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RESUMO

MORENO, I.A.A. Analise da mem¢éria episédica e sua relagdo com a metilacéo
do gene NR3C1l em adultos brasileiros: associagdo com variaveis
sociodemogréficas e de estilo de vida. 2020. 58f. Dissertacdo — Programa de

Pos-Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho cognitivo e sua relagdo com as
variaveis socioeconbémicas, estilo de vida, sintomas depressivos, inseguranca
alimentar e nutricional e os niveis de metilacdo do DNA na regido promotora do
gene NR3C1 no sangue periférico de adultos usuérios do Sistema Publico de Saude
(SUS) no municipio de Alegre. O desempenho cognitivo foi avaliado pelo Teste de
Aprendizagem Verbal Auditiva de Rey (RAVLT) em 70 voluntarios saudaveis com
idade entre 20 a 59 anos. Além disso, foi investigado a relacdo entre as variaveis
sociodemogréficas e de estilo de vida. Os voluntarios foram recrutados através da
Secretaria Municipal de Saude da Cidade de Alegre, no sul do Estado de Espirito
Santo, Brasil. A regido 1F no gene NR3C1 (CpG 40-47) foi analisada por
pirosequenciamento usando DNA derivado de sangue periférico. Nossos principais
achados foram as diferencas significativas entre o desempenho cognitivo, mais
precisamente na capacidade de evocacao imediata, em relacéo ao estado civil e a
escolaridade e na capacidade de aprendizagem em relagcdo a pratica de atividade
de lazer e inseguranca alimentar e nutricional. Os resultados encontrados neste
estudo mostram a relacdo das variaveis sociodemogréficas e do estilo de vida na
cognicdo. Os dados coletados nesse estudo contribuirdo com a discusséo e
implementacédo de politicas publicas para a promocéao da atencao a salude destinada

a populacéo brasileira.

Palavras-chave: Cognigcdo, RAVLT, NR3C1l, memodria, memoéria episodica,

aprendizagem, INSAN



ABSTRACT
MORENO, I.A.A. Episodic memory analysis and relationship with NR3C1 gene
methylation in Brazilian adults: association with sociodemographic variables
and lifestyle. 2020. 58f. Dissertation — Posgraduation Biotechnological Programme,
UFES, Espirito Santo. Brazil.

The aim of this study was to assess cognitive impairment and analyze its relationship
with socioeconomic variables, lifestyle, depressive symptoms, food and nutritional
security and DNA methylation levels in the NR3C1 promoter region in the peripheral
blood of adult users of the Public Health System (SUS) in the municipality of Alegre.
Cognitive performance was assessed by the Rey Auditory-Verbal Learning Test
(RAVLT) in 70 students aged 20 to 59 years. In addition, a relationship between
sociodemographic variables and lifestyle was investigated. The volunteers were
recruited by the Municipal Health Secretariat of the City of Alegre, in the state of
Espirito Santo, Brazil. The 1F region of the NR3C1 gene (CpG 40-47) was analyzed
by pyrosequencing using DNA derived from peripheral blood. Our main findings were
the differences between cognitive performance, more precisely in the ability to evoke
immediately, in relation to marital status and education and learning capacity in
relation to the practice of leisure activity and food and nutritional security. The results
found in this study show a relationship between sociodemographic variables and
lifestyle in cognition. The data collected in this study contribute to the discussion and

implementation of public policies to promote health care for the Brazilian population.

Keywords: Cognition, RAVLT, NR3C1, memory, episodic memory, learning, INSAN
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1. INTRODUCAO

A memoria é uma das fungBes cognitivas mais fascinantes e sua formacao
ocorre em etapas, a saber: aquisi¢cdo, consolidacdo e evocacao. Ainda, a memoria
pode ser classificada de acordo com sua funcdo, tempo ou conteudo das
informacdes que serdo retidas. Neste estudo, foi avaliada a memoria episodica, uma
vez que, esti é sujeita a modulacdo por diversos agentes ambientais, como por
exemplo eventos estressantes.

Os processos epigenéticos tém sido associados ao processo de formacéo da
memoria. Entretanto, dados sobre metilacdo dos genes NR3C1 relacionados com o
desempenho cognitivo da memoaria episddica na populacdo adulta sdo escassos.
Os mecanismos epigenéticos subjacentes a desregulacdo do eixo HPA e suas
possiveis relagdes com a cogni¢do, permanecem obscuros.

Diante disto, o estudo dos mecanismos de regulacéo epigenética auxiliam na
compreensao da relagdo dos processos epigenéticos no cérebro humano e permite
a compreensdo como as alteracdes epigenéticas alteram as fun¢des neuronais para
permitir a formacéo e a manutencao da memoria.

Os resultados encontrados nesse estudo sao de suma relevancia ja que, até
onde temos conhecimento, ndo existem dados na literatura sobre a associacéo
entre alteracdes epigenéticas em NR3C1 e desempenho cognitivo de memoria
episodica.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo investigar a relacéo entre
o desempenho cognitivo as possiveis alteracdes epigenéticas no gene NR3C1 e

verificar os quais sao os fatores que podem estar associados com a cognicao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

21 Memoria

A memodria é uma das fungbes cognitivas mais fascinantes e a capacidade
de formar memoria permite aos individuos adaptarem-se a constantes mudancas
do ambiente em que habitam e planejar agbes futuras. Assim, a formacgéo de
mem©aria ocorre em etapas. A primeira etapa € conhecida como aquisi¢cédo de novas
informacdes sobre o ambiente, as quais sédo codificadas pelo organismo, como
resultado de eventos biofisicos, bioquimicos, epigenéticos e comportamentais. Esta
etapa também é denominada de aprendizagem (EICHENBAUM, 2017; EKSTROM;
RANGANATH, 2018; ZEIDMAN; MAGUIRE, 2016).

Apoés a aquisicdo da memodria, ocorre a segunda etapa que consiste no
armazenamento ou retencdo da informacdo adquirida. Esta etapa pode durar
milissegundos, minutos, horas ou anos. O armazenamento da informacao por um
longo periodo caracteriza a consolidacdo. O processo de armazenamento
possibilita que, no futuro, a memoria formada seja acessada, isto é, evocada. Nesta
tltima etapa da formacdo de memodra, evocacao, a informacédo armazenada pode
ser requisitada para uso na cognicdo, na emocdo e/ou na expressdo de um
comportamento (EICHENBAUM, 2017; EKSTROM; RANGANATH, 2018;
ZEIDMAN; MAGUIRE, 2016).

A retencdo da informacéo ou consolidacdo pode ser classificada de acordo
com o tempo de retencdo ou natureza do seu conteldo, o que efetivamente
conhecemos como memoria.

Quando consideramos o tempo de reten¢do da informacédo, a memaria pode
ser classificada como memoéria de trabalho (no inglés, work memory), meméria de
curta duracdo (no inglés, short-term memory - STM) e memdéria de longa duracéo
(no inglés, long-term memory - LTM) (MOSCOVITCH et al., 2016).

A memoria de trabalho, também chamada de memoria ultra-rapida, ou
operacional, é breve e fugaz, gerencia a realidade mantendo a informacéo de alguns
segundos a, no maximo, alguns minutos até que seja processada. A memoaria de
curta-duracdo dura minutos ou poucas horas e permite suprir 0S processos
mnemonicos, enquanto a memoria definitiva ndo foi ainda construida. Ja a memaria
de longa duracdo apos ter sido consolidada dura horas, dias, meses ou anos e

garante o registro da historia do individuo e dos conhecimentos adquiridos, tornando
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cada um de nés um individuo unico (CHAI, ABD HAMID; ABDULLAH, 2018;
MALLOY-DINIZ, Leandro F et al., 2018; SAURY; EMANUELSON, 2016).

Quanto a natureza do conteudo, duas formas de memorias sdo descritas: a
memoria ndo declarativa (ou implicita) e memdéria declarativa (ou explicita). A
primeira, denominada de ndo declarativa (ou implicita) corresponde aquelas
memoérias que ndo dependem do acesso consciente da informacdo quando
evocadas, sdo adquiridas com treinamento e inclui habilidades motoras e
sensoriais, que refletem no desempenho de como fazemos algo. J& a memodria
declarativa (ou explicita) caracteriza-se pela necessidade de acesso a consciéncia
para declaracdo do conhecimento adquirido, s@o faceis de ser formadas, mas,
também sdo facilmente esquecidas. S&o agrupadas em duas grandes
subcategorias: memdrias de fatos e memorias de eventos, também conhecidas
como semantica e episddica, respectivamente. As memodrias de fatos sdo as
memorias de informagbes gerais, que envolvem conceitos atemporais
(conhecimentos, cultura); ja as memoarias de eventos, ou seja, a memaoria episodica
requer uma referéncia temporal e espacial (autobiografica) (BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2002; MALLOY-DINIZ et al., 2018).

A memoria episddica permite aos individuos reviverem conscientemente as
experiéncias passadas, através dos tracos de memdria formados no tempo e no
espaco (TULVING, 2002). E importante ressaltar que a memoéria episodica é
formada pelas etapas previamente descritas no processo de formacédo de memdria.
Assim, esse tipo de memdéria também esta sujeito a modulacao, isto é, pode ser
modificada pelo uso de substancias psicoativas, sofrer influéncias de eventos
traumaticos e emocionais e, até mesmo, da aquisicdo de outras informacdes
ambientais (SEKERES; WINOCUR; MOSCOVITCH, 2018). A memoaria episddica
pode ser avaliada pelo teste cognitivo de Aprendizagem Auditiva Verbal de Rey
(RAVLT).

