomas depressivos medidos com a escala PHQ-9, quando
comparados aos com o genétipo A/A (JIMENEZ et al., 2018).

Mileva-Seitz e colaboradores (2012) apresentaram evidéncias de heterose em
DRD1 rs686 para o comportamento materno. No estudo, foram avaliadas 187 méaes
caucasianas. A variacdo nos comportamentos maternos foi avaliada durante uma
interacdo méae-bebé de 30 minutos aos seis meses pos-parto. As méaes heterozigotas
tendiam a desviar o olhar de seus bebés com menos frequéncia do que as maes
homozigotas (MILEVA-SEITZ et al., 2012).

O papel da neurotransmissao dopaminérgica na modulacao da fungéo cognitiva

estd bem estabelecido. Estudos em animais e humanos tém demonstrado que a
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funcdo da MT é critica na modulacdo dopaminérgica do circuito frontoestriatal
(COOLS & D’ESPOSITO, 2009). A funcao ideal da MT depende de uma concentragao
ideal de dopamina no cérebro. A relacdo entre o desempenho cognitivo e os niveis de
dopamina segue uma funcdo “‘em forma de U invertido”, onde tanto pouca quanto
muita dopamina prejudicam o desempenho (Cools & D’ESPOSITO, 2011). Outros
genes sdo determinantes dos niveis de dopamina no coértext préfrontal, como a COMT,
MAOA, DRD2, DAT1 (https://www.genome.jp/pathway/map04728).

No cortex pré-frontal, dois receptores de dopamina modulam as representacdes
de memoria ativa armazenadas, os receptores DRD1 e DRD2 (COHEN et al. 2002).
A variabilidade dos receptores DRD1 disponiveis pode estar associada a diferencas
individuais nas funcdes cerebrais que requerem liberacao fasica de dopamina. Varios
estudos tém investigado a associacdo do gene DRD1 com altera¢des cognitivas em
algumas caracteristicas psiquiatricas como doenca de Alzheimer, Parkinson, autismo,
TDAH, jogo patolégico, esquizofrenia, depresséo, uso de opibides e transtorno bipolar
(HOLMES et al., 2001; FERRARI et al, 2016; MARIGGIO et al., 2021; LOBO et al.,
2007; HOENICKA et al., 2010; JIMENEZ et al., 2018; MOISES et al., 2020; SEVERINO
et al., 2005). Usando dados do GTex, foi descrita uma correlacdo inversa da
expressdo no gene DRD1 no cortex pré-frontal com a idade (r=-022) (STANFILL &
CAQ, 2020). Entretanto, correlacéo positiva foi descrita em uma amostra de pacientes
mais jovens (ROTHMOND et al., 2012).

A MT é parte essencial da funcdo executiva, dependendo de neurbnios pré-
frontais modulados funcionalmente através da ativacdo dos receptores de dopamina
DRD1 e DRD2. Uma relagcdo em forma de U invertido entre a disponibilidade do
receptor DRD1 pré-frontal e o desempenho no teste de MT Wisconsin Card Sorting
Test, indica que tanto pouca quanto muita estimulacéo do receptor D1 prejudicam a
MT (TAKAHASHI et al., 2012). Além disso, ha evidéncias de que as habilidades
cognitivas gerais inatas, incluindo a MT, estéo relacionadas as taxas de renovacgéo do
receptor D1 no cortex pré-frontal e que um pool intracelular de receptores D1 imaturos
esta disponivel para acomodar as demandas cognitivas (WASS et al., 2018).

Alguns estudos j& avaliaram o impacto do DRD1 sobre a MT (WILKOSC et al.,
2010; FAZIO et al., 2018; AYABE et al., 2019). Fazio e colaboradores (2018) sugerem
gue uma maior expressdo de DRD1 esteja associada a menor atividade do cortex pré-
frontal e a um maior desempenho em tarefas de MT. Ayabe e colaboradores (2019)

acreditam que o aumento na liberagcdo de dopamina e na sinaliza¢ao do receptor D1
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no hipocampo, melhora o desempenho em tarefas de MT espacial. Witkos¢ e
colaboradores (2010) indicam que a MT em individuos saudaveis podem ser
modulada por genes do sistema dopaminérgicos. Além disso, estes autores sugerem
que o padréo dessa influéncia pode ser diferente em homens e mulheres e entre
individuos saudaveis e pacientes esquizofrénicos.

