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RESUMO

QUAIOTO, B.R. Andlise da relacdo entre depressdo e hébito tabagista na
metilacdo do gene BDNF. 2021. 99f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A depressdo é uma das doencas mais comuns dentre as causas de incapacidade
global, com milhées de pessoas afetadas. E uma doenca heterogénea e complexa,
qgue envolve diversos fatores de risco. Embora ndo exista uma teoria Unica para
explicar o seu desenvolvimento, estudos sugerem uma relacdo com menores niveis
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). Nesse sentido, a metilagdo do
gene BDNF, influenciada por fatores ambientais, pode estar envolvida. Sabe-se que
individuos com depressédo sao frequentemente fumantes e ja foi demonstrada
alteracdes nos niveis protéicos de BDNF em virtude do uso de tabaco. Porém, a
investigagdo do efeito do tabaco na metilacdo do gene BDNF ainda néo foi
investigada. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo entre
depressdo e habito tabagista em relacdo aos niveis de metilacdo do gene BDNF.
Para tanto, realizou-se um estudo transversal, com individuos atendidos pela rede
de atencao basica de saude do SUS do municipio de Alegre — ES. A coleta de dados
foi realizada por meio de um questionario de avaliacdo socioecondmica, saude e
estilo de vida, bem como avaliacdo antropométrica e de depressdo, por meio do
Inventario de Depressao de Beck Il (BDI-1I). Além disso, o sangue foi coletado para
extracdo do DNA genbmico e posterior analise de metilacdo. De acordo com a
regressédo de Poisson, a maior prevaléncia de depressao na amostra foi explicada
pelo género feminino, ndo ter vinculo matrimonial, falta de atividade de lazer, ter
habito tabagista e a metilacdo do BDNF. Andlises de Mann-Whitney e Modelo Linear
Generalizado mostraram que pacientes depressivos tinham maiores niveis de
metilacdo, assim como pacientes sem o habito tabagista. Conforme demonstrado
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn, o habito tabagista
reduz os niveis de metilacdo do BDNF em individuos depressivos, mas ndo em
individuos néo depressivos. Estes resultados proporcionam suporte para politicas de
prevencao a depressdo. Além disso, os dados contribuem para a compreensao da
fisiopatologia e diagnéstico moleculares da depresséo, envolvendo o gene BDNF.
Adicionalmente, os resultados expdem a necessidade de se avaliar a influéncia do
habito tabagista em estudos sobre alteracfes epigenéticas na depressao.

Palavras-chave: Epigenética. Exon IV. Pirosequenciamento. BDI-II. Tabaco.



ANALYSIS OF THE RELATIONSHIP BETWEEN DEPRESSION AND SMOKING
ON BDNF GENE METHYLATION

ABSTRACT

QUAIOTO, B.R. Analysis of the relationship between depression and smoking
on BDNF gene methylation. 2021. 99f. Dissertation (Master in Biotechnology) -
Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Depression is one of the most common diseases between the cause of global
inability, with millions of people affected. It is a heterogeneous and complex disease,
which involves several risk factors. Although there is no single theory to explain its
development, studies suggest a relationship with lower levels of brain derived
neurotrophic factor (BDNF). In this sense, BDNF gene methylation, influenced by
environmental factors, may be involved. It is known that individuals with depression
are frequently smokers and it has already been demonstrated that changes in BDNF
protein levels can occur due to tobacco use. However, the investigation of tobacco
effect on BDNF gene methylation has not yet been investigated. Thus, the aim of this
study was to evaluate the relationship between depression, smoking and BDNF gene
methylation levels. To that end, a cross-sectional study was carried out with
individuals assisted by the SUS primary health care network in the municipality of
Alegre — ES. Data collection was performed using a socioeconomic, health and
lifestyle assessment questionnaire, as well as anthropometric and depression
assessment, using the Beck Depression Inventory-Il (BDI-II). In addition, blood was
collected for genomic DNA extraction and posterior methylation analysis. According
to the Poisson regression, the highest prevalence of depression in the sample was
explained by the female gender, not having a marriage bond, lack of leisure activities,
smoking and BDNF methylation. Mann-Whitney and Generalized Linear Model
analysis showed that depressed patients had higher levels of methylation, as well as
non-smokers. As demonstrated by the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's post-
hoc test, smoking habit reduces BDNF methylation levels in depressed individuals,

but not in non-depressed individuals. These results provide support for depression



prevention policies. Furthermore, the data contribute to the understanding of the
pathophysiology and diagnosis molecular of depression, involving the BDNF gene.
Additionally, the results expose the need to assess the influence of smoking habit in
studies on epigenetic changes in depression.

Key words: Epigenetics. Exon IV. Pyrosequencing. BDI-II. Tobacco.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (do inglés World Health
Organization - WHO) e a Associagdo Americana de Psiquiatria (do inglés American
Psychiatric Association - APA), a depressdo é caracterizada por humor deprimido,
perda de interesse ou prazer, alteragcdes no apetite e peso, bem como no sono,
fadiga, falta de concentracdo, sentimentos de culpa ou inutilidade, falta de
autoestima, além de, em seu estagio mais grave, poder levar ao suicidio (APA,
2014; WHO, 2017).

Mais de 264 milhdes de pessoas sao afetadas pela depresséo (JAMES et al.,
2018), estimando-se que em 2030 esse transtorno podera se destacar como a
principal causa de doenca mundial (WHO, 2008). Para as mulheres, a depressao &
evidenciada como a terceira causa de morbidade, ja para os homens ocupa o quinto
lugar (JAMES et al., 2018).

A suscetibilidade para o desenvolvimento da depressao € heterogénea, o que
a torna altamente complexa, uma vez que envolve diversos fatores de risco,
incluindo fatores ambientais, genéticos, epigenéticos, neuroenddcrinos e
neuroimunologicos (DUMAN et al., 2016; LI; SOCZYNSKA; KENNEDY, 2011,
NESTLER, 2014). Nos transtornos psiquiatricos existe uma interacao de dificil
compreensao entre fatores ambientais e diversos genes, 0s quais contribuem de

forma distinta para o seu desenvolvimento (CATTANEO et al., 2016).

Embora ndo exista uma teoria Unica para explicar a natureza da depresséao,
estudos sugerem que o fator inicial para o desenvolvimento da doenca pode estar
relacionado a uma reducéo da sintese do fator neurotréfico derivado do cérebro (do
ingés brain derived neurotrophic factor - BDNF) a nivel transcricional, o que levaria
ao comprometimento da neuroplasticidade. A neuroplasticidade prejudicada indica
alteracdes anormais na neurogénese, ramificacdo do axbnio, dendritos e sinapses
(YANG et al., 2020).

Nesse sentido, estudos sugerem que mecanismos epigenéticos acarretados
por experiéncias ambientais influenciam dinamicamente os niveis BDNF (MIRANDA
et al.,, 2019; VIALOU et al, 2013). Evidéncias indicam que modificacbes

epigenéticas, que incluem a metilagdo de promotores do gene BDNF, estédo
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claramente associadas a fisiopatologia de distlrbios psiquiatricos, incluindo a
depressdo. Portanto, € necessario considerar quais fatores ambientais precisos
influenciam os niveis de metilacdo do gene BDNF em pacientes depressivos
(IKEGAME et al., 2013).

Sabe-se que em individuos depressivos, o risco de fumar é maior do que em
individuos n&o depressivos (JIMENEZ-TREVINO et al., 2019; LUGER; SULS;
VANDER WEG, 2014; WEINBERGER et al., 2016). Dessa forma, ao avaliar os
niveis periféricos de BDNF como biomarcador em pacientes depressivos, sugere-se
levar em consideracdo a influéncia do hébito tabagista (COLLE et al., 2016).

Apesar da literatura ndo apresentar dados com relacdo a metilacdo do gene
BDNF e o habito tabagista, alguns estudos demonstraram aumento dos niveis
proteicos ou de mMRNA de BDNF com habito tabagista ou exposi¢cdo cronica a
nicotina (CZUBAK et al., 2009; JAMAL et al., 2015; KENNY; FILE; RATTRAY, 2000;
NEVES et al., 2017; SON; WINZER-SERHAN, 2009).

Portanto, diante do exposto, hipotetizamos que fatores socioecondémicos e de
estilo de vida, em especial o habito tabagista, assim como alteracdes epigenéticas
podem estar associados a depressdo em nossa amostra. Além disso, acreditamos
gue o habito tabagista possa influenciar os niveis de metilacdo do gene BDNF em

individuos depressivos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIGENETICA: METILACAO DO DNA

Apesar de todas as células de um mesmo organismo compartilharem a
mesma informacgao genética, sabe-se que nem todos os genes permanecem ativos o
tempo todo (PORTELA; ESTELLER, 2010). As informagdes contidas no DNA séo
lidas de formas distintas pelos diferentes tipos de células, ou seja, embora todos os
tipos celulares do corpo contenham a mesma sequéncia de DNA, diferentes genes

sdo expressos por cada uma dessas células (DOR; CEDAR, 2018).

A expressao génica pode ser modulada efetivamente pela regulacéo
epigenética, sem que haja alteracbes na sequéncia de DNA. Os mecanismos da
epigenética incluem a metilacdo do DNA, modificacdes de histonas e controle por
RNAs néo codificadores (CHEN; CHEN, 2017), sendo que a metilacao de citosinas é
a modificacdo epigenética mais estudada em seres humanos (PORTELA,;
ESTELLER, 2010).

O processo de metilacdo de citosinas consiste na adicdo de um grupo metil
em citosinas que precedem as guaninas, ou seja, dinucleotideos CpG (citosina -
fosfato - guanina), na posicdo do quinto carbono, sendo catalisada pelas DNA
metiltransferases (DNMTs) (DELANEY; GARG; YUNG, 2015). Membros da familia
de enzimas DNMTs, mais especificamente DNMT1, DNMT3A e DNMT3B, possuem
atividade metiltransferase, catalisando a transferéncia de um grupo metil de S-
adenosilmetionina para citosinas do DNA, resultando na formacédo de 5-metilcitosina
(5-mC) (QURESHI; MEHLER, 2018).

Embora seja bem aceito que o meio ambiente ndo afeta diretamente as
sequéncias génicas, a metilacdo do DNA é resultante da interacdo entre fatores
genéticos e ambientais, sendo um processo dinamico, exibindo efeitos em virtude de
mudancas ambientais em varios momentos. Fatores ambientais podem afetar o DNA
em nivel de expressdo génica tanto no pré ou pos-natal (DOR; CEDAR, 2018; LIU et
al., 2018).

Nesse sentido, pesquisas tém evidenciado diversos fatores ambientais que

podem implicar em modificacbes na metilagdo do DNA, como poluentes, elementos
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quimicos, aflatoxina B1, dieta e nutricdo, estresse, atividade fisica e consumo de
alcool e tabagismo (ALEGRIA-TORRES; BACCARELLI; BOLLATI, 2011; MARTIN;
FRY, 2018).

Inicialmente a metilagdo do DNA foi relacionada ao silenciamento génico.
Porém, avancos recentes nos estudos em epigenética mostraram que a funcao da
metilacdo depende da sequéncia gendomica e do contexto celular. Dessa forma,
apenas a presenca de 5-mC nao é suficiente para determinar a sua relacdo com a
transcricdo (GREENBERG; BOURC’HIS, 2019; JONES, 2012).