Estudos revelam que o estresse ambiental pode ser um dos fatores
responsaveis pela vulnerabilidade interindividual observada no desempenho
cognitivo da memoria episodica (LUETHI; MEIER; SANDI, 2009; SHIELDS et al.,
2017). Estas evidéncias se fundamentam-se pelo fato de o glicocorticoide (cortisol)
apresentar alta afinidade aos receptores de glicocorticoides (GR) localizados no
hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal, estruturas associadas a aprendizagem e

memoria e, também, a neurobiologia do estresse.
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Corroborando com estas evidéncias, estudos recentes relatam que
mecanismos epigenéticos estdo envolvidos em todas as etapas do processo de
formacdo de memodria, e a metilacdo do DNA parece ter um importante papel nesse
processo (DAY; SWEATT, 2010; FENG et al., 2010; HALDER et al.,, 2016;
HEYWARD; SWEATT, 2015; MILLER et al., 2010; POON et al., 2020). Diante disto,
€ importante comprender o papel da metilagdo do DNA na manuten¢do da memoria

episodica.

2.2  Epigenética e NR3C1

O termo epigenética foi cunhado pela primeira vez da década de 1942 pelo
embriologista e geneticista Conrad Waddington, ao qual a definiu como sendo “o
ramo da biologia que estuda as interagdes casuais entre 0s genes e seus produtos
que dao origem ao fenotipo”. Atualmente a definicdo mais aceita e utilizada de
epigenética é o “estudo de mecanismos que alteram a expressdo génica, sem
qualquer alteracdo na sequéncia primaria do DNA, 0s mecanismos epigenéticos
podem ser herdaveis ou nao herdaveis e reversiveis” (TRONICK; HUNTER, 2016).

Os principais mecanismos epigenéticos que alteram a expressao génica sao:
metilacdo do DNA (metilagédo sobre as bases de citosina do DNA, em dinucleotideos
CG, comumente referido como CpG); modificacdo pos-transducionais de histonas
e remodelamento de cromatina; e mecanismos baseados no RNA (miRNA e siRNA)
(MAZE et al., 2014; MORRIS, 2001; PILETIC; KUNEJ, 2016). Embora esses
mecanismos sejam apresentados separadamente, atuam em conjunto formando
uma complexa rede interativa com atividades de diferentes mecanismos,
contribuindo para a mesma regulacao transcricional (KLENGEL; BINDER, 2015).
De particular interesse para o estudo € a metilacgdo do DNA e o seu efeito na
memoria.

A metilagdo do DNA é uma modificagcdo que ocorre em dinucleotideos
citosina seguido por uma guanina (conhecidos como 5-CpG-3’), mais
frequentemente encontradas em “ilhas CpGs” que séo regides ricas em CpGs.
Apenas a citosina € passivel de metilacdo, onde € incorporado de forma
covalentemente um grupo metil (CH3) no carbono 5 no anel da pirimidina,
catalisadas pela enzima metiltransferase de DNA (DNMT) (FEDOTOVA,;
ILLARIOSHKIN, 2019; VIALOU et al., 2013).
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Embora as citosinas metiladas possam prevenir e promover a ligagao de
vérias proteinas ao DNA, a metilacdo de CpG nas regies promotoras geralmente
promove repressdo da transcricdo génica. Algumas citosinas do genoma humano
sao metiladas ao longo do desenvolvimento para a diferenciacao celular, supresséao
de elementos repetitivos e inativacdo cromossomica do cromossomo X (BIRD,
2008). Estudos atuais tém se concentrado em evidéncias de que 0S mecanismos
epigenéticos desempenham um papel fundamental em modificacdes fenotipicas,
mediando mudancas funcionais estaveis, principalmente no cérebro, em resposta a
constantes mudangas ambientais (VIALOU et al., 2013).

As constantes mudancas ambientais, que podem ser causadas por diversos
eventos estressores, afetam a homeostase do sistema de estresse, 0 eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA), promovendo a sua ativagdo. Assim, em
condi¢des fisoldgicas, os neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo
secretam o Fator Liberador de Corticotrofina (CRF) , levando a sintese e liberacao
do hormodnio adrenocorticotréfico (ACTH) pela hipdfise anterior na corrente
sanguinea que, por sua vez, age no cortex da glandula adrenal induzindo a
producao e liberagéo de glicocorticoides no sangue (ARGENTIERI et al., 2017).

Os glicocorticoides, sao hormonios esteroides produzidos pelas glandulas
adrenais e sao liberados no final da cascata de ativagao do eixo HPA em resposta
ao estresse, e atuam como modulador de feedback negativo do eixo (CAIN;
CIDLOWSKI, 2017). Nos seres humanos, os glicocorticoides desempenham
importantes papéis em ac¢fBes imunossupressoras e anti-inflamatorias e séo
amplamente utilizados de forma sintética no tratamento de varias doencas
(VANDEWALLE et al., 2018).

Os receptores dos glicocorticoides (GR) sao proteinas, membros da
superfamilia do receptor nuclear de fatores de transcricao dependentes de ligantes
(SIAMATRAS; STRATAKIS, 2016), que atuam como fator de transcricdo
associados aos glicocorticoides, induzindo ou reprimindo a transcricdo de muitos
genes (STEIGER et al., 2013; VALKO et al., 2006). Na auséncia da ligacdo dos
glicocorticoides, o GR é encontrado no citoplasma (HU et al., 2017).

O receptor do glicocorticoide (GR) humano é codificado pelo gene NR3C1,
que esta localizado no cromossomo 5, locus q31-gq32 e contém aproximadamente
de 140.000 pares de bases (STEIGER et al., 2013). O gene possui dezessete

éxons, sendo nove deles (1A a 1F e 1H a 1J) ndo sao codificantes e oito codificantes
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(2 a 9) (ARGENTIERI et al., 2017; PALMA-GUDIEL et al., 2015). Os éxons nao
codificantes atuam como promotores alternativos, j& que n&o possuem as
sequéncias TATA ou CCAAT, que fazem parte do complexo de iniciacdo da
transcricdo, porém, a regido promotora do GR contém muitas regibes CpG
(TURNER et al., 2006). O éxon 9 codifica as duas isoformas homologas do receptor
de GR, o GRa e o GRp, através do processo de splicing alternativo do RNA
mensageiro (NRNA) (VANDEVYVER; DEJAGER; LIBERT, 2014).

Desta forma, os genes implicados na regulacdo de glicocorticoides
desempenham um papel importante na regulagédo do impacto fisioldégico do estresse
social e ambiental e se tornaram um ponto focal para investigar o papel do estresse
na etiologia de processos fisiolégicos em diversas doencas (ARGENTIERI et al.,
2017). Atualmente, estudos tém se concentrado em alteracfes epigenéticas na
regido 1F do gene NR3C1l em associacdo a maus-tratos, negligéncia, traumas
durante a infancia, aumento do risco de transtorno de estresse pos-traumético e
depressivos (BUSTAMANTE et al., 2016; PERROUD et al., 2011, 2014; WEAVER,
2007). Assim, os dados existentes sugerem que os padrdes de metilacdo do DNA
medidos perifericamente podem contribuir para a manutencdo da memodria

episédica em humanos relevantes para a saude e doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho cognitivo da memoria episodica e investigar sua relagdo com
0s sintomas depressivos, as variaveis socioeconémicas, estilo de vida, inseguranca
alimentar e nutricional e os niveis de metilacdo do DNA na regido promotora do
gene NR3CL1 (regido 1F) no sangue periférico de individuos adultos usuérios do

Sistema Unico de Satde (SUS) brasileiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar os aspectos sociodemograficos e de estilo de vida dos usuarios do
SUS do municipio de Alegre-ES.

— Avaliar o desempenho cognitivo da memaria episédica e aprendizagem de
adultos por meio da aplicacdo do Teste de Aprendizagem Auditiva Verbal de Rey
(RAVLT — Rey Auditory Verbal Learning Test).

— Avaliar o perfil da metilacdo do NR3C1 (regido 1F) no sangue periférico de
adultos usuérios do SUS, utilizando a metodologia de pirosequenciamento.

— Avaliar a relacéo entre o perfil de metilacdo do NR3C1 (regido 1F) e as sete
variaveis do RAVLT: memoria imediata, capacidade de aprendizagem,
interferéncia proativa e retroativa, evocacdo imediata, evocacdo tardia e
reconhecimento.

— Avaliar os niveis de cortisol sérico e verificar a relacdo com as sete variaveis do
RAVLT.

— Investigar a relacdo entre as sete variaveis do RAVLT com variaveis de estilo de
vida e a presenca de sintomas depressivos.

— Investigar a relagdo entre as sete variaveis do RAVLT com variaveis

socioecondmicas e insegurancga alimentar e nutricional.
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4. METODOLOGIA

4.1  Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa com Seres
Humanos, do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Espirito
Santo (CEP/CCS/UFES), sob parecer numero 1.574.160, de 03/06/2016 (Apéndice
1). Todos os participantes da pesquisa assinaram um Termo de Consentimento
Livre Esclarecimento (TCLE), conforme a Resolugdo n° 466/12, do Conselho
Nacional de Saude (CNS) (BRASIL, 2012).