O sexo é uma variavel biolégica critica ndo s6 para a memoria de trabalho, mas
também para muitos transtornos psiquiatricos como ansiedade, depressdo e
esquizofrenia, TDAH e vicios patoldgicos (WILLIAMS et al., 2021). Em TDAH, por
exemplo, ha diferencas sexuais na expressdao comportamental das dificuldades.
Meninos sdo mais hiperativos e apresentam mais dificuldades em termos de inibicéo
da resposta motora e flexibilidade cognitiva do que as meninas (CARBONNEAU et al.,
2021).

Uma combinacéo de fatores € responsavel por essa influéncia do sexo no
sistema dopaminérgico. Nas mulheres, a responsividade desse sistema € aumentada
e isso se deve a diferencas fisiolégicas como a distribuicdo neuroanatémica dispar de
neurdnios dopaminérgicos no mesencéfalo, aos niveis basais aumentados de
dopamina descritas neste sexo e a regulacdo hormonal ovariana. Além disso, um
complexo sistema de fatores como por exemplo a expressdo de autorreceptores
dopaminérgicos pode moldar a magnitude, a disseminacéo regional e a duracdo da
dopamina na sinapse (ZACHRY et al., 2021; LIU et al., 2022). Diferencas sexuais na
regulacao da liberacdo de dopamina nos terminais dopaminérgicos no corpo estriado
foram identificadas. Nestes terminais, camundongos fémeas apresentam cerca de
10% menos receptores de dopamina D1 em neurbnios espinhosos médios
GABAérgicos. Essa reducdo na expressao do receptor de dopamina, em fémeas,
pode reduzir o feedback de GABA nos terminais de dopamina e levar a uma maior
liberacdo de dopamina (ZACHRY et al., 2021).

Pouco se sabe sobre os feitos especificos do sexo na fungéo dos receptores
dopaminérgicos. Alguns estudos tém investigado estes efeitos na funcdo dos
receptores DRD1. Em individuos com depresséo, a ligagéao do receptor D1 é alterada,
mulheres com depressao apresentam uma falta de relagao potencial de ligacédo inter-
hemisférica para o receptor dopaminérgico D1 dentro do putamen dorsal (CANNON
et al., 2009). Em pessoas com vicio patolégico, os homens, que apresentam uma
concentracdo mais alta de receptores dopaminérgico D1 no nucleo accumbens em

comparagdo com as mulheres, apresentam uma maior suscetibilidade para
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desenvolver dependéncia. Este fato se deve ao fato dos receptores D1 excitatorios no
nacleo accumbens estarem relacionados com as propriedades de reforco das
substéancias viciantes (ANDERSEN et al., 1997). Juntos, esses achados indicam que
existem diferencas sexuais nas respostas funcionais do receptor dopaminérgico D1,
gue por sua vez podem influenciar a MT espacial.

Este estudo é exploratorio. Aqui identificamos diferenca no efeito do genotipo,
conforme o modelo genotipico e 0 sexo. Seria interessante a repeticao deste modelo

de estudo em amostras independentes.
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5. CONCLUSOES

Em concluséo, observamos que o0 gendtipo no rs686 do gene DRD1 afeta o
desempenho em tarefa de memoaria de trabalho, especificamente na Cubos de Corsi
forward. O efeito é dependente do modelo genotipico e foi invertido conforme o sexo.
Meninos com os genotipos A/G + G/G apresentaram pior desempenho na tarefa de
Cubos de Corsi forward, ao passo que em meninas estes gendtipos se associaram a
melhor desempenho. Na presenca do genoétipo A/A, observou-se o contrario, meninas
apresentaram desempenho significativamente menor e meninos, significativamente

maior.
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