A compreensdo dos efeitos da metilagdo no DNA ainda esta avancando.
Estudos tém mostrado que, geralmente, a metilacdo em regides promotoras com
ilhas CpG (CpGi) associa-se a inativacdo da transcricdo (DOR; CEDAR, 2018;
JONES, 2012; PORTELA; ESTELLER, 2010), da mesma forma ocorre em regioes
promotoras ndao CpGi (HAN et al.,, 2011; HUANG et al., 2018). Ja a metilagdo no
corpo génico ndo associa-se ao silenciamento de genes, sendo que sua funcdo
ainda ndo € bem conhecida (GREENBERG; BOURC’HIS, 2019; HAN et al., 2011,
PORTELA; ESTELLER, 2010).

A metilacdo do DNA possui um papel importante em diversos processos
biologicos, incluindo a organizacdo do genoma, imprinting gendémico, inativacdo do
cromossomo X, splicing de RNA e expressdo génica, ativando ou reprimindo a
transcricdo (LIYANAGE et al.,, 2014). Porém, apesar da metilacio do DNA estar
envolvida em diversos processos biolégicos importantes, os avancos nos estudos da
epigenética nos ultimos anos mostraram que a metilacdo do DNA influencia muitas
doencas, como cancer e doencas neuroldgicas (SALLUSTIO; GESUALDO;
GALLONE, 2019).

Tanto o desenvolvimento quanto a funcdo do sistema nervoso podem ser
afetados por consequéncia da regulacdo epigenética. Desse modo, a epigenética
também vem sendo associada a doencas neuropsiquiatricas, incluindo o autismo, X

fragil, sindrome de Rett, esquizofrenia e depressdo (KUEHNER et al., 2019).

Com relacdo a depressdo, dentre os principais genes candidatos para a
fisiopatologia da doenca inclui-se o BDNF. A maioria dos estudos constatou que em

individuos deprimidos, regides deste gene geralmente encontram-se hipermetiladas,
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0 que pode inibir a sua expressédo (CHEN et al., 2017; LI et al., 2019; PARK et al.,
2019; ZHENG et al., 2016).

2.2 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO - BDNF

O gene BDNF humano encontra-se localizado no cromossomo 11, regido
pl3-14 (CATTANEO et al.,, 2016). Contendo aproximadamente 70 kb, o BDNF
possui nove promotores funcionais que regulam sua expressao e onze éxons, sendo
gue o éxon IX codifica a proteina BDNF (PRUUNSILD et al., 2007).

Através das regides promotoras e mecanismos de splicing alternativos,
diferentes transcritos de BDNF podem ser gerados, mas todos eles traduzindo a
mesma proteina, devido a regido de codificagdo comum na extremidade 3/,
localizada no éxon IX, que contém a sequéncia comum para codificar a proteina pro-
BDNF, a qual posteriormente é clivada em BDNF maduro (CATTANEO et al., 2016).

O BDNF é altamente expresso no corpo mamilar, ponte, hipocampo, cortex
frontal, coliculos, trato olfativo, cerebelo, medula e infundibulo. Transcritos contendo
os éxons I, 1, IV, V e VIl sédo principalmente especificos do cérebro, enquanto os
outros transcritos também séo expressos em niveis variaveis em tecidos ndo neurais
(PRUUNSILD et al., 2007).

A proteina BDNF faz parte da familia de neurotrofinas, sendo o membro mais
amplamente distribuido, o qual estd envolvido em uma infinidade de funcbes
biolégicas no cérebro (DWIVEDI, 2013). Os fatores neurotroficos sao importantes
reguladores da sobrevivéncia, desenvolvimento, funcdo e plasticidade neural.
Estudos apontaram que o BDNF além de apresentar efeitos na sobrevivéncia
neuronal, influencia o desenvolvimento e plasticidade sinaptica (IKEGAME et al.,
2013).

Dessa forma, estruturas cerebrais, bem como suas funcdes podem ser
prejudicadas devido a alteracdes no nivel de expressdo do BDNF (HING et al.,
2012). Nesse sentido, acredita-se que uma reducéo na atividade do gene BDNF no
hipocampo possa estar diretamente relacionada a fisiopatologia da depresséo e
essa atividade tem sido extensivamente estudada (HACIMUSALAR; ESEL, 2018).



23

Devido a dificuldade de estudar os niveis de BDNF diretamente no cérebro,
estudos tém avaliado o BDNF periférico, o qual pode ter seu nivel obtido através de
amostras de sangue (SEN; DUMAN; SANACORA, 2008). Portanto, considerando a
vantagem de amostras periféricas, é possivel que a utilizacdo de niveis de BDNF no
sangue possa ser um potencial biomarcador para a depressado (FUCHIKAMI et al.,
2011).

2.3 BDNF E DEPRESSAO

Apesar de a depressédo ser uma doenca heterogénea, um fator altamente
relevante para a sua compreensao € o estresse (NOTARAS; VAN DEN BUUSE,
2020), o qual também ocasiona menor disponibilidade de BDNF, levando ao
comprometimento da sobrevivéncia e fungbes neuronais (DUMAN; HENINGER,;
NESTLER, 1997; SMITH et al., 1995).

Alteracbes na estrutura e funcdo do hipocampo devido ao estresse
embasaram a justificativa para a analise da associacao de fatores neurotréficos na
depressdo. Estudos apontaram que o estresse diminui a expressdo de fatores
neurotréficos especificos em regides limbicas do cérebro, enquanto que o uso de
antidepressivos exerce acbes opostas (DUMAN; MONTEGGIA, 2006). Foi
demonstrado que o BDNF desempenha um papel importante na fisiopatologia de
transtornos psiquiatricos, fornecendo evidéncias para apoiar a hipotese neurotrofica
da depressao (YANG et al., 2020).

Pesquisas relataram que em individuos deprimidos, 0s niveis séricos de
BDNF eram menores quando comparados a controles saudaveis (BOCCHIO-
CHIAVETTO et al., 2010; BUS et al., 2015; KAREGE et al., 2002; MOLENDIJK et al.,
2011, 2014; POLYAKOVA et al., 2015; SEN; DUMAN; SANACORA, 2008).

Adicionalmente, estudos avaliando tratamentos antidepressivos especificos
em individuos deprimidos observaram aumento nos niveis de BDNF apés o
tratamento (BRUNONI; LOPES; FREGNI, 2008; CATTANEO et al., 2010; CHEN et
al., 2001; DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997; MOLENDIJK et al.,, 2014,
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NIBUYA; MORINOBU; DUMAN, 1995; POLYAKOVA et al.,, 2015; SEN; DUMAN;
SANACORA, 2008; SHIMIZU et al., 2003; XIAO et al., 2018; ZHOU et al., 2017).

Corroborando com esses resultados, pesquisas envolvendo modelo animal
estressado/deprimido (ratos ou camundongos) encontraram resultados semelhantes,
sustentando a associacéo entre BDNF e depressédo (ANGELUCCI et al., 2000, 2003;
CAPIBARIBE et al., 2019; PIZARRO et al., 2004; QIAO et al., 2017; REUS et al.,
2011; ROCERI et al., 2004; SHIRAYAMA et al.,, 2002; SMITH et al., 1995;
TSANKOVA et al., 2008).

Além disso, estudos de neuroimagem relataram menor volume hipocampal
em pacientes deprimidos, o que pode estar relacionado com a reducdo de
neurotrofinas, bem como o posterior aumento do volume apO0s o uso de
antidepressivos (BARCH et al., 2019; BREMNER et al., 2000; COBB et al., 2013;
MALYKHIN et al., 2010; RODDY et al., 2019; WARNER-SCHMIDT; DUMAN, 2006).

Pesquisas sobre alteracbes epigenéticas também foram realizadas,
envolvendo o papel da metilacdo do gene BDNF na depresséo. Evidéncias indicam
gue pacientes depressivos possuem maiores niveis de metilacdo em regides do
gene BDNF, quando comparados a pacientes saudaveis (CARLBERG et al., 2014;
D’ADDARIO et al., 2013; JANUAR et al., 2015; KANG et al., 2015; KELLER et al.,
2010; ROY; SHELTON; DWIVEDI, 2017; ZHENG et al., 2016)

No entanto, algumas pesquisas investigando a relacdo entre BDNF e
depressdo ndo encontraram resultados semelhantes. Estudos envolvendo pacientes
depressivos ndo observaram diferencas significativas nos niveis proteicos de BDNF
entre 0s que fizeram tratamento antidepressivo e os controles (BASTERZI et al.,
2009; BRUNONI et al., 2014). De forma semelhante, outros estudos ndo observaram
alteracdes nos niveis de BDNF apos terapia de estimulagdo cerebral ndo invasiva
(BRUNONI et al., 2015) e eletroconvulsoterapia (LIN et al., 2013) em pacientes
depressivos. Além disso, um estudo realizado por Fuchikami e colaboradores (2011)
nao encontrou alteracdes nos niveis de metilacdo em parte da regido promotora do

éxon |V entre pacientes deprimidos e controles.

Dessa forma, a hip6tese neurotréfica da depressdo ainda ndo se encontra

bem consolidada, sugerindo a necessidade de mais pesquisas. Porém, estudos
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envolvendo o papel do BDNF na depresséao séo justificadas, devido ao seu potencial
uso terapéutico para a doenca, bem como as limitacdbes nos tratamentos

antidepressivos atuais, como a nao resposta ao tratamento (GROVES, 2007).

2.4 DEPRESSAO

A depressado esta entre os distarbios psiquiatricos mais comuns para causa
de incapacidade global (JAMES et al., 2018; WHITEFORD et al., 2013; WHO, 2008),
com mais de 264 milhdes de pessoas afetadas (JAMES et al., 2018). Em 2030, a
doenca deve ocupar o primeiro lugar, destacando-se como a principal causa de
doenga mundial (WHO, 2008).

Conforme apresentado pela WHO (2017), entre os anos de 2005 a 2015, a
estimativa total de pessoas que vivem com depressao aumentou 18,4%, sendo uma
doenca mais comum entre as mulheres do que homens. Para as mulheres, a
depressdo representa a terceira causa de morbidade desde 2007. Ja para 0s
homens, entre os anos de 2007 e 2017, a depressdo passou a ocupar o quinto lugar
(JAMES et al., 2018).

A doenca é frequentemente crbnica e progressiva e aproximadamente 60%
dos acometidos apresentam episodios recorrentes (MONROE; HARKNESS, 2011),
sendo estes distintos e com duracdo de pelo menos duas semanas (APA, 2014).
Além disso, pode afetar individuos em qualquer idade, sendo mais frequente em
grupos etarios mais velhos, e quando desenvolvida na adolescéncia, 0 risco para

sua recorréncia na idade adulta é alto (WHO, 2003).

Critérios diagnosticos para a depressao incluem humor deprimido na maior
parte do dia, acentuada diminuicdo do interesse ou prazer em todas ou quase todas
as atividades, perda ou ganho significativo de peso sem fazer dieta, reducdo ou
aumento do apetite, insdnia ou hipersonia, agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga ou
perda de energia, sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva, capacidade
diminuida para pensar, se concentrar ou indecisdo, pensamentos recorrentes de

morte, ideacao, tentativa ou plano suicida recorrente (APA, 2014; WHO, 2017).
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Com base na quantidade de sintomas, bem como a gravidade que
apresentam, um episodio depressivo pode ser dividido em trés graus: leve,
moderado e grave. No episédio leve, estdo presentes pelo menos dois a trés
sintomas no paciente, porém, apesar de sofrer, provavelmente a maior parte de suas
atividades ndo € prejudicada. No episdédio moderado, estdo presentes quatro ou
mais sintomas, além de muita dificuldade para continuar as atividades de rotina. Ja
no episodio grave, varios sintomas estdo presentes e sdo angustiantes, ocorrendo
uma perda de auto-estima, ideias de culpa, atos suicidas e sintomas
psicossomaticos. Além disso, episédios graves podem ainda apresentar-se com ou
sem sintomas psicoticos (WHO, 1993).