4.2 Desenho do estudo e selecdo dos participantes

Foi realizado um estudo transversal no periodo de abril a julho de 2017 com
adultos usuéarios do Sistema Unico de Salde (SUS) do municipio de Alegre,
localizado no sul do Estado do Espirito Santo, regido Sudeste do Brasil. O foco
desse estudo foi avaliar o desempenho cognitivo de adultos usuarios do SUS no
municipio de Alegre e investigar sua relacdo com os sintomas depressivos, as
variaveis socioeconémicas, estilo de vida e os niveis de metilacdo do DNA na regiao
promotora do gene NR3C1 no sangue periférico. Para isso, 70 sujeitos foram
recrutados pelos Agentes Comunitarios de Saude das Unidades Basica de Saude
(UBS) e do PACs (Programa de Agente Comunitarios de Saude).

Os 70 sujeitos da pesquisa sdo usuarios do SUS na faixa etéria de 20 a 59
anos de ambos 0s sexos. E importante ressaltar que esses sujeitos fazem parte do
projeto de pesquisa sob niumero PPSUS 74713515/2016 intitulado: “Impacto do
programa de capacitacédo de agentes SUS no estado nutricional de vitamina D e sua
relacdo com obesidade, depressdo, cancer, metilacdo do Receptor do
Glicocorticoide e avaliacao de hipovitaminose D na populacéo da regido do Caparaé
Capixaba”. Foi utilizado como critério de inclusao: Homens e mulheres com idade
com idade entre 20 a 59 anos; residir na area urbana do municipio de Alegre/ES; e
ser alfabetizado. Ja para os critérios de excluséo: individuos com esquizofrenia e

individuos com problemas auditivos.

4.3 Coleta dos dados
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4.4.1. Instrumentos de coleta
A coleta de dados foi realizada por entrevista individual, com base com base
em arquivos do Cadastro Individual e Domiciliar do SUS (Ministério da Saude,

Brasil) e a aplicacdo de questionarios.

4.4.1.1. Avaliagéo socioecondmica e do estilo de vida

A avaliacdo socioecondmica e do estilo de vida foi realizada por meio de um
questionario semiestruturado dividido em dois médulos: perfil socioecondmico
(sexo; idade; situacdo conjugal; escolaridade; localizacdo da moradia; renda
familiar) e estilo de vida (pratica de atividade de lazer; pratica de atividade fisica;

consumo atual de alcool e tabagismo).

4.4.1.2. Inventéario de depressao de Beck (BDI-II)

A avaliacdo dos sintomas depressivos foi obtida a partir da utilizacdo do
Inventario de Depressdo de Beck (BDI-Il), um instrumento de autorrelato de
depressao validado (BECK; STEER; BROWN, 1996; GOMES-OLIVEIRA et al.,
2012). O questionario contém 21 grupos de afirmacado, relacionados com os
sentimentos do entrevistado na Ultima semana (referente a anterior da aplicacdo do

teste contando também com o dia da aplicacgao).

4.4.1.3. Escala Brasileira de Inseguranca Alimentar

A inseguranca alimentar e nutricional foi avaliada utilizando a Escala
Brasileira de Medida Domiciliar da Inseguranca Alimentar (EBIA) (PEREZ-
ESCAMILLA; SEGALL-CORREA, 2008). O questionario é formado por 14
perguntas fechadas, com pontuacao final resultante do somatorio das respostas
afirmativas. Com base neste somatorio, sao fornecidos dados sobre o grau relativo
a insegurancga alimentar, que pode estar considerada entre leve, moderada ou

grave, relacionados com a situagdo alimentar vivida nos ultimos trés meses.

4.4.2. Avaliagdo Cognitiva
4.4.2.1. Teste de Aprendizagem Auditiva Verbal de Rey (RAVLT — Rey Auditory
Verbal Learning Test)

O Teste de Aprendizagem Auditivo-Verbal de Rey (RAVLT) é definido como

um teste cognitivo para avaliagdo da aprendizagem e memoria verbal episédica. Foi
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desenvolvido primeiramente por André Rey e publicado em 1964. O teste sofreu
modificacdes em diversos paises (REY, 1964; SALGADO et al., 2011). No Brasil,
sao utilizadas diferentes versdes para o uso clinico (MALLOY-DINIZ, Leandro F et
al., 2018)

O teste consiste em nove etapas. Primeiramente é apresentada a Lista A com
15 substantivos, que é lida pelo entrevistador em um intervalo de poucos segundos.
O entrevistado ira repetir aquelas que lembrar, sem que necessariamente esteja na
ordem que foi apresentada. Esta etapa acontece 5 vezes (etapa Al a Ab5)
consecutivas. Cada uma das etapas € seguida pelo um teste de evocacgdo pelo
entrevistado. ApGs € apresentada a Lista B (Lista de Interferéncia), com palavras
diferentes da Lista A e contendo também o total de 15 substantivos. Nesse passo o
entrevistado ir4 dizer as palavras evocadas da Lista B apds ouvi-las. Na etapa A6,
0 entrevistado ird recordar as palavras da Lista A. Ndo serdo reapresentadas as
palavras da Lista A. Apés um periodo de 20-30 minutos, serd apresentada a etapa
A7, e o entrevistado ira dizer novamente quais sédo as palavras da Lista A evocadas.
Nesta etapa, como na anterior, as palavras da Lista A ndo seréo reapresentadas.
Na ultima etapa do teste, chamada de Teste de Memoéria para Reconhecimento, em
que serdo apresentadas 50 palavras para o entrevistado, sendo 15 da Lista A, 15
da Lista B e outras 20 palavras que ndo fazem parte de nenhuma das listas
anteriores. A cada palavra lida, o entrevistado ira responder se determinada palavra
pertence ou ndo a Lista A.

De acordo com a normativa brasileira mais recente (DE PAULA; MALLOY-
DINIZ, 2019), os dados do RAVLT sao expostos por percentis e as faixas de
desempenho de cada variavel do RAVLT foram categorizadas dicotomicamente de
acordo com a interpretacao clinica em: desempenho tipico e possivel déficit/déficit
cognitivo.

De acordo com Saury (2016), o teste gera sete variaveis que estao
relacionadas com quatro dominios da aprendizagem e memoria, sendo estes,
atividade de curto prazo, aprendizagem, interferéncia e recuperacdo. As sete
variaveis sdo: Memodria Imediata, Capacidade de Aprendizagem, Interferéncia
Proativa, Interferéncia Retroativa, Evocacao Imediata, Evocacao Tardia e Memoéria
de Reconhecimento. A maioria das variaveis estao relacionadas com a integridade
do hipocampo e conforme esse mesmo estudo, cada variavel avalia a integridade

de diferentes estruturas do hipocampo.
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4.4  Avaliagdo Antropométrica

A avaliacdo antropométrica foi realizada de acordo com as normas técnicas
do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional (SISVAN) no periodo da manha,
entre 7h e 8h, e os voluntarios estavam em jejum minimo de 8 horas. A estatura foi
analisada com o uso de estadiometro Alturexata®. O peso foi aferido em uma
balanca eletronica Tanita® (modelo BC601®). O indice de Massa Corporal (IMC)
foi calculado e classificado seguindo a referéncia para adultos (20-59 anos),
agrupando-se todos os individuos com baixo peso que apresentaram valores de
IMC < 18,5 kg/m? (WHO, 2000).

4.5 Coleta do material biolégico, determinacéo do cortisol sérico e extracdo do
sangue periférico

Foi coletado sangue periférico de cada individuo por profissional habilitado e
o material foi separado em tubos de Vacutainer contendo EDTA ou sem
anticoagulante com gel separador de soro. Os tubos foram submetidos a
centrifugacéo a 2500 rpm por 10 min e refrigeradas entre 2°C e 8°C até o momento
da extracdo do DNA genémico ou separacao do soro para andlise de cortisol sérico.
A concentracdo de cortisol foi quantificada pelo método de quimioluminescéncia e
os valores de referéncia para a dose matinal foram de 6,7 a 22,6 ug/dL (IPCHP,
2016)

A extracao do DNA foi realizada a partir do método salting-out (SALAZAR et
al., 1998). Para verificagdo da pureza e concentragdo do DNA, foi utilizado
NANODROP® (Thermo Scientific Ltda, USA) em comprimento de onda A= 260 e
280nm. A razéo entre o comprimento de onda no valor de aproximadamente 1.8 a

2.0 confirmou a pureza do DNA.

4.6  Sequéncia Analisada do NR3C1

A sequéncia do NR3C1 que foi amplificada consta de 47 sitios CpGs. Utilisou-
se primers forward e reverse, que abrangeram a regiao génica entre 988 e 1344
(dados de sequéncia submetidos ao banco de dados GenBank com o numero de
acesso AY436590.1 do NCBI) (PALMA-GUDIEL et al., 2015). O fragmento continha
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410 pares de bases. A regido analisada abrange as CpG 40 a 47 conforme a

classificagcdo de McGowan et al (2009).

4.7  Conversédo do DNA por Bissulfito de Sodio

A metilacdo do DNA foi analisada em sitios CpGs especificos utilizando a
conversao de 1ug de DNA por bissulfito de sédio, através do kit EZ DNA Methylation
™ (Zymo Research) de acordo com as instru¢des do fabricante. A amplificacdo do
fragmento de interesse por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e o
pirosequenciamento foram previamente descritos por Oberlander e colaboradores
(2008) e Bustamante e colaboradores (2016). A incubacéo breve do DNA alvo com
bissulfito de sédio permite a formacgéo de duas sequéncias diferentes de DNA, uma
metilada e a outra ndo metilada. Essas sequéncias sdo provenientes da conversao
de residuos de citosina ndo metilados em uracila, deixando as citosinas metiladas
inalteradas. O método de desaminacdo consiste em trés etapas que ocorrem

sequencialmente: sulfonacéo, desaminacédo e dessulfonacao.

4.8 PCR e Pirosequenciamento

A PCR foi realizada utilizando Polimerase de DNA HotStart Taq (Qiagen®)
com 20ng de molde de DNA tratado com bissulfito de sédio por reacéo. A qualidade
do produto de PCR e a falta de contaminacdo foram confirmadas em géis de
agarose a 2% utilizando GelRedTM (Uniscience). Os produtos da PCR foram
purificados e sequenciados usando o0 equipamento PSQ96ID Pyrosequencer
(Qiagen®, Valencia, CA) com o kit de reagentes PyroMark Gold Q96 (Qiagen®,
Valencia, CA) de acordo com o protocolo do fabricante. Todas as condi¢des de
pirosequenciamento estéo disponiveis na Tabela 1.

Os valores médios de metilagdo foram calculados a partir da média das
porcentagens de metilacdo para cada CpG avaliados no Pyromark Software. Os

resultados foram analisados usando as configuragdes padréo do software.
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Tabela 1. Primers, condicbes de PCR e sequéncias analisadas para o
pirosequenciamento.

Primer da PCR Condicdes da PCR
Forward S-TTTTTTTTTTGAAGTTTTTTTA- 95°C (14’30”)
3
Reverse 5-BIOTIN- 94°C (307)
CCCCCAACTCCCCAAAAA-3 50°C (307”) 45
72°C  (307) ciclos
(410pb)
72°C (10"
4°C o0

Sequencing primers

CpG40a42 5-AGAAAAGAAATTGGAGAAATT-3
CpG43a47 5-GTTTTAGAGAGATTAGGT-3

Sequéncias de dispensacéao dos nucleotideos

Seq 1l YGGTGGTTTTTTTAAYGTYGTTTTAATCGTGTTGATCAGTCGC
TTA

Seq 2 YGGTTTTYGTYGTTGTYGTYGTTAGTCAGTTCAGTCGTAGTCA
GTCGTA

Legenda: pb: pares de bases Seq: sequéncia.

49 Analise Estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade dos
dados continuos. A caracterizacdo da amostra foi apresentada com as frequéncias
absolutas e relativas. As variaveis quantitativas foram apresentadas com a média e
o desvio-padréo.

As faixas de desempenho do RAVLT foram categorizadas de acordo com a
normativa brasileira. A normativa categoriza o comprometimento cognitivo de
acordo com os percentis, que sdo calculados de acordo com a faixa etaria
correspondente na normativa. Para a apresentacdo dos dados e para as analises
de regressdo logistica, as variaveis foram categorizadas dicotomicamente
(desempenho tipico e possivel déficit cognitivo/déficit clinico) de acordo com o0s
percentis.

A analise bivariada foi efetuada a partir de modelos de regressao Logistica,
tendo como variavel dependente as cinco variaveis do RAVLT (Memoria Imediata,
Capacidade de Aprendizado, Evocacéo Imediata, Evocacdo Tardia e Memoéria do

Reconhecimento) e como variavel explicativas os aspectos socioeconémicos, estilo
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de vida e porcentagem de metilacdo para o gene NR3C1. Para todas as analises,
foi adotado o valor de significancia de p<0,05.

A analise de correlacdo de Spearman foi utilizada para verificar a correlacao
entre os scores do RAVLT e os niveis de metilacéo e o score do BDI-II.

As varidveis avaliadas nesse estudo e as categoriza¢gdes estdo disponiveis
do Apéndice 2. Os dados foram tabulados em uma planilha do Excel 2016 e foram
submetidos a andlise de consisténcia. As analises dos dados foram realizadas com
0 auxilio dos softwares de analise estatistica Statistical Package for the Social
Sciences-SPSS®, versdo 20.0 para Windows 10 (IBM, Munich, Germany) e
STATA®, versao 11.0 para Windows (StataCorp® LP, College Station).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo socioecondmica e demogréfica dos individuos usuarios
do SUS

O referente estudo foi realizado com 70 individuos usuéarios do SUS, aos
quais, 10 (14,3%) eram do género masculino com idade entre 25 e 57 anos, com
meédia de 38,4 anos (DP=10,52). Ja o género feminino representou 60 (85,7%), com
idade entre 20 e 59 anos, com média de 44.3 anos (DP= 11,17), totalizando 70
individuos (Tabela 2). E importante ressaltar que todos os participantes residiam no
meio urbano.

A maior parte dos individuos, 57,1% estavam casados ou viviam em unido
estavel. Quanto ao numero de filhos sob a responsabilidade dos voluntarios da
pesquisa, 18,6% né&o tinham filhos, a maioria tinha filhos 81,3%, e destes, 17,1%
tinham um filho, 35,7% com dois filhos e 28,57% tinham mais do que dois filhos. Em
relacdo a raca autorreferida, 57,1% se consideravam brancos, 28,6% mesticos,
12,9% pretos e 1,4% amarelo.

O valor do salario minimo considerado no periodo da coleta foi de R$937,00
(correspondendo a cada um ddlar americano o valor de R$3,23). Deste modo, a
renda pessoal apresentada pelos individuos correspondeu de até um salario minimo
para 47,1% dos participantes, um a trés salarios minimos para 27,1%, 4,5% tinham
renda entre trés e cinco salarios minimos, 1,4% com mais de cinco salarios minimos
e 20,0% sem rendimentos.

De acordo com a classificacdo de Neri (2008), a renda per capita foi
categorizada de acordo com ddlares americanos. Os individuos classificados como
baixa renda (recebiam menos do que $5 doélares por dia) foram 31,4% e aqueles
que foram classificados com renda acima que $5 dolares por dia eram 68,6%.

Em relacdo ao vinculo empregaticio, 50,0% tinham vinculo empregaticio,
7,1% eram aposentados ou pensionistas e 34,3% nao trabalhavam ou estavam
desempregados (Tabela 2).

Considerando o ponto de corte para a formacao académica de até nove anos

de estudo ou ensino fundamental, 38,6% estudaram até o ensino fundamental e
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61,4% com escolaridade maior que nove anos de estudo, destes, 42,8% com ensino
médio completo e 18,6% com ensino superior (Tabela 2).

Em relacdo a inseguranca alimentar e nutricional, 40,0% se enquadravam
com algum nivel de inseguranca alimentar e nutricional e 60,0% estavam em

condi¢cbes de seguranca alimentar e nutricional (Tabela 2).

Tabela 2. Caracterizacdo sociodemografica dos participantes.

L Todos os

Caracteristicas -
participantes

Idade - Média (xDP) 43,46 (£11,20)
Quantidade de filhos — Média (tDP) 2,00 (1,61)
Género —n (%)
Masculino 10 (14,3)
Feminino 60 (85,7)
Status Civil- n (%)
Casado ou unido estavel 40 (57,1)
Vive sozinho 30 (42,9)
Status Educacional — n (%)
= 9 anos de estudo 42 (60,0)
< 9 anos de estudo 28 (40,0)
Filhos
Sim 57 (81,4)
Nao 13 (18,6)
Classificagdo da Renda (d6lares americanos)* — n (%)
<$5,00 por dia 22 (31,4)
>$5,00 por dia 48 (68,6)
INSAN — n (%)
Sim 28 (40,0)
Nao 42 (60,0)

DP: Desvio-Padréo; INSAN: Inseguranca Alimentar e Nutricional. *O valor do salario minimo
considerado foi de R$937,00 (correspondendo a cada um doélar americano o valor de
R$3,23).

4.2. Caracterizacdo do estilo de vida dos individuos usuérios do SUS

Em nossa amostra, 38,6% consumiam bebidas alcodlicas e 4,3% eram
tabagistas. Entre os avaliados, 68,6% nao realizavam atividade de lazer, e a pratica

de atividade fisica esteve presente em 40,0% dos individuos.
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Quanto aos dados antropométricos, foi observada uma média de IMC de
28,68 (DP=6,15) Kg/m2. Entre as mulheres, a média de IMC foi de 28,55 (DP=6,27)

Kg/m2 e dos homens foi de 29,46 (DP= 5,35) Kg/m2. Entre as mulheres predominou

0 sobrepeso e entre os homens a obesidade. A adiposidade central foi categorizada

de acordo com o risco de complicagcbes metabdlicas e 20% apresentaram risco

aumentado e 50% risco substancialmente aumentado. A prevaléncia de depresséo

foi de 17,9% (Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizacao do estilo de vida dos participantes.