O desenvolvimento da depresséo € bastante heterogéneo, podendo envolver
a anormalidade na funcdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), fatores
neurotréficos, esteréides sexuais, neurotransmissores, sinalizacao intracelular,
transcricdo génica, traducdo e modificagcbes epigenéticas que influenciam no
comportamento neuronal (DUMAN et al., 2016). Ou seja, é uma doenca complexa,
envolvendo fatores de risco psicossociais, genéticos, epigenéticos, neuroenddocrinos
e neuroimunolégicos (DUMAN et al., 2016; LI; SOCZYNSKA; KENNEDY, 2011;
NESTLER, 2014).

Episodios depressivos podem ter causas distintas em diferentes pacientes,
bem como um mesmo paciente pode apresentar episédios em momentos distintos,
ocasionados também por fatores distintos. Dessa forma, estressores biolégicos ou
psicossociais resultam em diferentes patogéneses que respondem diferente e

preferencialmente a determinadas intervencées (MALHI; MANN, 2018).

Apesar do crescimento substancial de pesquisas envolvendo regides
cerebrais candidatas, ainda permanecem lacunas para elucidar a complexidade dos
diversos sintomas causados pela depressdao, bem como seu tratamento
(KRISHNAN; NESTLER, 2008). Embora existam varios tratamentos disponiveis,
muitos pacientes nao respondem satisfatoriamente, apresentando depressao
recorrente resistente ao tratamento (BERLIM; TURECKI, 2007).
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2.5 COMORBIDADE DEPRESSAO E TABAGISMO

A depressédo e o tabagismo sdo altamente comorbidos. Diversos estudos
relataram associacdo entre depressdo e habito tabagista (BORCOI et al., 2020;
LUGER; SULS; VANDER WEG, 2014; WEINBERGER et al., 2016). Além disso,
comparado a individuos ndo depressivos, individuos com depressao apresentam
maior risco de fumar (JIMENEZ-TREVINO et al., 2019), bem como maior dificuldade
para parar de fumar (WEINBERGER et al., 2016).

De acordo com Cook e colaboradores (2014), entre os anos de 2004 e 2011,
a porcentagem de fumantes sem doenca mental diminuiu de 29,5% para 15,6%,
enquanto que entre individuos com doenca mental, a porcentagem caiu de 28,8%

para 27%, nao sendo considerada uma reducéo significativa.

Existem duas principais hipoteses que relacionam a depressao ao tabagismo,
porém os resultados ainda sdo inconsistentes. Rubin e colaboradores (2020)
sugerem que pacientes depressivos fumam para aliviar os sintomas da doenca. A
depressdo frequentemente € associada a algum comportamento posterior do
tabagismo, seja o0 seu inicio, aumento do consumo ou a dependéncia, sugerindo um
efeito de causa (FLUHARTY et al., 2017).

Paralelamente, diversos estudos apontam que ser fumante € uma condi¢cao
gue aumenta o risco de desenvolvimento de depressédo (BAKHSHAIE; ZVOLENSKY;
GOODWIN, 2015; WOOTTON et al., 2020). Nesse caso, evidéncias da exposicao ao
fumo e o posterior desenvolvimento da depressdo indicam um efeito de
consequéncia (FLUHARTY et al., 2017).

Em uma meta-analise, Luger, Suls e Vander Weg (2014) observaram que
fumantes atuais e ex-fumantes tinham maior chance de depressdo, comparado a
individuos que nunca fumaram. Além disso, entre individuos fumantes e ex-
fumantes, os fumantes atuais apresentaram maior probabilidade de desenvolverem
depressdo. Os resultados sugerem ainda que essa relacdo € independente de

outros fatores que poderiam moderar a relagao.
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2.6 BDNF E TABAGISMO

Niveis de BDNF podem ser influenciados pelo comportamento tabagista
(MACHAALANI; CHEN, 2018). Em um experimento envolvendo modelo animal,
Maggio e colaboradores (1997) evidenciaram que a nicotina aumentou niveis de
BDNF no corpo estriado, ndo verificando aumento em outras areas do cérebro.
Posteriormente, Kenny, File e Rattray (2000) observaram no hipocampo de
camundongos, que o uso agudo de nicotina diminuiu a expressdao de BDNF,

enquanto 0 seu uso crénico aumentou a expressao.

A literatura sobre BDNF e tabagismo ainda apresenta inconsisténcia. Alguns
estudos ndo encontraram diferencas significativas entre os niveis de BDNF em
fumantes e ndo fumantes (BHANG; CHOI; AHN, 2010; XIA et al., 2019). Por outro
lado, outros estudos mostraram aumento da expressdo de BDNF com o habito
tabagista ou exposicao a nicotina (CZUBAK et al., 2009; JAMAL et al., 2015; NEVES
et al., 2017; SON; WINZER-SERHAN, 2009).

Conforme sugerido por Neves e colaboradores (2017), as alteracbes nos
niveis de BDNF podem ser dependentes do nivel de consumo de cigarros. Os
autores investigaram as diferencas nos niveis de BDNF entre fumantes pesados,
fumantes leves e ndo fumantes e observaram niveis mais elevados de BDNF

apenas nos fumantes pesados.

Estudos recentes tém observado alteragcdes no epigenoma associadas ao
tabaco. Com relacdo ao gene BDNF, Toledo-Rodriguez e colaboradores (2010)
compararam adolescentes expostos ao tabagismo materno durante o pré-natal e
adolescentes ndo expostos. Os autores observaram uma associacdo entre o
tabagismo materno durante o pré-natal e maiores niveis de metilacdo nos filhos, no
promotor do éxon VI do gene. No entanto, a literatura carece de estudos envolvendo

a metilacdo do gene BDNF e o tabagismo atual.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relacdo entre depressao e habito tabagista em relacdo aos niveis de
metilagdo na regido promotora do éxon IV do gene BDNF, em usuérios do Sistema
Unico de Saude (SUS) do municipio de Alegre — Espirito Santo (ES).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil socioecondémico, condi¢cdes de saude e estilo de vida da
amostra estudada;

e Verificar os fatores determinantes para depressédo na amostra estudada,

e Verificar se ha relacdo entre o habito tabagista e depressdo na amostra
estudada;

e Verificar se ha diferencgas entre os niveis de metilacdo na regido promotora do
exon IV do gene BDNF em todas as CpGs analisadas entre individuos
depressivos e controles;

e Verificar se ha diferencas entre os niveis de metilacdo na regido promotora do
éxon IV do gene BDNF em todas as CpGs analisadas entre individuos que
fazem uso de medicacéo antidepressiva e os que nao fazem;

e Verificar se ha diferencas entre os niveis de metilacdo na regido promotora do
éxon IV do gene BDNF em todas as CpGs analisadas entre individuos
depressivos que fazem uso de medicacao antidepressiva e 0s que nao fazem;

e Verificar se existem diferencas entre niveis de metilacdo na regido promotora
do éxon IV do gene BDNF em todas as CpGs analisadas entre individuos
com hébito tabagista e sem o habito tabagista;

e Verificar a relacdo entre depressao e habito tabagista nos niveis de metilacao
da regido promotora do éxon IV do gene BDNF em todas as CpGs

analisadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Espirito
Santo (CEP/CCS-UFES), sob os nimeros 1.574.160/2016 e 3.420.734/2019 (Anexo
1 e 2). Vale ressaltar que essa dissertagao integra o Projeto de Pesquisa “Avaliagao
epigenética dos genes BDNF e NR3C1 e a relacdo com a seguranca alimentar e

nutricional, a saude e o estilo de vida de adultos, usuarios do SUS”.

4.2 CASUISTICA

Foi firmada parceria, por meio de carta de acordo e reunido expositiva com
apresentacdo do projeto, entre a Secretaria de Saude de Alegre — ES, o
coordenador de todas as Unidades Basicas de Saude (UBS) e Programa de Agentes

Comunitéarios de Saude (PACs) também do mesmo municipio.

Realizou-se um estudo transversal com individuos atendidos pela rede de
atencao basica de saude do SUS do municipio de Alegre — ES. Foram adotados
como critérios de inclusdo possuir faixa etaria entre 20 e 59 anos, ser o Unico
individuo residente no domicilio a participar da pesquisa e possuir condi¢cdes
cognitivas para responder aos questionarios. Os individuos que ndo se enquadraram

nos critérios acima foram excluidos da pesquisa.

As UBSs e PACs forneceram o cadastro de todas as familias assistidas pelo
SUS. A partir dos dados coletados, a selecdo dos entrevistados foi realizada por
conveniéncia e recrutados por meio dos agentes comunitarios de saude de cada
UBSs e PACs, com apresentacao, divulgacdo do estudo e convite para participacao.
A partir da adesédo, os individuos que se voluntariaram assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3), conforme a Resolucdo n°
466/12, do Conselho Nacional de Saude (CNS).

A coleta de dados foi realizada nas UBSs por meio de um questionario de

avaliacdo socioecondmica, saude e estilo de vida (Apéndice 1). Além disso, realizou-
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se coleta de sangue dos individuos, avaliacdo antropométrica e aplicou-se o
Inventario de Depresséo de Beck Il (BDI-II) (Anexo 4).

4.3 CALCULO AMOSTRAL

A amostra foi calculada por meio do programa OpenEpi verséo 3.01, que
utiliza a férmula abaixo (Figura 1). Assumiu-se precisao absoluta de 5%, intervalo de
confianca de 95% e efeito de desenho de 1, considerando amostra aleat6ria. Em
relacdo a populagédo, foi utilizado como base o cadastro E-SUS do municipio de
Alegre - ES, que forneceu um total de 10.222 habitantes entre 20-59 anos,
correspondente a populacdo adulta do municipio atendida pela Rede de Atencéo

Basica em Saude.

n = deff x Npq

2

(N=D)+pq

5

1.96°

Figura 1. Férmula para o célculo amostral onde: h= Tamanho da amostra; deff= Efeito de desenho;
N= Populacédo; p= Proporcédo estimada do evento; g= 1 — p; d= Precisdo absoluta desejada.

A amostra foi estratificada por UBSs e PACs e por localizacao rural e urbana,
segundo os dados da Secretaria Municipal de Saude de Alegre — ES. As UBSs e
PACs envolvidas foram incluidas com probabilidade igual a 1 e tomou-se por
referéncia a proporgéo estimada de depressdo de 19% (BORCOI et al., 2020). Por

fim, a amostra estimada foi de 232 individuos.

4.4 AVALIACAO SOCIOECONOMICA, CONDICOES DE SAUDE MENTAL E
ESTILO DE VIDA

O levantamento socioeconémico, condicdes de saude e estilo de vida foi
realizado por meio de questionario individual, o qual incluiu perguntas sobre género,

idade, situacdo conjugal, escolaridade, localizacdo da residéncia e renda, sendo
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definida baixa renda por uma renda per capita/dia inferior a $ 5 (cinco dolares
americanos) (NERI, 2008).

Além disso, condicbes de saude mental incluiram autorreferéncia de
depressdo e utilizagdo de antidepressivos (AD), identificando os seguintes AD:
venlafaxina, duloxetina, fluoxetina, paroxetina, amitriptilina, bupropiona, tradozona e
desvenlafaxina. Ja as condicdes de estilo de vida incluiram a pratica de atividade de

lazer e atividade fisica, bem como o consumo de tabaco e alcool.