. Todos os
Caracteristicas ap
participantes
Score BDI-Il - Média (xDP) 9,73 (£8,34)

IMC - Média (xDP)
Circunferéncia da cintura - Média (xDP)
BDI-Il 218 — n (%)

Sim

N&o

Risco de complicac6es metabdlicas — CC
Baixa

Aumentada

Substancialmente aumentada

IMC

Baixo peso

Eutrofia

Sobrepeso

Obesidade

Consumo de alcool atual — n (%)
Sim

Nao

Fuma atualmente- n (%)

Sim

Nao

Pratica atividade fisica - n(%)
Sim

Nao

Pratica atividade de lazer (vez por semana) — n (%)

Sim
Nao

28,68 (+6,15)
92,47 (+15,27)

12 (17,9)
55 (82,1)

20 (29,0)
14 (20,3)
35 (50,7)

1(1,4)
22 (31,4)
20 (28,6)
27 (38,6)

27 (38,6)
43 (61,4)

3 (4,3)
67 (95,7)

28 (40,0)
42 (60,0)

22 (31,4)
48 (68,6)

DP: Desvio-Padrao; BDI-II: Beck Depression Inventory - 1l (Inventario de Depressédo de

Beck - Il); CC: Circunferéncia da Cintura.
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4.3. Avaliacéo do desempenho cognitivo de adultos usuarios do SUS

Entre os avaliados, 34 individuos se enquadravam no desempenho esperado
para a faixa etaria ficando dentro da média, 11 individuos obtiveram o desempenho
superior ao esperado para a faixa etaria e 25 individuos obtiveram desempenho
inferior ao esperado para a faixa etaria. Na Memoria do Reconhecimento, apenas 2
individuos obteveram o desempenho inferior ao esperado para a faixa etaria, 32
individuos obtiveram desempenho superior e 36 individuos obtiveram desempenho
médio.

A média das faixas etarias observadas no estudo foram predominantemente
menor em comparacao com a meédia apresentada pela normativa do teste e para a
Memoaria do Reconhecimento a média observada foi maior para todos os grupos de
idade, em comparagdo com os dados normativos. Na Tabela 4 encontram-se os
resultados do teste cognitivo RAVLT, separados por faixa etaria, de acordo com a
normativa brasileira (DE PAULA; MALLOY-DINIZ, 2019).

Os nossos resultados mostram que a maior parte dos individuos de ambos
0s sexos obtiveram um desempenho médio e médio inferior para todas as variaveis
avaliadas no teste cognitivo RAVLT, de acordo com a interpretacdo geral do teste
cognitivo RAVLT (Tabela 5). Apenas para a Interferéncia Proativa a maioria dos
individuos se enquadravam em desempenho médio superior e o desempenho

médio.



Tabela 4. Resultados do RAVLT de acordo com a faixa etaria da normativa brasileira.

31

qu_os 0sS 20 anos 21-30 anos 31-40 anos 41-50 anos 51-60 anos
participantes
RAVLT n=70 n=2 n=10 n=15 n=20 n=23
Média . , Média . ; Média . , Média . ; Média . ; Média . ;
(DP) Min-Méax (DP) Min-Méax (DP) Min-Méax (DP) Min-Méax (DP) Min-Méax (DP) Min-Méx
. 5,51 7,50 7,00 5,27 5,00 5,30
Memodria de (2,0) 2-13 (4,95) 4-11 (2,11) 4-11 (1,28) 38 (2,29) 213 (1,52) 8
trabalho
. 44,24 55 51,40 43,93 41,10 43,13
Capacidade de . 17-66 48-62 ! 36-66 : 23-59 ’ 22-62 ! 17-59
Aprendizado (9,87) (9,90) (10,92) (9,10) (8,45) (9,71)
8,75 11,50 10,40 8,53 8,15 8,48
Evocgc;éo (3.11) 0-15 (0.71) 11-12 (2.95) 5-15 (3.74) 0-15 (3.08) 0-12 (2.69) 2-14
Imediata
1,01 1,30 0,77 1,10 1,14 0,93
Interferéncia (0.43) 0,28-2,50 (0.75) 0,77-1,83 (0.29) 0,28-1,17 (0.45) 0,50-2,00 (0.46) 0,37-2,50 (0.39) 0,40-2,00
Proativa
0,80 0,79 0,88 0,73 0,79 0,82
Interferéncia (0.23) 0,00-1,17 (0.18) 0,67-0,92 (0.15) 0,67-1,10 (0.31) 0,00-1,07 (0.26) 0,00-1,17 (0.18) 0,37-1,14
Retroativa
9,02 12,50 11,20 9,27 8,05 8,48
(3.35) 0-15 (0.71) 12-13 (2,90) 6-15 (3.15) 4-15 (3.69) 0-13 (3.03) 1-15
Evocacéo Tardia
13,01 14,50 13,60 12,27 13,10 13,04
Memoéria de (1.87) 5-15 (0,71) 14-15 (1.26) 13-15 (2,69) 5-15 (1.37) 10-15 (1.82) 10-15

Reconhecimento

Legenda: RAVLT: Teste Auditivo-Verbal de Rey; DP: Desvio-Padrao; Min-Max: Minimo Maximo.
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Tabela 5. A comparacéo dos resultados do RAVLT em homens e mulheres.

Interpretacdo geral do teste

D. Superior D. Médio Superior D. Médio D. Médio Inferior D. Inferior
RAVLT
M F M F M F M F M F
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Memodria Imediata 110,00 3(5,0) 0 (0) 10 (16,7) 8(80,0) 23(38,3) 1(10,0) 19(31,7) 0 (0) 5 (8,3)
Capacidade de Aprendizado 0 (0) 4(6,7) 1(10,00 8(13,3) 4(40,0) 34(56,7) 4(40,00 9(150) 1(10,0) 6 (10,0)
Evocacédo Imediata 0 (0) 3(5,00 1(100) 5(83) 4(40,00 39(650) 2(20,00 8(13,3) 3(30,00 5(8,3)
Evocacdo Tardia 0 (0) 5 (8,3) 0 (0) 8(13,3) 6(60,00 31(51,7) 3(30,00 8(13,3) 1(10,0) 5(8,3)
Interferéncia Proativa 0 (0) 10 (16,7) 4(40,0) 21(350) 4(40,0) 20(33,3) 1(10,00 7(11,7) 1(10,00 2(3,3)
Interferéncia Retroativa 1 (10) 2 (3,3) 1(10) 17(28,3) 3(30,0) 26(43,3) 3(30,00 9(150) 2(20,0) 6 (10,0)

Memoéria do Reconhecimento 0 (0) 18 (30,0) 2(20,0) 12(20,0) 7(70,00 29(48,3) 1(10,00 1(1,67) 0 (0) 0 (0)

Legenda: D: Desempenho; M: Masculino; F: Feminino.
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4.4. Avaliacéo do perfil de metilacdo da regido 1F do gene NR3C1

A analise do perfil de metilagdo do gene NR3C1 foi realizada apenas para 55
individuos da pesquisa, os demais individuos néo tinham quantidade suficiente de
DNA para fazer a andlise de pirosequenciamento. Assim, na analise da regido
exbnica e promotora do gene NR3C1 foi observado uma média de 0,49% (DP=1,51)
na média dos sitios 40, 41, 42, 44 e 45. No sitio 46 foram encontrados 0s maiores
niveis de metilacdo para essa amostra. Ja nos sitios 43 e 47, a porcentagem de
metilacéo foi 0%. Na Tabela 6 encontra-se os resultados do perfil de metilagdo do
gene NR3C1.

Tabela 6. Perfil de metilacdo da regido 1F do gene NR3C1 dos participantes do
estudo.

CpGs Avaliadas

Regido* (n=55) Média — DP Minimo — Maximo
Sitio 40 0,57 (x0,23) 0,0-7,94
Sitio 41 1,16 (+0,35) 0,0-10,52
Sitio 42 0,28 (x0,20) 0,0-9,0
1F Sitio 44 0,49 (x0,38) 0,0-19,72
Sitio 45 0,59 (x0,43) 0,0-21,11
Sitio 46 0,94 (x0,52) 0,0-24,30

*Conforme ja descrito por Parma-Gudiel (2015). DP: Desvio-padréo.

4.5. Analise entre o perfil de metilacdo do gene NR3C1 com as variaveis do
teste cognitivo RAVLT

Para avaliar a hipétese de relacdo entre o perfil de metilagdo do NR3C1 e o
desempenho cognitivo no teste do RAVLT, foi realizado o teste de correlagdo de
Spearman e os resultados séo expressos na Tabela 7. Para essa amostra avaliada
ndo foi observado correlacdo entre os sitios 40, 41, 42, 44, 45, 46 e a média entre

todos os sitios avaliados.
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Tabela 7. Correlacdo de Spearman entre as variaveis do RAVLT e metilacdo de
CpGs da regido 1F do gene NR3C1.

Méd

RAVLT/CpG's CpG40 CpG4l CpG42 CpG44 CpG45 CpG4ab 4(2)daa
47

Meméria r -0,022 0,073 0,156 -0,037 -0,037 -0,012 -0,032
Imediata P 0872 0595 0255 0,786 0,786 0,931 0,814
Capacidadede ' 0,013 0,133 0118 0,139 0,139 0,061 0,053
Aprendizado P 0922 0,334 0,188 0,313 0,313 0,661 0,699
Evocagio r 0,048 0,193 0,12 0081 0,08l 0,097 0,15
Imediata P 0729 0,159 0,382 0,555 0,555 0,483 0,271
Evocaco Targia | 0102 013 0117 0093 0093 0016 0137
P 0458 0,345 0,397 0,499 0,499 0,906 0,315

Interferéncia r -0,214 0,065 -0,069 -0,129 -0,129 -0,078 -0,097
Proativa P 0,117 0,638 0614 0,349 0,349 0,571 0,476
Interferéncia r 0,03 0047 0,09 0049 0,049 0,051 0,043
Retroativa P 0825 0,732 0512 0,722 0,722 0,712 0,755
Meméria do r -0,018 -0,141 -0,037 0,177 0,177 0,088 -0,075
Reconhecimento p  0g94 0306 0,79 0,197 0,197 0,523 0,583

*Correlagdo de Spearman a 5% de significancia.