4.5 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

A avaliacdo antropométrica foi realizada entre 7h e 8h da manh&, com os
individuos em jejum minimo de 8 horas. A estatura foi avaliada com o uso de
estadibmetro Alturexata® (com capacidade maxima de 2,10 m), com os individuos
descalcos, eretos e com os bracos esticados ao longo do corpo, cabeca alinhada a

postura, estabelecendo-se um ponto fixo do olhar (BRASIL, 2011).

O peso foi aferido em uma balanca de bioimpedancia bipolar Tanita®, com
monitor de gordura corporal acoplado, de marca BC601® (com divisdo de 100g e
capacidade maxima de 150kg), usando o minimo de roupas, descalcos, em pé na
plataforma da balanca, de maneira que o0s pés estivessem em contato com a
superficie metalica da balanca e os bracos estendidos ao longo do corpo, conforme

indicacdo do manual.

O percentual de gordura corporal foi classificado de acordo com faixa etéaria e
sexo, com base no manual da balanca. O indice de Massa Corporal (IMC) foi
calculado e classificado seguindo a referéncia para adultos (20-59 anos)
(GALLAGHER et al., 2000; WHO, 2000).

4.6 AVALIACAO DE DEPRESSAO

O Inventario de Depressédo de Beck (BDI) desenvolvido originariamente em
1961 trata-se de uma escala de auto-relato capaz de avaliar a presenca, intensidade

e gravidade dos sintomas depressivos (BECK et al., 1961). Uma nova versao, BDI-II,
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foi publicada em 1996, com base em modificacdes no diagnéstico de depressao
introduzidas pelo DSM-IV (Manual Diagndstico Estatistico de Transtornos Mentais-
4), com mudancas em alguns critérios para o diagnostico e severidade (WANG;
GORENSTEIN, 2013).

O BDI-Il consiste em um questionario contendo 21 itens, que avaliam
sentimentos da pessoa nas Ultimas duas semanas, conforme DSM-IV, classificados
em uma escala de 4 pontos, que varia entre 0 e 3, com pontuagfes mais altas
consideradas indicativas de sintomas mais graves de depresséo, sendo a pontuacao
maxima possivel de 63 pontos (JACKSON-KOKU, 2016). Neste estudo, utilizamos a
versdo revisada (BDI-Il) traduzida ao portugués e para minimizar o Vviés, 0
guestionario foi preenchido individual e pessoalmente, sendo aplicado por apenas

uma pessoa treinada.

Embora seja um instrumento particularmente adequado para uso com
pacientes psiquiatricos, tem sido amplamente usado na clinica e em pesquisa com
pacientes ndo psiquiatricos e na populacéao geral, com validacdo e confiabilidade na
populacdo brasileira em sua versdo em portugués. O coeficiente de correlacdo
intraclasse do BDI-Il foi de 0,89 e o coeficiente alfa de consisténcia interna de
Cronbach foi de 0,93 (GOMES-OLIVEIRA et al., 2012).

Ainda que o BDI-Il ndo seja um instrumento para diagnoéstico de depressao,
na comunidade e populacbes de pacientes de cuidados primarios, a depresséo
clinica é estimada com precisdo (sensibilidade de 94% e especificidade de 92%)
utilizando o ponto de corte 18 para o BDI-lIl (ARNAU et al., 2001; HAMID et al., 2004;
WANG; GORENSTEIN, 2013). Dessa forma, a variavel desfecho estudada foi
denominada depressdao, com triagem positiva definida por escore BDI-Il = 18
(BORCOI et al., 2020).

4.7 COLETA DE SANGUE, ANALISE MOLECULAR E EPIGENETICA

A coleta de sangue foi realizada em local apropriado nas UBSs, por
profissionais habilitados, entre 7 e 8 horas da manha. Foram coletadas amostras de

10 mL, por puncdo venosa, em seringas descartaveis e transferidos 3mL para um
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tubo com anticoagulante EDTA (acido etilenodiaminotetracético), homogeneizados
por inversao de 5 a 8 vezes e mantidos sob refrigeracao.

O DNA contido no sangue coletado dos individuos foi extraido no Laboratério
de Biotecnologia da UFES, para posterior andlise do estado de metilacdo em
dinucleotideos CpG da regido promotora do éxon IV do gene BDNF, o qual foi
quantificado por pirossequenciamento pés conversao por bissulfito no Laboratério de

Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos - SP.

4.7.1 Extragao e quantificagcdo do DNA genGmico

A extracdo do DNA foi realizada a partir de uma aliquota de 500 uL de sangue
total proveniente de tubo contendo anticoagulante EDTA. Foi utilizado o método de
Salting-Out com precipitacdo salina, de acordo com a metodologia adaptada de
Salazar e colaboradores (1998).

Aos 500uL de sangue, foi adicionado 1,5 mL de tampao de lise de células
sanguineas (Cloreto de Amonio, Carbonato acido de Potassio, EDTA) em um tubo
tipo eppendorf. ApOs processo de homogeneizacdo por inversdo, o tubo
permaneceu em gelo por, no minimo, 30 minutos, para que as ceélulas vermelhas
fossem lisadas. Centrifugou-se por 15 minutos a 3100 rpm a 4°C, com posterior
descarte do sobrenadante. Estes passos foram repetidos até a obtencdo de um

pellet de cor esbranquicada.

Em seguida, ressuspendeu-se o pellet com 300uL tampao de lise nuclear
(Tris-HCI, NaCl, EDTA) (1x) com posterior agitacdo em vortex por 30 segundos.
Adicionou-se 1uL de proteinase K (20 mg/mL) e misturou-se cuidadosamente com a
solugao anterior. Apos esta etapa foi adicionado 30uL de SDS (Dodecil Sulfato de
Sodio) 10% e misturou-se cuidadosamente o tubo até formacdo de uma solugéo
viscosa. Incubou-se por 12h a 37°C. Adicionou-se 160 uyL de NaCl (5M) e 140 mL de
tampéo TE (Tris-EDTA) e misturou-se vigorosamente por 30 segundos em vortex. O
tubo permaneceu em gelo por 10 min. Em seguida, centrifugou-se por 15 minutos a
16000xg a 4°C.

Com o resultado da centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um

novo tubo e o DNA foi precipitado adicionando-se 2 volumes de etanol absoluto
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(temperatura ambiente). Procedeu-se centrifugacdo por 10 minutos a 10000rpm.
Descartou-se o sobrenadante e acrescentou-se 1mL de etanol 70% (temperatura
ambiente), para a retirada de sal. Novamente a amostra foi centrifugada, porém por
10 minutos a 16000xg, 4°C. Desprezou-se 0 sobrenadante e acrescentou-se 1mL de
etanol 70% (temperatura ambiente), seguido de centrifugacdo por 5 minutos a
16000xg a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a amostra descansou em
temperatura ambiente até evaporacdo completa do alcool. Por fim, o DNA presente
no fundo do tubo foi ressuspendido em 80 uL tamp&o TE e incubado a 65°C por 30

minutos em banho maria. O material foi armazenado a -80°C para uso futuro.

Para verificacdo da qualidade e concentracdo do DNA, executou-se leitura em
NANODROP® em comprimento de onda A= 260 e 280nm (BARBOSA, 1998). A
razao entre as leituras de 260nm e 280nm pode ser considerada um indicador de
pureza da amostra. Razbes com valores aproximados de 1,8 a 2,0 podem ser

consideradas livres de contaminantes (Manual Nanodrop® 2000c).

4.7.2 Converséao por bissulfito

A partir do DNA gendmico extraido, foi utilizado 1 ng de cada paciente para
tratamento com bissulfito de sédio utilizando-se EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo

Research), de acordo com os protocolos recomendados pelos fabricantes.

O protocolo consiste em etapas de desnaturacao, purificacdo, dessulfonacao,
precipitacéo e eluicdo. No final, as citosinas ndo metiladas se convertem em uracilas
e posteriormente em timinas, enquanto que nao ocorre alteracdo das 5-mC, por

serem resistentes a reacdo (FROMMER et al., 1992).

Por oferecer uma abordagem qualitativa, quantitativa e eficiente para
identificacdo de 5-mC, esta técnica € considerada padréo-ouro para a detec¢édo da
metilacdo do DNA (LI; TOLLEFSBOL, 2011).
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4.7.3 Amplificag&o por Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A regido de interesse amplificada compreende a regido promotora do éxon IV
do gene BDNF (chr11:27.701.519-27.701.826), contendo 308 pares de bases.

Foi utilizado HotStart Tag DNA Polymerase (Qiagen®) e primers descritos por
Braithwaite e colaboradores (2015). As condi¢cdes de PCR e os primers estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Primers e condi¢cdes para Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacdo da
regido de interesse.

Primers BDNF Condicdes de PCR
Forward 95° (14°30”)
GGGTTGGAAGTGAAAATATTTGTAAA 94° (30”)
Reverse biotinelado 59° (30”) 45x
CCCCATCAACCAAAAACTCCATTTAATCTC 72° (30”)

72° (10))

4° o

BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro; PCR: reacdo em cadeia da polimerase.

O produto da reacdo de PCR foi confirmado em gel de agarose (2%)

utilizando GelRedTM (Uniscience®).

4.7.4 Pirosequenciamento

Foi realizado o pirosequenciamento em PSQ96ID (Qiagen®, Valencia, CA)
com o kit reagente PyroMark Gold Q96 (Qiagen®, Valencia, CA), de acordo com as

instrucdes recomendadas pelo fabricante.

O pirosequenciamento requer uma fita simples de DNA (ssDNA), gerada a
partir do produto de PCR biotinilado, o qual permite a separagao das duas cadeias
do amplicon. O método é baseado em um sistema de sequenciamento por sintese,

no qual nucleotideos séo dispensados e incorporados na cadeia de extensao. Para
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isso, além do ssDNA e dos nucleotideos, sdo necessarias quatro enzimas (DNA
polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase), bem como dois substratos
diferentes, incluindo adenosina 5 'fosfossulfato (APS) e luciferina (DELANEY;
GARG; YUNG, 2015).

Foram utilizados dois sequencing primers para obtencdo de duas sequéncias
de dispensacao, devido ao tamanho do amplicon (Tabela 2). A regido lida inclui a
sequéncia onde se liga o fator de transcricdo e os sitios CpG analisados

correspondem a CpGs 1-7, conforme Braithwaite e colaboradores (2015).

Tabela 2. Sequencing primers utilizados para leitura da sequéncia da regido promotora do éxon IV do
gene BDNF, correspondente aos sitios CpG 1-7.

Sequencing primer Sitios CpG
GGTAGAGGAGGTATTATATGATAG 1-2-3-4
TTTAGTGGATTTTTATTTATTTTTT 5-6-7

CpG: citosina-fosfato-guanina.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado para examinar a
normalidade de cada variavel quantitativa. A descricdo da amostra foi realizada
apresentando as frequéncias relativas e absolutas para variaveis qualitativas, além

de mediana e valores minimo e maximo para variaveis quantitativas.

A andlise univariada foi realizada utilizando modelo de regressédo de Poisson
com variancia robusta para identificar potenciais fatores associados a depresséao na
amostra. Variaveis preditivas que obtiveram um valor p <0,20 foram inseridas pelo
método backward nas analises multivariadas de regressao de Poisson com variancia
robusta, permanecendo em cada etapa varidveis significativas com p <0,05, até
obtencdo de um modelo final, em que todas as variaveis apresentaram p <0,05.
Para verificar a aderéncia final deste modelo, um ajuste foi realizado, utilizando o

teste de Hosmer & Lemeshow.

Niveis de metilacdo foram comparados por meio do teste U de Mann-Whitney

entre os pacientes: Nao depressivos x Depressivos; Nao uso de AD x Uso de AD;
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Depressivos sem uso de AD x Depressivos com uso de AD; e Sem hébito tabagista

x Com hébito tabagista.

Pacientes com niveis de metilacdo > 0 foram incluidos em um Modelo Linear
Generalizado (GLzM), assumindo distribuicio Gamma, incorporando as variaveis

depresséo e habito tabagista, bem como potenciais fatores de confuséo.

Por fim, niveis de metilagdo foram comparados por meio do teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn, entre os grupos: ndo depressivo sem
hébito tabagista (NDep-NTab); ndo depressivo com habito tabagista (NDep-Tab);
depressivo sem habito tabagista (Dep-NTab); e depressivo com habito tabagista
(Dep-Tab).

Todos os testes utilizaram intervalo de confianca de 95% e foi considerado
nivel de significancia de 5% (p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas
utilizando os Software IBM SPSS Statistics®, versao 20 e STATA/MP®, versao 14.1.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DESCRITIVA

A amostra foi constituida por 382 individuos, sendo a maioria do género
feminino (81,2%), residentes da area urbana (64,7%) e com idade mediana de 42,5
anos, conforme apresentado nas Tabelas 3 e 4. As demais caracteristicas do perfil
socioecondmico estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil socioecondmico da amostra.

Variaveis N %
Género

Masculino 72 18,8
Feminino 310 81,2
Localizacdo da Residéncia

Rural 133 34,8
Urbana 247 64,7
N&o avaliado 2 0,5

Escolaridade

< 9 anos de estudo 162 42,4
> 9 anos de estudo 212 55,5
Nao avaliado 8 2,1

Situacdo conjugal

Sem vinculo matrimonial 145 38,0
Com vinculo matrimonial 227 59,4
Nao avaliado 10 2,6
Classificacéo de renda

Baixa renda (< $ 5,00/dia) 157 41,1
Nao baixa renda (= $ 5,00/dia) 223 58,4
Nao avaliado 2 0,5
Total 382 100

Tabela 4. Varidveis numéricas de caracterizagdo da amostra estudada.

Variaveis N Mediana (DP) Min-Max
Idade 382 42,5 (10,98) 20-59
IMC 380 27,0 (5,81) 17 -50

IMC: indice de massa corporal; DP: desvio padrdo; Min: minimo; Max: maximo.
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Com relagdo ao estilo de vida, 45,3% dos individuos afirmaram praticar
alguma atividade de lazer e 36,1% praticarem alguma atividade fisica. O consumo
de élcool foi relatado por 32,2% dos individuos e o consumo de tabaco por apenas
7,3% da amostra (Tabela 5).

Tabela 5. Caracterizacdo do estilo de vida da amostra.

Variaveis N %

Atividade de lazer

Nao 203 53,1
Sim 173 45,3
N&o avaliado 6 1,6

Atividade fisica

Nao 237 62,0
Sim 138 36,1
N&o avaliado 7 19

Consumo de alcool

N&o 257 67,3
Sim 123 32,2
Nao avaliado 2 0,5

Habito tabagista

Nao 353 92,4
Sim 28 7.3
N&o avaliado 1 0,3
Total 382 100

A prevaléncia da depressdo na amostra estudada foi de 20,2% e o uso de

algum antidepressivo foi relatado por 9,7% dos individuos (Tabela 6).
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Tabela 6. Caracterizacdo das variaveis relacionadas a depressdo e uso autorreferido de
medicamentos antidepressivos.

Variaveis N %

Depresséo autorreferida

Nao 319 83,5
Sim 62 16,2
N&o avaliado 1 0,3
Depressédo (BDI-Il 218)

Nao 272 71,2
Sim 77 20,2
N&o avaliado 33 8,6
Uso de antidepressivo

Nao 266 69,6
Sim 37 9,7
N&o avaliado 79 20,7
Total 382 100

BDI-II: inventéario de depressédo de Beck Il.

Para analises de metilacdo da regidao promotora do éxon IV do gene BDNF,
contendo 7 sitios CpGs, foi realizado pirosequenciamento pOs conversado por
bissulfito em amostras de DNA de 302 pacientes (Tabela 7).

Tabela 7. Caracterizacdo do perfil de metilacdo da regido promotora do éxon IV do gene BDNF da
amostra.

Sitio CpG N Mediana (DP) Min-Max

CpG1 302 4,24 (1,90) 0,00 — 12,27
CpG 2 302 2,33 (3,20) 0,00 - 13,22
CpG3 302 4,86 (5,76) 0,00 - 23,13
CpG 4 302 3,94 (5,32) 0,00 — 25,95
CpG5 302 6,26 (8,02) 0,00 - 32,11
CpG 6 302 0,00 (1,93) 0,00 - 16,87
CpG7 302 4,27 (6,02) 0,00 - 38,28
Média CpG 1-7 302 4,05 (4,14) 0,00 - 16,93

CpG: citosina-fosfato-guanina; DP: desvio padrdo; Min: minimo; Max: maximo.

5.2 FATORES DETERMINANTES PARA DEPRESSAO

De acordo com o teste univariado de regressdo de Poisson com variancia

robusta, os seguintes fatores foram associados positivamente (p<0,20) com a
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depresséo: género, situacdo conjugal, atividade de lazer, habito tabagista e a

metilacdo das CpGs 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 da regidao promotora do éxon IV do gene

BDNF (Tabela 8).

Tabela 8. Andlise univariada de regressao de Poisson com variancia robusta.

Variavel dependente: Depressao

Regresséo de Poisson Univariada

Fatores independentes IRR (IC 95%) Valor p
Género 3,48 (1,46 — 8,30) 0,005 **
Idade 1,00 (0,98 — 1,02) 0,828
Localizacdo da residéncia 1,26 (0,81 - 1,97) 0,300
Escolaridade 0,68 (0,46 — 1,01) 0,057 *
Situacao conjugal 0,60 (0,41 - 0,89) 0,012 **
Classificagdo de renda 0,75 (0,50 — 1,11) 0,151 *
Atividade lazer 0,53 (0,34 -0,81) 0,004 **
Atividade fisica 0,78 (0,45 -1,33) 0,359
Consome élcool 0,87 (0,56 — 1,34) 0,531
Habito tabagista 2,41 (1,54 - 3,78) <0,000 **
IMC 1,02 (0,99 — 1,06) 0,208
Metilacdo BDNF CpG 1 1,12 (1,02 - 1,23) 0,021 **
Metilacdo BDNF CpG 2 1,10 (1,05 -1,17) <0,000 **
Metilacdo BDNF CpG 3 1,04 (1,00 - 1,07) 0,013 **
Metilacdo BDNF CpG 4 1,04 (1,01 - 1,08) 0,014 **
Metilacdo BDNF CpG 5 1,04 (1,01 - 1,06) 0,002 **
Metilacdo BDNF CpG 6 1,02 (0,92 - 1,12) 0,756
Metilacdo BDNF CpG 7 1,04 (1,01 -1,07) 0,012 **

IMC: indice de massa corporal; BDNF: Fator neurotréfico derivado do cérebro; CpG: citosina-fosfato-
guanina; lIR: valor de prevaléncia; IC: intervalo de confian¢a; valor p para regressdo univariada de
Poisson com varidncia robusta, com significancia de 5% e depressdo (BDI-Il 218) como variavel

dependente, * p <0,20, ** p <0,05.

A regressdo multivariada de Poisson com variancia robusta foi realizada

usando variaveis preditivas considerando p<0,20, e apds ajuste pelo teste de

Hosmer & Lemeshow, a maior prevaléncia de depressdo na amostra foi explicada

em 13% pelo género, situacdo conjugal, atividade de lazer, habito tabagista e a

metilacdo da CpG 2 da regido promotora do éxon IV do gene BDNF (Tabela 9).
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Tabela 9. Andlise multivariada de regressdo de Poisson com variancia robusta, método backward,
apos ajuste pelo teste de Hosmer & Lemeshow.

Variavel dependente: Depresséo Regresséo de Poisson Multivariada
Fatores independentes IRR (IC 95%) Valor p
Género 5,10 (1,76 — 14,98) 0,003
Situacado conjugal 0,64 (0,44 - 0,92) 0,018
Atividade de lazer 0,53 (0,33 -10,84) 0,007
Habito tabagista 3,29 (1,90 — 5,69) <0,000
Metilagdo BDNF CpG 2 1,14 (1,08 — 1,19) <0,000

BDNF: Fator neurotrofico derivado do cérebro; CpG: citosina-fosfato-guanina; I[IR: valor de
prevaléncia; IC: intervalo de confianca; Valor p <0,05 para regressdo multivariada de Poisson com
variancia robusta, com significancia de 5% e depressao (BDI-ll 218) como variavel dependente.

Observa-se que a prevaléncia de depressao na amostra é 5,10 vezes maior
entre aqueles que pertencem ao género feminino e 3,29 vezes maior entre 0s que
possuem habito tabagista. Aléem disso, a cada 1% de aumento na metilacado da CpG
2 da regidao promotora do éxon IV do gene BDNF, aumenta em 1,14 vezes a

prevaléncia de depressao.

Destaca-se que ter vinculo matrimonial diminui em 36% a prevaléncia de
depressao e o habito de praticar alguma atividade de lazer diminui em 47%, sendo,

portanto, considerados fatores de protecéao.

5.3 METILACAO DO BDNF E DEPRESSAO

Considerando o resultado da analise multivariada, o qual inclui a metilacdo da
CpG 6 da regidao promotora do éxon IV do gene BDNF nos fatores que explicam a
prevaléncia de depresséo, foi realizado teste de Mann-Whitney entre os individuos
nao depressivos e depressivos, a fim de comparar a metilacdo dos sitios CpG

estudados, bem como da média das CpG 1-7.

O teste de Mann-Whithey mostrou que o0s participantes depressivos
apresentam niveis significativamente mais altos de metilagdo na regido promotora
do éxon IV do gene BDNF na CpG 2 (p=0,001), CpG 3 (p=0,030), CpG 4 (p=0,022),
CpG 5 (p=0,018), CpG 7 (p=0,028) e na média das CpG 1-7 (p=0,036) em
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comparagao com o0 respectivo grupo controle. Nao foram observadas diferengas
significativas para CpG 1 (p=0,059) e CpG 6 (p=0,713) (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de metilacdo da regido promotora do éxon IV do gene BDNF em cada CpG
estudada, bem como média das CpGs 1-7. Os dados s@o apresentados como média + erro padrao.
Teste de Mann-Whitney * p <0,05 comparado ao respectivo grupo controle (ndo depressivo).

5.4 METILACAO DO BDNF E ANTIDEPRESSIVOS

Para verificar se 0 uso de AD afeta os niveis de metilacdo na regido
promotora do éxon IV do gene BDNF, os individuos foram distribuidos conforme o
uso de medicacdo antidepressiva em: ndo uso de AD e uso de AD. Foi realizado
teste de Mann-Whitney entre os grupos para comparar a metilagcdo dos sitios CpG
estudados, bem como da média das CpG 1-7.
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O teste de Mann-Whitney mostrou que ndo ha diferencas significativas na
metilagdo das CpGs estudadas entre os dois grupos CpG 1 (p=0,336), CpG 2
(p=0,856), CpG 3 (p=0,844), CpG 4 (p=0,978), CpG 5 (p=0,770), CpG 6 (p=0,393),
CpG 7 (p=0,250) e na média das CpG 1-7 (p=0,663) (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de metilacdo da regido promotora do éxon IV do gene BDNF em cada CpG
estudada, bem como média das CpGs 1-7. AD: antidepressivo. Os dados sdo apresentados como
média + erro padrdo. Teste de Mann-Whitney.