A associacéao entre cada variavel do RAVLT e a metilacdo de NR3C1 de cada

sitio CpG na analise de regressédo logistica ndo evidenciou associacdo entre o

desempenho cognitivo e os niveis de metilacdo em NR3C1 da média das CpGs 40-

47.
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4.5. Analise dos niveis de cortisol sérico e sua relagcdo com desempenho

cognitivo.

Foram avaliados os niveis de cortisol sérico de 68 individuos e o valor médio
observado foi de 12,4 pg/dL (min-max: 4,6-25,7, desvio padrdo: 4,2). A maioria dos
voluntarios apresentaram valores normais de cortisol sérico (93%), enquanto 6%
apresentaram niveis de cortisol baixo e apenas 1 individuo apresentou alto nivel de
cortisol.

N&o foram encontradas correlagfes significativas em relagdo aos niveis de
cortisol séricos e cada variavel do RAVLT, tampouco associacdes em analise de
regressao logistica bivariada com alteracdes nos niveis de cortisol. Os resultados

da correlacdo de Spearman estao apresentados na tabela a seguir (Tabela 8).

Tabela 8. Correlacdo de Spearman entre o desempenho cognitivo (variaveis do
RAVLT) e os escores de BDI-Il, escores de EBIA, IMC, circunferéncia da cintura e
0s niveis de cortisol sérico.

Cortisol

RAVLT/CpG's BDI-Il EBIA IMC CC .
Sérico

- . r 0,226 -0,208 -0,166 -0,136 0,084
Memoria Imediata
p 0,066 0,085 0,17 0,266 0,497
Capacidade de Aprendizado r 0119 -02%  -016 -0197 -0,072
p 0,336 0,013 0,186 0,105 0,562
. . r 0,19 0,111 -0,205 -0,221 0,04
Evocacgéo Imediata
p 0,112 0,361 0,088 0,068 0,745
~ . r 0,165 -0,158 -0,098 -0,155 0,129
Evocacéo Tardia
p 0,182 0,191 0,417 0,203 0,295
~ : r -0,234 -0,087 0,109 0,064 -0,308
Interferéncia Proativa
p 0,057 0,474 0,371 0,603 0,572
A . r 0,128 0,057 -0,196 -0,221 0,12
Interferéncia Retroativa
p 0,301 0,64 0,204 0,069 0,328
Memoéria do r 0,058 -0,0/73 -0,113 -0,125 -0,071
Reconhecimento p 0639 0,547 0,351 0,305 0,567
Legenda: RAVLT: Teste de Aprendizagem Auditivo-Verbal de Rey; BDI-Il: Inventario de
Depressdo de Beck - Il; EBIA: Escala Brasileira de Inseguranca Alimentar; CC:

Circunferéncia da Cintura.
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4.6. Relacéo entre desempenho cognitivo, INSAN e sintomas depressivos.

N&o foram encontradas correlacdes significativas em relacdo ao escore total
de BDI-Il e cada variavel do RAVLT. Os resultados estdo apresentados na Tabela
8. Além disso, ndo foram encontradas associacdes entre a presenca de sintomas
depressivos e cada variavel do RAVLT em analise de regressao logistica bivariada.

Em relacdo a inseguranca alimentar e nutricional, foi realizado o teste de
correlacdo de Spearman que revelou correlacdo inversa com a Capacidade de

Aprendizado (p=0,013 e r=-0,296), como apresentado na Tabela 8.

4.7. Andlise entre as variaveis socioecondfmicas e estilo de vida com as

variaveis do teste cognitivo RAVLT

Foi realizado o teste de Mann-Whitney para determinar diferenca entre os
escores de desempenho cognitivo em relagcdo as diferentes variaveis
socioeconbmicas, fisicas e de estilo de vida. Diferencas significativas entre as
medianas do escore de Evocacéo Imediata do teste RAVLT e a escolaridade (p=
0,012) e o estado civil (p= 0,028) foram observadas, ou seja, individuos casados ou
em unido estavel e individuos com baixa escolaridade apresentaram menores
escores de Evocacdo Imediata. O mesmo teste também revelou que os individuos
gue praticavam atividades de lazer possuiam escores maiores na Capacidade de
Aprendizado (p= 0,023). As demais variaveis socioecondmicas e de estilo de vida
nao apresentaram diferencas significantes nos niveis de desempenho cognitivo. Na
Figura 1 foram apresentados os resultados apenas das variaveis que exibiram

diferencas significativas para os escores dos parametros de desempenho cognitivo.
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Figura 1. Niveis medianos de desempenho cognitivo, segundo estado civil,
escolaridade e praticas de atividade de lazer.
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Legenda: (A) Evocacédo Imediata x Estado Civil; (B) Evocacao Imediata x Escolaridade; (C)
Capacidade de Aprendizado x Atividade de Lazer. *Diferenca significante para os grupos,

segundo o teste U de Mann-Whitney.
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6. DISCUSSAO

Os dados apresentados neste estudo trazem contribuicdes importantes para
a comunidade cientifica, pois pela primeira vez foi avaliada a performance cognitiva
e o perfil de metilacdo na regido promotora do gene NR3C1 de adultos usuarios do
SUS. Os resultados encontrados nesse estudo mostram que a maioria dos
individuos apresentaram desempenho médio e médio inferior em todas as variaveis
do RAVLT. Ja a metilacdo do NR3C1 para a populacédo estudada foi baixa, e ndo
foram encontradas correlagdes significativas em relagdo ao desempenho cognitivo
das variaveis estudadas no teste de RAVLT. Entretanto, foram encontradas
correlacdes significativas entre a memaria de curta-duracdo (memoaria imediata)
com o estado civil e nivel de escolaridade. Ainda, o teste de correlacdo de
Spearman revelou uma correlacéo inversa entre a capacidade de aprendizagem e
inseguranca alimentar e nutricional.

A populacédo do estudo pertence ao municipio de Alegre, que se localiza ao
sul do Espirito Santo, estado que pertence a regido sudeste do Brasil. A populacao
alegrense apresenta aproximadamente 32.165 habitantes (IBGE, 2019) e a regiéo
possui uma vocagao agraria, cujas principais atividades econdmicas sao
cafeicultura, pecuaria de leite e corte (DE SIQUEIRA et al., 2013; PTDRSS 2009).

O perfil da amostra descrita no presente estudo demonstra que em sua
maioria, € composta por mulheres que, em comparacao com 0s homens, procuram
mais o sistema unico de saude (BOING et al., 2010). Em relacdo a idade, a maioria
das pessoas tinham entre 40 e 50 anos. A amostra também se caracteriza pela
maioria dos individuos serem casados, de baixa escolaridade e com grande parcela
em situacao de baixa renda e em condi¢do de inseguranca alimentar e nutricional,
0 que pode comprometer o bem-estar individual e coletivo de forma crénica,
expressando-se como estresse psicossocial prolongado (FREITAS et al., 2018).

N&o foram encontradas diferengas estatisticas no desempenho cognitivo
entre homens e mulheres da amostra, entretanto, € preciso enfatizar que a
populacdo estudada €, na maior parte, composta por mulheres (85,7%). Estudos
mostram que o desempenho cognitivo no teste RAVLT foi maior no género feminino

em relacdo ao género masculino (MALLOY-DINIZ, Leandro Fernandes et al., 2007;
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VAN DER ELST et al., 2005; PAULS, 2013). Ja Gale e colaboradores (2007) nao
encontraram diferencas significativas no teste de RAVLT em relacao ao género.

E importante ressaltar que a maioria dos individuos de todos os grupos de
idade obtiveram o desempenho no teste dentro da média ou na média inferior de
acordo com a normativa mais recente (DE PAULA; MALLOY-DINIZ, 2019). Esse
resultado sugere um desempenho tipico para os grupos de idade avaliados. Sabe-
se que as alteracdes hormonais relacionadas a menopausa e a andropausa podem
afetar significativamente a memaria episodica no género feminino e masculino, ou
seja, o desempenho cognitivo observado no teste RAVLT (GREENDALE, 2009;
PAULS, 2012).

Em relacdo aos niveis de metilagdo dos individuos avaliados nesse estudo,
mais de 90% da amostra apresentou-se ndo metilada em todas as CpGs analisadas.
Estudos mostram que os niveis de metilacdo para o NR3C1 no sangue periférico
baixo (KLENGEL; BINDER, 2015; PALMA-GUDIEL et al., 2015). Dessa forma, s&o
necessarios novos estudos para avaliar a relacao entre o perfil de metilagéo e o seu
impacto na cognicao.

Sabe-se que as adversidades no ciclo de vida, como 0s impactos do estresse
cronico no bem-estar psicolégico relaciona-se com o aumento da prevaléncia de
doencas psiquiatricas como a depressdo. Além disso, 0 estresse cronico esta
associado com o déficit cognitivo observado na memaria episddica (GAO et al.,
2009; NA et al., 2019).

Estudos recentes apontam que as adversidades no ciclo de vida
comprometem significativamente o funcionamento do eixo HPA, levando a perda do
mecanismo de feedback negativo, que resulta em hipertativacdo do eixo HPA e
consequentemente, aumento da secrecdo de cortisol (ARGENTIERI et al., 2017;
TURECKI; MEANEY, 2016). Como consequéncia desse processo, ocorre
alteracdes no padrao de metilacdo de alguns genes envolvidos nesse mecanismo.
Por exemplo, a metilagdo da regido 1F promotora e exonica de NR3C1 levaria a
repressdo da transcricAo, menores niveis de expressdo de RNAm, com
consequente reducgédo nos niveis de GR no sistema nervoso central e alteragdes nos
niveis de cortisol (KANG et al., 2018).