Para verificar se o uso de AD afeta os niveis de metilacdo entre individuos
depressivos, os mesmos foram subdivididos entre os que fazem uso de algum AD e
0os que nao fazem. O teste de Mann-Whithey mostrou que nado ha diferencas
significativas na metilacdo das CpGs estudadas entre os dois grupos CpG 1
(p=0,857), CpG 2 (p=0,760), CpG 3 (p=0,641), CpG 4 (p=0,390), CpG 5 (p=0,409),
CpG 6 (p=0,181), CpG 7 (p=0,405) e na média das CpG 1-7 (p=0,470) (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de metilacdo da regido promotora do éxon IV do gene BDNF em cada CpG
estudada, bem como média das CpGs 1-7. AD: antidepressivo. Os dados sdo apresentados como
média * erro padrdo. Teste de Mann-Whitney.

5.5 METILACAO DO BDNF E HABITO TABAGISTA

Tendo em vista o habito tabagista presente na amostra estudada, o0s
individuos foram distribuidos entre os que possuem habito tabagista e os que nao
possuem, a fim de comparar os niveis de metilacdo dos sitios CpG estudados, bem

como da média das CpG 1-7.

O teste de Mann-Whitney mostrou que participantes sem habito tabagista
apresentam niveis significativamente mais altos de metilagdo na regido promotora
do éxon IV do gene BDNF na CpG 1 (p<0,000), CpG 2 (p=0,001), CpG 3 (p=0,005),
CpG 4 (p=0,005), CpG 5 (p<0,000), CpG 7 (p<0,000) e na média das CpG 1-7
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(p<0,000) quando comparados a individuos com habito tabagista. Ndo foram
observadas diferengas significativas para CpG 6 (p=0,208) (Figura 5).
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Figura 5. Porcentagem de metilacdo da regido promotora do éxon IV do gene BDNF em cada CpG
estudada, bem como média das CpGs 1-7. Os dados sdo apresentados como média * erro padrao.
Teste de Mann-Whitney * p <0,05 comparado ao respectivo grupo controle (sem habito tabagista).

5.6 ANALISE MULTIVARIADA DA METILACAO DO BDNF

Para verificar o efeito da depresséo e do tabagismo na metilacdo das CpGs
da regido promotora do éxon IV do gene BDNF, garantindo que potenciais fatores de
confusdo nao alterassem a relacdo, um modelo multivariado foi realizado, incluindo

apenas o0s pacientes que apresentaram niveis de metilacao > 0.

Os seguintes fatores foram incorporados ao modelo: género, localizagéo,

consumo de alcool e idade (BUS et al., 2011, 2012), bem como o uso de AD. Para
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tanto, realizou-se um GLzM para cada sitio CpG estudado, bem como para média
das CpG 1-7 (Tabela 10).

Tabela 10. Modelo linear generalizado para a relacdo entre metilagdo das CpGs da regido promotora
do éxon IV do BDNF e depressao e habito tabagista, ajustado para género, localizagéo, consumo de
alcool, uso de antidepressivo e idade.

Depresséo Habito tabagista
Erro Valor Erro

Sitio CpG B padrdo 95% IC p B padrdo 95 % IC Valor p
1 0,118 0,060 1,06 -1,56  0,049* -0,409 0,085 -0,58 — -0,24 <0,000*
2 0,138 0,120 -0,10-0,37 0,250 -0,921 0,211 -1,34 - -0,51 <0,000*
3 0,070 0,132 -0,19-0,33 0,597 -0,794 0,200 -1,19 - -0,40 <0,000*
4 0,051 0,127 -0,20—0,30 0,685 -0,514 0,209 -0,92 --0,10 0,014+
5 0,347 0,134 0,09-0,61 0,010* -1,102 0,205 -1,50 - -0,70 <0,000*
6 0,047 0,124 -0,20-0,29 0,705 0,259 0,225 -0,18 - 0,70 0,250

7 0,277 0,132 0,02-0,54 0,036* -0,874 0,214 -1,29 — -0,46 <0,000*
Média 1-7 0,150 0,133 -0,11-0,41 0,260 -0,971 0,187 -1,34 --0,61 <0,000*

IC: intervalo de confianc¢a; * p <0,05.

Apés ajuste com potenciais variaveis de confuséo, as CpGs 1 (8=0,118e p =
0,049),5(8=0,347e p=0,010)e 7 (8 =0,277 e p = 0,036) foram significativamente
associadas a depresséao. Estes resultados indicam que a chance de ocorrer maiores
niveis de metilacdo em individuos depressivos, quando comparados a individuos
sem depressédo, é 0,118 vezes maior na CpG 1, 0,347 vezes maior na CpG 5 e

0,277 vezes maior na CpG 7.

Com relacao ao habito tabagista, as CpGs 1 (8 =-0,409 e p < 0,000), 2 (8 = -
0,921 e p < 0,000), 3 (B8 =-0,794 e p < 0,000), 4 (8=-0,514 e p=0,014),5 (B = -
1,102 e p<0,000) e 7 (B =-0,874 e p < 0,000), bem como a média das CpGs 1-7 (B
= -0,971 e p < 0,000) permaneceram significativamente associadas ao habito

tabagista.
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Esses resultados demonstram que possuir habito tabagista reduz as chances
de maiores niveis de metilagdo na CpG 1 em 0,409 vezes, na CpG 2 em 0,921
vezes, na CpG 3 em 0,794 vezes, na CpG 4 em 0,514 vezes, na CpG 5 em 1,102
vezes, na CpG 7 em 0,874 vezes e na média das CpGs 1-7 em 0,971 vezes, em
relacdo a individuos que ndo possuem habito tabagista.

5.7 DEPRESSAO E HABITO TABAGISTA NA METILACAO DO BDNF

Considerando a relacdo entre o habito tabagista e a prevaléncia de depresséo
na amostra estudada, conforme apresentado na regressao de Poisson, os individuos
foram distribuidos entre os grupos: NDep-NTab; NDep-Tab; Dep-NTab; e Dep-Tab.

De acordo com o Teste de Kruskal-Wallis, os grupos apresentaram diferencas
nos niveis de metilacdo na regido promotora do éxon IV do gene BDNF na CpG 1
(p<0,000), CpG 2 (p<0,000), CpG 3 (p<0,000), CpG 4 (p<0,000), CpG 5 (p<0,000),
CpG 7 (p<0,000) e na média das CpG 1-7 (p<0,000). Nao foram observadas
diferencas significativas para CpG 6 (p=0,195).

As comparacdes multiplas foram realizadas por meio do teste post-hoc de
Dunn, o qual mostrou que apenas os grupos NDep-NTab x NDep-Tab e NDep-Tab x
Dep-Tab néo apresentaram diferencas significativas em nenhuma CpG estudada. As

analises de comparacdes multiplas sdo apresentadas na Tabela 11 e Figura 6.
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Tabela 11. Teste de comparac¢des multiplas de Dunn.

Grupos Sitios CpG

1 2 3 4 5 7 Média
1-7

NDep-NTab x NDep-Tab 0,125 0,816 1,000 1,000 0,254 0,597 1,000

NDep-NTab x Dep-NTab 0,011* <0,000* 0,003* 0,001* 0,002* 0,003* 0,002*

NDep-NTab x Dep-Tab 0,012* 0,043* 0,041* 0,016* 0,016* 0,020* 0,004*

NDep-Tab x Dep-NTab 0,001*  0,001* 0,066 0,110 0,001* 0,007* 0,017*

NDep-Tab x Dep-Tab 1,000 1,000 1,000 0,391 1,000 1,000 0,621

Dep-NTab x Dep-Tab <0,000* <0,000* <0,000* <0,000* <0,000* <0,000* <0,000*

* p <0,05. NDep-NTab: ndo depressivo sem habito tabagista; NDep-Tab: ndo depressivo com habito

tabagista; Dep-NTab: depressivo sem habito tabagista; e Dep-Tab: depressivo com habito tabagista.
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Figura 6. Comparagfes multiplas dos niveis de metilacdo (%) na regido promotora do éxon IV do
gene BDNF em cada CpG estudada, de acordo com os grupos: NDep - NTab: ndo depressivo sem
habito tabagista; NDep - Tab: ndo depressivo com habito tabagista; Dep - NTab: depressivo sem
habito tabagista; e Dep - Tab: depressivo com habito tabagista. Kruskal-Wallis seguido de Teste de
Dunn ap6s ajuste por corregdo de Bonferroni. A) Niveis de metilagdo na CpG 1 (%). * p < 0,05 entre
0s grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x
Dep-Tab; B) Niveis de metilagao na CpG 2 (%). « p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab x Dep-NTab,
NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x Dep-Tab; C) Niveis de metilagdo na
CpG 3 (%). * p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab e Dep-NTab
x Dep-Tab; D) Niveis de metilagdo na CpG 4 (%). * p < 0,05 entre os grupos 1 x 3,1 x 4 e 3 x 4; E)
Niveis de metilagdo na CpG 5 (%). * p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x
Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x Dep-Tab; F) Niveis de metilacdo na CpG 6 (%). N&o
houve diferencga significativa entre os grupos; G) Niveis de metilacdo na CpG 7 (%). « p < 0,05 entre
0s grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x
Dep-Tab; H) Niveis de metilacdo na média das CpGs 1-7 (%). * p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab
x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x Dep-Tab.

(Continua)
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Figura 6. Comparagfes multiplas dos niveis de metilacdo (%) na regido promotora do éxon IV do
gene BDNF em cada CpG estudada, de acordo com os grupos: NDep - NTab: ndo depressivo sem
habito tabagista; NDep - Tab: ndo depressivo com habito tabagista; Dep - NTab: depressivo sem
habito tabagista; e Dep - Tab: depressivo com habito tabagista. Kruskal-Wallis seguido de Teste de
Dunn apés ajuste por correcao de Bonferroni. A) Niveis de metilagdo na CpG 1 (%). * p < 0,05 entre
0s grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x
Dep-Tab; B) Niveis de metilagao na CpG 2 (%). « p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab x Dep-NTab,
NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x Dep-Tab; C) Niveis de metilagdo na
CpG 3 (%). * p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab e Dep-NTab
x Dep-Tab; D) Niveis de metilagdo na CpG 4 (%). * p < 0,05 entre os grupos 1 x 3, 1 x 4 e 3 x 4; E)
Niveis de metilagdo na CpG 5 (%). * p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x
Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x Dep-Tab; F) Niveis de metilacdo na CpG 6 (%). N&o
houve diferencga significativa entre os grupos; G) Niveis de metilacdo na CpG 7 (%). « p < 0,05 entre
0s grupos NDep-NTab x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x
Dep-Tab; H) Niveis de metilacdo na média das CpGs 1-7 (%). * p < 0,05 entre os grupos NDep-NTab
x Dep-NTab, NDep-NTab x Dep-Tab, NDep-Tab x Dep-NTab e Dep-NTab x Dep-Tab.

(Continuacgéo)

De acordo com a Figura 6, observa-se que pacientes NDep-NTab
apresentaram maiores niveis de metilacdo quando comparados aos pacientes Dep-
Tab nas CpGs 1, 2, 3, 4, 5 e 7, bem como na média das CpGs 1-7. Em
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contrapartida, comparando pacientes NDep-NTab e Dep-NTab, pacientes Dep-NTab
apresentaram maiores niveis de metilacdo nas CpGs 1, 2, 3, 4, 5 e 7, bem como na
meédia das CpGs 1-7.

Ainda de acordo com a Figura 6, entre os pacientes NDep-Tab e Dep-NTab,
ser Dep-NTab mostrou maiores niveis de metilacdo nas CpGs 1, 2, 5 e 7, bem como
na média das CpGs 1-7. Além disso, entre Dep-NTab e Dep-Tab, os pacientes Dep-
NTab apresentaram maiores niveis de metilacdo nas CpGs 1, 2, 3, 4, 5 e 7, bem
como na média das CpGs 1-7.

Adicionalmente, a Figura 6 aponta que entre 0s pacientes nao depressivos,
ter ou ndo habito tabagista ndo influencia significativamente os niveis de metilacao
em nenhuma CpG estudada entre estes pacientes. Além disso, comparando
pacientes depressivos e ndo depressivos, ter habito tabagista nao influencia

significativamente os niveis de metilacdo em nenhuma CpG estudada.
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6 DISCUSSAO

6.1 FATORES DETERMINANTES PARA DEPRESSAO

A depressdo é uma doenca complexa e heterogénea que envolve diversos
fatores de risco genéticos e ambientais. Desta forma, hipotetizamos que fatores
socioeconémicos e de estilo de vida, assim como alteracdes epigenéticas podem
estar associados a depressao. Para tanto, foi realizada analise multivariada de
regresséo de Poisson e a depressao na amostra estudada foi explicada em 13%
pelos seguintes fatores: género feminino, ndo ter vinculo matrimonial, falta de

atividade de lazer, habito tabagista e metilagédo da CpG 2 do gene BDNF.

Embora o BDI-lIl ndo seja um instrumento indicado para diagnostico de
depressao, é possivel estimar com precisdo a depressao clinica na comunidade e
populacdes de pacientes de cuidados primarios utilizando o ponto de corte 18 para o
BDI-II, o qual apresentou sensibilidade de 94% e especificidade de 92% (ARNAU et
al., 2001; HAMID et al., 2004; WANG; GORENSTEIN, 2013).

De acordo com o BDI-Il, a prevaléncia de depressao neste estudo foi de
20,1% (Tabela 6), mostrando-se superior a prevaléncia de transtornos depressivos
no Brasil (5,8%) (WHO, 2017). Tal preeminéncia pode estar relacionada ao fato de
80,9% da amostra ter sido constituida pelo género feminino (Tabela 3), uma vez que
sabe-se que a depressao € mais comum entre mulheres (JAMES et al., 2018; WHO,
2017). De fato, o fator género feminino foi um dos fatores determinantes para
depressdo na nossa amostra, aumentando em 5,10 vezes a prevaléncia de

depressao (Tabela 9).

Os resultados também mostraram que ter vinculo matrimonial € considerado
um fator protetor para a depresséo, o qual diminuiu a prevaléncia de depressdo em
36% na nossa amostra. Essa relacéo ja é bem descrita na literatura e corrobora com
outros estudos, os quais verificaram que a prevaléncia de depressédo em individuos
casados € menor comparada a grupos solteiros, divorciados ou viuvos (INABA et al.,
2005; LAPIERRE, 2009; MILANOVIC et al., 2015; YAN et al., 2011). Geralmente,
fatores econbmicos, sociais e psicologicos, além de estabilidade relacional ou

auséncia de rompimentos e escolha por parceiros com menores problemas de
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saude mental podem explicar a relacéo entre ter vinculo matrimonial e melhor saude
mental (UECKER, 2012).

No mesmo sentido, o habito de praticar alguma atividade de lazer diminui em
47% a prevaléncia de depressdo, sendo também um fator de protecdo. Esse
resultado corrobora com outros estudos que verificaram associagdo entre menor
prevaléncia de depressdo ou melhora dos sintomas depressivos, bem como da
qualidade de vida em individuos que realizam tal pratica (BORCOI et al., 2020;
JAMES et al., 2018; JEONG; PARK, 2020; NAGATA; MCCORMICK; PIATT, 2019;
TORRES et al., 2013).

O lazer € um meio importante para lidar com o estresse. Atividades de lazer
permitem aos individuos desviarem a atencdo de emocfes negativas e situacdes
estressantes, contribuindo, dessa forma, na melhora do humor e da saude mental
dos individuos (IWASAKI; MANNELL, 2000; KLEIBER; HUTCHINSON; WILLIAMS,
2002). A melhora na qualidade de vida em virtude da participacdo em atividades de
lazer pode ser devido a construcdo de relacionamentos sociais, habilidades e
conhecimentos adicionais, bem como as emocdes positivas vivenciadas (BRAJSA-
ZGANEC; MERKAS; SVERKO, 2011).

Outro fator associado a depressdo na amostra foi possuir habito tabagista, o
gual aumenta em 3,29 vezes a prevaléncia de depresséo (Tabela 9). Corroborando
com este resultado, outros estudos também evidenciaram essa associacao entre
depressao e habito tabagista (BORCOI et al., 2020; LUGER; SULS; VANDER WEG,
2014; WEINBERGER et al., 2016). Além disso, individuos depressivos apresentam
maior prevaléncia de tabagismo, quando comparados a populacdo geral (JIMENEZ-
TREVINO et al., 2019).

A relacdo entre tabagismo e depressdo € bastante complexa, além de
inconsistente. O hébito tabagista praticado por individuos depressivos pode estar
relacionado ao alivio dos sintomas depressivos, na tentativa de manter o bom humor
(RUBIN et al., 2020), ou ainda provocando uma sensacao de relaxamento devido ao
mecanismo de recompensa da nicotina (CONTI et al., 2020). Outros estudos
sugerem que possuir o habito tabagista € uma condicdo que aumenta o risco de
desenvolvimento de depressdo (BAKHSHAIE; ZVOLENSKY; GOODWIN, 2015;
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WOOTTON et al.,, 2020). Portanto, essas duas principais hipoteses vinculam o
tabagismo a depressao, indicando efeito de consequéncia ou causa (FLUHARTY et
al., 2017).

Adicionalmente, a metilacdo da CpG 2 do gene BDNF também foi associada
a depressao na amostra. Os resultados indicam que a cada 1% de metilagdo nessa
CpG aumenta em 1,14 vezes a prevaléncia de depresséao (Tabela 9).

Evidéncias indicam que a metilacio do BDNF estd relacionada com a
depressdo, desempenhando um importante papel no desenvolvimento da doenca,
bem como no possivel tratamento (CHEN et al., 2017). No entanto, ainda nédo esta
claro se a metilacdo do BDNF relaciona-se com a depressdo como causa Ou
consequéncia, ou ainda uma combinacao de ambos (JANUAR et al., 2015). Dessa
forma, explorar essa associacdo é de grande relevancia para a compreensao da

depressao.

6.2 METILACAO DO BDNF, DEPRESSAO E HABITO TABAGISTA

Embora a literatura tenha investigado o papel do gene BDNF na depresséao e
apoiado a hipotese neurotrofica da depressao, ainda existem lacunas na explicacéo
da fisiopatologia da doenca. Alguns estudos demonstram que a metilacdo de
promotores do BDNF pode estar associada a depressédo. No entanto, a pergunta de

guais fatores ambientais influenciam seus niveis continua sem resposta.

Tendo em vista que individuos depressivos possuem frequentemente habito
tabagista e a relacéo entre depressdo e habito tabagista nos niveis de metilacdo do
gene BDNF ainda néo foi investigada, o presente trabalho possui como segunda
hipétese que os niveis de metilacdo em individuos depressivos sao influenciados
pelo habito tabagista. Para tanto, foi realizado pirosequenciamento da regido
promotora do gene BDNF de 302 pacientes e foram identificadas alteracbes nos
niveis de metilacdo nessa regido do gene, em individuos depressivos com habito

tabagista.
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6.2.1 Metilagdo do BDNF e depresséo

Ao analisar os niveis de metilacdo do BDNF entre individuos depressivos e
ndo depressivos, observamos que os individuos depressivos apresentam niveis
significativamente mais altos de metilacdo nas CpG 2, 3, 4, 5, 7 e na média das
CpG 1-7 (Figura 2). Apés ajuste incluindo varidveis de confusdo, a metilacdo das
CpGs 1, 5 e 7 foram associadas a depressao, indicando que nessas CpGs a chance
de ocorrer maiores niveis de metilacdo é aumentada em individuos com depresséo
(Tabela 10).

Diversos estudos investigaram o papel da metilacdo do BDNF em transtornos
psiquiatricos, concentrando-se principalmente nos promotores | e IV do gene (HING
et al., 2012; IKEGAME et al., 2013). Fuchikami e colaboradores (2011) comparando
niveis de metilagdo em pacientes depressivos e saudaveis nao observaram
diferengas significativas na metilacdo do promotor IV do gene BDNF. No entanto,
vale ressaltar que esses autores investigaram uma sequéncia posterior a sequéncia

investigada no presente estudo.

Em contrapartida, corroborando com nossos resultados, apesar de também
nao ter sido a mesma sequéncia estudada, Januar e colaboradores (2015)
comparando amostras de DNA bucal de pacientes idosos deprimidos e controles
saudaveis, identificaram niveis mais elevados de metilacdo do BDNF em CpGs do

promotor | e IV nos individuos deprimidos.

Da mesma forma, Keller e colaboradores (2010) analisando amostras de
tecido cerebral pos-morte de individuos suicidas e controles ndo suicidas
observaram maiores niveis de metilagcdo na regido promotora do éxon IV do BDNF
nos individuos suicidas. Além disso, 0s autores sugerem que niveis aumentados de
metilacdo nessa regido do gene podem regular negativamente a sua expressao,
uma vez que nesses pacientes foram encontrados niveis mais baixos do transcrito
IV do BDNF.

De forma semelhante, foi demonstrado que a regido promotora do éxon | do
BDNF frequentemente encontra-se com maiores niveis de metilacdo em pacientes
depressivos, comparado a pacientes sem depressao (CARLBERG et al., 2014,
D’ADDARIO et al., 2013; FUCHIKAMI et al., 2011).
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A metilacdo do DNA exibe padrdoes dinamicos e sua funcédo depende da
sequéncia gendmica onde a 5-mC esta presente. Estudos se concentraram
principalmente em sequéncias promotoras CpGi, em que a metilacéo foi relacionada
com o silenciamento génico, contribuindo para impedir a transcricdo (GREENBERG,;
BOURC'HIS, 2019; JONES, 2012).

A regido estudada compreende uma das regides promotoras ndo CpGi do
gene BDNF, compreendendo 7 sitios CpG. De forma semelhante, outros estudos
envolvendo regides promotoras ndo CpGi de genes distintos sugerem que
promotores ndo CpGi também possuem importante funcéo no silenciamento génico
(HAN et al., 2011; HUANG et al., 2018). Outros estudos sugerem que a metilacéo de
CpGs do éxon IV do gene BDNF pode interagir seletivamente com outras moléculas
repressoras, formando um complexo que remodela a cromatina para um estado
inativo, reprimindo a expressédo do gene (BOULLE et al., 2012; MARTINOWICH et
al., 2003).

Além disso, a CpG 2 estéa localizada no sitio de ligacao do fator de transcricao
CREB e a CpG 1 esta extremamente proxima (BRAITHWAITE et al., 2015), portanto,
guando metiladas, podem prejudicar a ligacdo de CREB, a qual ja foi sugerida ser
impedida nessa situacdo, contribuindo também para o silenciamento génico
(IGUCHI-ARIGA; SCHAFFNER, 1989).

Dessa forma, a metilacdo de CpGs do gene BDNF na regido estudada
poderia influenciar a sua expressdo e afetar niveis de proteina BDNF,
frequentemente reduzindo a sua concentracdo. Por consequéncia, estruturas
cerebrais e suas funcdes podem ser prejudicadas, devido a reducdo no nivel de
expressdo de BDNF (HING et al., 2012).