Assim, a desregulacdo no eixo HPA promove déficit cognitivo por afetar os

mecanismos moleculares e epigenéticos envolvidos na formagédo e manutencéo da



40

mem©éria em estruturas importantes para a neurobiologia do estresse e memoria,
como o hipocampo, a amigdala e o cortex pré-frontal em roedores e em humanos
(FINSTERWALD; ALBERINI, 2014). Entretanto, nossos resultados néo
encontraram resultados significativos entre a memoéria episodica e 0s niveis de
cortisol sérico e 0 a porcentagem de metilacdo do gene NR3C1 nas CpGs avaliadas.

A existéncia de uma variabilidade individual consideravel no grau de ativagéao
no eixo HPA pode ser considerada. A metodologia utilizada para determinacéo do
cortisol neste estudo se apresenta como uma limitacao, ja que representa avaliacao
pontual, podendo sofrer variagbes de acordo com fatores como sono, ritmo
circadiano, alimentacao, tabagismo, disturbios temporarios e estresses ocorridos no
dia da avaliacdo (BORCOI et al., 2020).

A inseguranca alimentar (INSAN) é um fendmeno complexo e
multidimensional que n&do se configura apenas pela insuficiéncia na ingestdo de
alimentos, mas também pela ingestdo de dieta de ma qualidade, pela interrupcéo
dos padrbes alimentares e, principalmente, pela ansiedade e incerteza sobre o
acesso limitado de alimentos para todos os membros da familia, devido a falta de
dinheiro e outros recursos (Martin 2016). Individuos de origens socioeconémicas
desfavorecidas (por exemplo, mulheres, jovens adultos, baixa educacdo e
beneficiarios de subsidios sociais) sdo mais propensos a sofrer inseguranca
alimentar doméstica (TOMITA et al., 2019).

Estudos mostram que a INSAN é considerada uma adversidade ao longo do
ciclo de vida e, portanto, um fator de estresse psicossocial (FREITAS et al., 2018).
Por esse motivo, ela apresenta elevado potencial em promover comprometimento
cognitivo ao longo do ciclo de vida através de alteracdes no eixo HPA e vias
inflamatorias (GAO et al., 2009; NA et al., 2019).

A prevaléncia de INSAN na amostra do estudo foi de 40%, considerada alta
em relacdo ao indice estimado nos EUA em 2018 de 11% (NA et al., 2019). Em
relacdo ao estimado para o Brasil, a prevaléncia € de 22,6%, correspondente a 52
milhdes de pessoas em 14,7 milhdes de domicilios (PNAD, 2015). As
consequéncias da inseguranca alimentar vao além dos resultados de saude fisica
e podem afetar o bem-estar mental. No presente estudo, foi encontrada uma
correlagao inversa fraca e significativa negativa entre a capacidade de aprendizado

e 0s escores de inseguranca alimentar e nutricional, evidenciando que quanto
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maiores os niveis de INSAN, menor a capacidade de aprendizagem. Esse achado
€ de extrema relevancia para o estudo, pois mostra que a capacidade de
aprendizagem pode ser afetada pela INSAN. Sabe-se que a aquisicdo de uma nova
informacéo é de extrema importancia para as etapas subsequentes relacionadas a
formacao de memodria.

Infelizmente sdo poucos os estudos que correlacionam os efeitos da INSAN
na memoria episbédica através do RAVLT. Wong e colaboradores (2016) né&o
encontraram relacéo entre INSAN e desempenho cognitivo. Entretanto, ndo existem
dados especificos sobre redugcdo da capacidade de aprendizado em associagédo
com INSAN. A associacgao entre reducéo do desempenho cognitivo e INSAN pode
ser explicada por pelo menos duas vias mecanicistas: padrdes alimentares nao
saudaveis, por exemplo: auséncia de nutrientes importantes para a manutencao das
atividades cognitivas no Sistema Nervoso Central e sofrimento mental devido ao
estresse (NA et al., 2019; WONG et al., 2016).

Diante da metodologia transversal do estudo, o trabalho possui a limitacao
de ndo ser possivel inferir a direcdo e causalidade das associacdes. Dessa forma,
pode-se inferir também a outra possibilidade direcional, de os participantes com
menor fungcdo cognitiva possuirem resultados menos favoraveis no mercado de
trabalho e renda per capita e, assim, apresentarem maior probabilidade de se
encontrar em situacédo de INSAN (GAO et al., 2009).

Neste estudo, algumas variaveis sociodemograficas e de estilo de vida
correlacionaram-se com o desempenho cognitivo avaliado pelo teste de RAVLT.
Individuos casados e de baixa escolaridade apresentaram pior capacidade de
evocacdo imediata no estudo. Além disso, voluntarios que possuiam maiores
escores de inseguranca alimentar e nutricional, apresentaram piores escores de
capacidade de aprendizado.

Os achados demonstram que as pessoas que sado casadas tiveram menores
escores de comprometimento cognitivo na memoria de curto prazo. Entretanto, os
resultados vao de encontro aos achados de Mousavi-Nasab e colaboradores (2012)
que, ao contrario, relataram que individuos casados exibiram melhor performance
em testes cognitivos, apresentando melhor capacidade em memodria episddica,
evocacao e de reconhecimento em relacdo a individuos solteiros, em populagéo de

estudo de 35-85 anos. Além disso, encontraram um maior declinio na capacidade
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de memoria episddica para solteiros e vidvos do que para casados ao longo do
tempo. J& o estudo de Hakansson e colaboradores. (2009) mostrou que ha um risco
aumentado de declinio cognitivo das pessoas viuvas e divorciadas em idade
avancada.

Os resultados do presente estudo mostram uma relagéo significativa entre a
escolaridade e o desempenho cognitivo na memaria de curto prazo, ou seja, quanto
maior o nivel de escolaridade em adultos, melhor o desempenho cognitivo em
comparacao com os individuos com baixa escolaridade.

Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores. Souza-Talarico
(2007) encontraram um melhor desempenho cognitivo em idosos com niveis de
escolaridade mais altos. Bento-Torres (2017) sugerem que 0S menores niveis de
educacado no inicio da vida costituem um fator de risco para o declinio cognitivo
relacionado a idade, com uma influéncia muito mais forte que a propria idade. Os
individuos com alta escolaridade apresentaram reducéo no risco de deméncia e
declinio cognitivo, em comparacdo com individuos com baixa escolaridade em
estudos epidemiologicos (CHEN et al., 2019; SHARIFIAN; ZAHODNE, 2019).

Dessa forma, as explicacfes tedricas para os achados deste estudo sédo que
maior escolaridade tem sido relacionada com aumento reserva cognitiva (CHEN et
al., 2019; SOLE-PADULLES et al., 2009).

Outro achado interessante do presente estudo mostrou que individuos que
praticam atividade de lazer apresentaram maior capacidade de aprendizado em
relacdo aos individuos que nédo praticam atividade de lazer.

Considerando que o estresse estd associado a piora do desempenho
cognitivo, pode-se inferir que a atividade de lazer estaria reduzindo o estresse, e
funcionando como um fator protetor para piora da capacidade de aprendizagem na
amostra, corroborando com todos os dados ja discutidos no estudo.

De fato, Ouyang e colaboradores (2015) afirmam que atividades de lazer
como atividades ao ar livre, artesanato, atividades relacionadas a hobby, incluindo
atividades relacionadas a espiritualidade, estédo associadas a reducao do estresse
ja que permitem o aumento da interacdo e suporte social, sensacdo de autonomia,
autodeterminacgao.

Em estudo recente de Borcoi e colaboradores (2020), a atividade de lazer

esteve associada a reducéo do risco de depressao, justificado pelo fato de o lazer
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ser considerado como uma estratégia de enfrentamento ao estresse, de suma
importancia para manutencéo da saude mental. Além disso, Simone & Haas (2013)
relataram que participacdo em atividades de lazer pode melhorar a saude fisica,
funcionamento cognitivo e deficiéncia funcional.

Os dados do presente estudo corroboram com dados de Litwin e
colaboradores (2017), que verificaram melhora da fungdo cognitiva em atividades
culturais de lazer. Verghese e colaboradores (2003), que relataram que leitura,
pratica de jogos de tabuleiro, pratica de instrumentos musicais e de danca estavam
associados a um risco reduzido de deméncia e de declinio nos testes cognitivos.
Além destas associages, atividade de lazer na idade adulta também se apresenta
como fator protetor da perda de funcéo cognitiva em idades mais avancadas e que
a participacao reduzida em atividades de lazer estd associada a declinio nos testes

cognitivos na idade avancada (CHEN et al., 2019).
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7. CONCLUSAO

Com base neste estudo, pode-se concluir que determinados fatores
sociodemograficos, de estilo de vida e a condicdo de inseguranca alimentar e
nutricional pode afetar a memdéria episodica e o aprendizado. Por outro lado, ndo
foram encontradas alteracGes envolvendo o eixo HPA, como a metilacdo do gene
NR3C1 e os niveis séricos de cortisol, os quais ndo foram relacionados com a
memoria episodica e a aprendizagem. Estudos futuros devem considerar outras vias
mediadoras potenciais que também contribuam para o entendimento da relagédo
entre 0S processos epigenéticos e a cognicao.

Neste estudo também foi observado uma prevaléncia de 40,0% de INSAN e
17% de depressédo. Desta forma, este trabalho também sugere a necessidade de
implementacdo de estratégias para melhorar as condi¢des de seguranca alimentar

e 0 bem-estar social.
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APENDICE 2
As

10.

variaveis

estudadas
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na presente pesquisa foram

codificadas/categorizadas de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1. Codificacao das variaveis do estudo.

Variaveis

| Categorizagao

Variavel Depedente

Variaveis do RAVLT

(Memoria Imediata,
Capacidade de
Aprendizado, Evocacgao

Imediata, Evocacéo Tardia,
Interferéncia Proativa,
Interferéncia Retroativa e
Memoria do
Reconhecimento)

Escores (variavel continua) ou categorizacao geral:
Desempenho Superior, Desempenho Médio Superior,
Desempenho Médio, Desempenho Médio Inferior e
Desempenho Inferior

Variaveis ldependentes

Metilacdo do DNA de | variavel continua

NR3C1

Sexo masculino/feminino

Idade variavel continua

Estado Civil Nao casado/Casado

Educacao <11 anos de estudo/ = 12 anos de estudo

Classificacdo da Renda Baixa Renda (< $5.00/ dia)/Renda nao baixa (=$5.00/
dia

Consumo atual de alcool né(g/sim

Consumo atual de cigarro | ndo/sim

Pratica de atividade fisica | nao/sim

Pratica atividade de lazer | ndo/sim

(1 vez/na semana)

INSAN

SAN/INSAN (leve, moderada, ou severa)

BMI

variavel continua

Circunferéncia da Cintura

variavel continua

Cortisol sérico

variavel continua




11. APENDICE 3

Questionario para a avaliagdo socioecondmica, estilo de vida e de saude.

Cadastro SUS

Codigo: |__{|__[l__Il_|
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Cadastro Individual

Identificacdo do usudrio/Cidaddo

Nome completo:

Numero do cartdo SUS:

Data de nascimento: / /

Sexo: |__|Masculino |__|Feminino Raca: |__|Branca|__|Preta|__|Parda
| |Amarela| |Indigena
Informagdes sociodemogréficas
Situacdo Conjugal: | _|Solteiro | |Casado(a) | |Divorciado/ Separado | |ViGvo (a) | |Outra
Ocupacgéo:
Escolaridade:
|Creche | Ensino Fundamental EJA (52-82)
|Pré escola | Ensino Médio

|Classe Alfabetizada

|Ensino Fundamental 12-42 séries
| Ensino Fundamental 52-82 séries
|Ensino Fundamental Completo
|Ensino Fundamental especial

(-
(-
(-
(-
(-
(-
(-
|__| Ensino Fundamental EJA (13-49)

|
|
|__| Ensino Médio especial
|__| Ensino Médio EJA

|

| Superior, Aperfeicoamento, Especializacdo, Mestrado

Doutorado
|__| Alfabetizacdo Para Adultos

|__| Nenhum

|Empregador

|Assalariado com carteira de trabalho

[

[

|__|Assalariado sem carteira de trabalho
[

[

Situacdo no mercado de trabalho:
|Aposentado/Pensionista
|Desempregado

|
|_
|__|N&o trabalha
|_

|[Autbnomo com previdéncia social |Outro
|[Autbnomo sem previdéncia social
Possui deficiéncia? |__|Sim |__|Nao
Se sim, qual?
|__|Auditiva |__|Fisica
|__|Visual |__|Outra

|__|Intelectual/ Cognitiva

Cadastro Domiciliar

Endereco/ Telefone para contato

Tipo de Logradouro:

Nome do logradouro:

N° e complemento:

Bairro:

Telefone:

Condicdes de Moradia

Situacdo de moradia/Posse de terra:

|__|Proprio

|__|Cedido




|__|Financiado
|__|Alugado
|__|Arrendado

|__|Ocupacéo
|__|Situacéo de Rua
|__|Outra
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Localizacdo: | _|Rural | |Urbana

Em caso de Producéo Rural: Condicao de Posse e Uso de Terra

|__|Proprietario
|__|Parceiro/ Meeiro
|__|Assentado(a)
|__|Posseiro

|__|Arrendatario (a)
|__|Comodotario (a)

|__|Beneficiario (a) do banco da terra

|_|N&o se aplica

Abastecimento da agua:

|__|Rede encanada até o domicilio
|__|Pogo/Nascente do domicilio
|__|Cisterna

|__|Carro Pipa
|__|Outro

Forma de escoamento do banheiro ou sanitario:

|__|Rede coletora de esgoto ou Pluvial
|__|Fossa séptica
|__|Fossa rudimentar

|__|Direto para o Rio, Lago ou mar

|__|Céu aberto

| |Outra forma

QUESTIONARIO Codigo: |||
Data:
Entrevistador:
MODULO 1: INFORMACOES GERAIS
1| Nome:
Idade:
CEL:
2| Telefone:
(
3| Possui filhos? ( ) sim ) ndo
4 Quantos filhos?
R$
5| Renda pessoal (més anterior):
|__| Entrel |__| Mais
ou em salérios minimos |__| Sem rendimento e3SM de 5 SM
|__| Entre 3
|__| Até 1 salario minimo e 5SM
Renda familiar (més anterior) (toda R$
6| familia):
|__| Entrel |__| Mais
ou em salérios minimos |__| Sem rendimento e3SM de 5 SM
|__| Entre 3
|| Até 1 salario minimo (SM) e5SM

MODULO 2: CONDICOES DE SAUDE

1| Fuma (cigarro, charuto, etc.)?

|__| Nunca fumou (pule para Q3)

|__|Ja fumou e ndo fuma atualmente

|__| Fuma atualmente

Quantos cigarros por dia?

2| Qual o tipo de cigarro?

3| Vocé consome bebidas alcodlicas?

|__| Nunca bebeu

(pule para

Q7)

|__|J& bebeu no passado e atualmente nédo

bebe




|__| Bebe atualmente
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Quantas doses (1 copo americano
cheio)

por semana?

|__|Até 2 doses
|__|Entre 2 e 7 doses

|__| Acima de 7 doses

No ato de beber, acontece de beber

()

5| grande ( )néo sim
guantidade de uma vez s6?
Qual o tipo de bebida alcodlica que |__|Destilados
6| vocé |__|Cerveja em geral
|__|Outras:
consome com maior frequencia? |__|Cachaga
|__|Vinho
I
acrim
ejam |__|Dor de
7| Quais sintomas vocé tem apresentado? ||__|lrritacdo ocular ento cabeca
|__|Tonturas |__|Suor
|__|Queimaduras na pele IVertigens excessivo
|__IT |__|Sal
|__|Nauseas/ansia de vémito osse ivacao
|__JAgitaca
|__|Faltade ofirritabilida
|__|Catarro ar/dispneia  de
|__|Visdo |__|Formig
|__|Dor abdominal turva amento
T |__|Palpitac
remo ao
|__|Diarreia res cardiaca
|__IV
o6mito [__|Cai
|__|Digestéo dificil s mbras
|__|Dor no
|__|Dor corpo
|__|Chiado/sibilos articulagbes (musculatura)
()
( ) falta  fraque
() estresse de memoéria za
(  )dorno
() ansiedade peito
8| Vocé tem alguma dessas doengas?
[y |_IDe
epatit pressa
|__|LeBes na pele/Alergia e o]
|__|Doeng
as
|__|Doencgas cardiovasc
|__|Asma Osseas ulares
|__|Doencgas (e
|__|Inflamagdes gastricas renais ncer
|__IDoenca |__[Hiperat
|__|Doencas hepéticas respiratoria ividade
C )
|__|Déficit Déficit de
|__|Hipertenséo arterial de atencgdo atencéo
( )
|__JAbortam hipoglicem
|__|Infertilidade entos ia
()
( ) diabete
( ) hipotireoidismo obesidade S




( ) sindrome

57

( ) hipertireoidismo metabdlica
( ) doencas
auto-imunes
Vocé faz uso de algum medicamento |__IN |_IS
9| continuo? AO IM

Qual(is) medicamento(s) de uso
continuo vocé faz uso?

Tipo de medicamento:

|__|Medicamento para dormir

|__|Rémedio para depressao
|__|Rémedio para pressao
arterial

|__|Rémedio para
coragao

|__| Rémedio para
diabetes

Outros: Quais?

1| Vocé faz uso de suplemento de |__|Si
1| vitamina D? |__|N&o m
1
2| Vocé faz uso de protetor solar? |__|Diariamente
|__|Somente quando exposto ao sol
|__|Raramente
| _|N&o faz uso
()
1 mens
3| Possui atividade de lazer/ recreacéo? ( )semanal al
()
(_ ) quinzenal ndo
1 ()
4| Pratica atividade atividade fisica? () sim nao
1 () Em média, 30
5| Pratica atividade atividade fisica sob () Mais que 2 horas na semana minutos na semana
( ) Nao
sob exposicao solar? () Em média, 2 horas na semana pratica
() Em média, 1 hora na semana
1| No trabalho, quantas horas, por dia,
6| vocé é exposto a luz solar?
( )delha
( )Ohoras 4 horas
() apartirde
(_)até1hora 5 horas
1| No geral, como vocé avalia a sua
7| saude? () muito boa () ruim
() boa () muito ruim
() regular
1| Fez ou faz tratamento com psiquiatra ou teve Internacgao por problema de saude mental? |__|Sim
8||_|N&o
Se sim, Quais?
1| Usa Plantas medicinais? |__|Sim
9||__|Nédo
2
0| Usa outras praticas integrativas e complementares? | |Sim | |N&o