A reducdo na atividade de BDNF no hipocampo pode estar diretamente
relacionada a fisiopatologia da depressdo e estudos nesse sentido vém sendo
realizados (HACIMUSALAR; ESEL, 2018), incluindo estudos de neuroimagem, em
gue foi demonstrado menor volume hipocampal em pacientes deprimidos (BARCH et
al., 2019; BREMNER et al., 2000; COBB et al., 2013; MALYKHIN et al., 2010;
RODDY et al., 2019; WARNER-SCHMIDT; DUMAN, 2006).
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Devido a dificuldade de estudar os niveis de BDNF diretamente no cérebro,
pesquisas tém avaliado o BDNF periférico, o qual pode ser um potencial
biomarcador para a depressdo (FUCHIKAMI et al., 2011; SEN; DUMAN;
SANACORA, 2008). Dessa forma, estudos demonstraram menores niveis séricos de
proteina BDNF em pacientes deprimidos (BOCCHIO-CHIAVETTO et al., 2010; BUS
et al., 2015; KAREGE et al., 2002; MOLENDIJK et al., 2011; POLYAKOVA et al.,
2015; SEN; DUMAN; SANACORA, 2008).

Molendijk e colaboradores (2011) acreditam que niveis mais baixos de BDNF
sdo uma consequéncia dos sintomas depressivos. Porém, ainda ndo é bem
compreendido 0 mecanismo que acarreta essa situacdo. Por outro lado, Bus e
colaboradores (2015) sugerem que o0 estresse cronico diminui niveis de BDNF e

consequentemente torna o cérebro suscetivel a depresséo.

De fato, a exposicdo a eventos estressantes ao longo da vida é um fator
proposto para fundamentar os baixos niveis de BDNF na depresséo e estudos nesse
sentido embasaram a hipotese neurotrofica da depressédo. Conforme evidenciado
em alguns estudos, o0 estresse ocasiona menor disponibilidade de BDNF,
comprometendo a sobrevivéncia e funcbes neuronais (DUMAN; HENINGER;
NESTLER, 1997; DUMAN; MONTEGGIA, 2006; SMITH et al., 1995) e apesar de a
depressado ser heterogénea, o estresse se mostrou altamente relevante para a sua
compreensao (NOTARAS; VAN DEN BUUSE, 2020). Alteracfes no epigenoma em
virtude do estresse também sao relatadas. Foi demonstrado em modelo animal que
0 estresse crénico aumentou niveis de metilacdo na regido promotora do exon IV do
gene BDNF (NIKNAZAR et al., 2016).

Contudo, o gene BDNF apresenta uma estrutura complexa, possuindo nove
promotores funcionais. Portanto, ndo sabemos até que ponto a metilacdo de um de
seus promotores implicaria no prejuizo de sua expressdo, bem como niveis
proteicos. Diante disso, seria interessante que estudos futuros, ao compararem
niveis de metilacdo em pacientes deprimidos e controles, avaliassem conjuntamente

a expressao génica (MRNA) e proteica de BDNF.

Apoiando ainda a hipétese neurotrofica da depressdo, sugere-se que 0 USO

de antidepressivos reverte os efeitos do estresse sobre os niveis de BDNF (DUMAN;
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MONTEGGIA, 2006). De fato, alguns estudos mencionam a influéncia dos
tratamentos antidepressivos no aumento dos niveis de proteina BDNF (CATTANEO
et al., 2010; CHEN et al., 2001; MOLENDIJK et al., 2014; SEN; DUMAN;
SANACORA, 2008; SHIMIZU et al., 2003; ZHOU et al., 2017).

Para minimizar este possivel viés, analisamos se ha diferencas nos niveis de
metilacdo do gene BDNF entre individuos que faziam uso de medicamentos
antidepressivos na amostra. N&o foram observadas diferencas significativas nos
niveis de metilacdo do gene BDNF na regido estudada entre estes individuos (Figura
3). Dentre os pacientes depressivos também n&o foram observadas diferencas nos
niveis de metilacdo do gene BDNF entre os que fazem uso de antidepressivos e 0s
gue nao fazem (Figura 4). De qualquer forma, mantivemos o uso de antidepressivos
como fator de confusdo na analise multivariada dos fatores determinantes da

metilagdo do gene BDNF.

Nossos resultados corroboram os achados de Tadic e colaboradores (2014),
gue investigaram efeitos do tratamento antidepressivo com escitalopram, fluoxetina,
sertralina, venlafaxina, duloxetina, mirtazapina, amitriptilina, clomipramina,
trimipramina e tranilcipromina na metilacdo da regido promotora do éxon IV de 39
individuos depressivos. Os autores ndo evidenciaram mudancas na metilacédo
durante os 42 dias de tratamento, sugerindo que essa regido do gene nao esta

envolvida na resposta ao tratamento antidepressivo.

6.2.2 Metilacdo do BDNF e habito tabagista

Ao investigar os niveis de metilacdo do BDNF em individuos com e sem
habito tabagista, os resultados indicaram que os individuos com habito tabagista
apresentam niveis significativamente mais baixos de metilacdo nas CpG 1, 2, 3, 4, 5,
7 e na média das CpG 1-7 quando comparados a individuos sem habito tabagista
(Figura 5).

Ap0Os ajuste incluindo as variaveis de confusdo, a metilacdo de todas as CpGs
permaneceu significativamente associada ao habito tabagista, indicando que possuir

o héabito tabagista reduz as chances de maiores niveis de metilacdo nas CpGs 1, 2,
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3,4,5e 7, bem como na média das CpG 1-7 (Tabela 10). Este achado € de grande
importancia, uma vez que a literatura ainda carece de estudos que investiguem o

papel do uso de tabaco na metilacdo do gene BDNF.

Até onde sabemos, os efeitos do habito tabagista na metilacdo do BDNF
ainda nao foram investigados. Toledo-Rodriguez e colaboradores (2010) verificaram
os efeitos pré-natais do uso materno de tabaco em adolescentes na metilacdo do
promotor do éxon VI do BDNF. Os autores observaram uma associacdo entre o
tabagismo materno e maiores niveis de metilacao nessa regido do gene nos filhos
na adolescéncia. Dessa forma, sugerimos que o habito tabagista possa ter efeitos
sobre a metilacdo do DNA.

Similarmente Chase e Sharma (2013) sugerem atuacdo da nicotina como um
modificador de cromatina. Seu experimento envolveu dois modelos de camundongos
(in vitro e in vivo) e um modelo humano (in vitro), em que foi demonstrado que a
nicotina reduziu o MRNA de Histona Metiltransferase (HMT), bem como os niveis de
histona H3 lisina 9 dimetilacdo (H3K9me2), resultando no aumento dos niveis de
MRNA de BDNF. Ainda ndo foram realizados estudos nesse sentido envolvendo
outros mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do DNA. Portanto, sugerimos
gue seria interessante estudos futuros investigarem os efeitos da nicotina no gene

BDNF nessa perspectiva.

Estudos que verificaram niveis da proteina BDNF diante do tabagismo ou
nicotina apresentam inconsisténcias. Mas, apesar de alguns estudos nao
encontrarem diferencas significativas entre os niveis de BDNF em fumantes e néo
fumantes (BHANG; CHOI; AHN, 2010; XIA et al., 2019), a maioria dos estudos
evidenciou aumento da expressdao de BDNF com o habito tabagista ou exposicéo
crbnica a nicotina (CZUBAK et al., 2009; JAMAL et al., 2015; NEVES et al., 2017,
SON; WINZER-SERHAN, 2009).

Diante disso, embora nosso estudo ndo tenha medido niveis proteicos de
BDNF, é possivel que menores niveis de metilacdo em pacientes com habito
tabagista possam refletir maiores niveis de expressdo da proteina BDNF nesses

pacientes.
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Apesar de ainda nao estar claro, a literatura aponta alguns mecanismos que
possivelmente podem estar influenciando o aumento de BDNF em virtude do habito
tabagista. Hipoxia induzida pelo habito tabagista pode estar envolvida com o
aumento da expressdo de fatores de crescimento, incluindo BDNF (DALE; BEN
MABROUK; MITCHELL, 2014; KUSHWAH et al., 2016; WAKHLOO et al., 2020). Ou
ainda, o influxo de Ca2+ gerado pela ativacdo dos receptores nicotinicos de
acetilcolina (NAChRs) pela ligagdo da nicotina poderia acarretar maior liberacdo de
BDNF (MACHAALANI; CHEN, 2018), o qual ja foi demonstrado ser um importante
regulador da sua transcricdo (ZHENG et al., 2011). Contudo, ndo sabemos se esses

possiveis mecanismos implicam na reducao dos niveis de metilacdo do BDNF.

6.2.3 Relacéo entre depresséo e habito tabagista na metilacdo do BDNF

Tendo em vista o fato de que a depresséo frequentemente esta associada ao
habito tabagista e que os niveis de metilacdo do gene BDNF sao diferentes entre
individuos com e sem habito tabagista, seria interessante ao avaliar o papel do gene
BDNF na depresséao, levar em consideracdo o uso de tabaco. Entretanto, a relacéo
entre depressao e habito tabagista nos niveis de metilacdo do gene BDNF ainda néo
foi investigada. Até onde sabemos, este é o primeiro trabalho que encontrou a
relacdo entre a metilacdo do gene BDNF e depressdo influenciada pelo habito

tabagista.

Conforme o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn, nao
houve diferenca estatistica entre os niveis de metilacdo do gene BDNF de pacientes
nao deprimidos que fumam ou ndo fumam. Entretanto, dentre os individuos com
depressdo, 0s que possuem habito tabagista apresentaram menores niveis de

metilacdo do BDNF em relacéo aos individuos que néo utilizam tabaco.

Além disso, ha diferencas na metilacdo do gene BDNF entre deprimidos e
nao deprimidos somente entre individuos que ndo fumam, com maiores niveis de
metilacdo em individuos com depresséo. Entre usuarios de tabaco, individuos com

depresséo deixam de apresentar maiores niveis de metilacdo (Tabela 11 e Figura 6).
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Dessa forma, verifica-se que, niveis de metilacdo mais baixos entre individuos
usuarios de tabaco sé sdo observados entre pacientes com depressdo. Essa
diferenca ndo é encontrada entre pacientes que ndo possuem depressdo. De
maneira semelhante, maiores niveis de metilacdo observados entre individuos com

depresséo deixam de existir entre usuarios de tabaco.

Estes resultados corroboram com os resultados dos testes anteriores deste
estudo, em que pacientes depressivos apresentaram maiores niveis de metilagdo do
gene BDNF em relacdo a pacientes ndao depressivos. Da mesma forma, pacientes
sem habito tabagista apresentaram maiores niveis de metilagdo do gene BDNF,
guando comparados a pacientes com habito tabagista. Assim, nossos resultados
sugerem que o habito tabagista parece interferir na metilacdo do gene BDNF em

pacientes depressivos, promovendo a reducao dos niveis de metilacao.

Estudos nesse sentido ja foram realizados apenas envolvendo niveis
periféricos da proteina BDNF. Colle e colaboradores (2016) investigaram alteracdes
nos niveis de BDNF em pacientes depressivos fumantes e ndo fumantes. Os autores
observaram que os usuarios de tabaco tinham niveis de BDNF plasmaticos
significativamente mais elevados, o que vai ao encontro dos nossos achados de
menores niveis de metilacdo no gene BDNF entre depressivos fumantes em relacao
aos nao fumantes. Até onde sabemos, ndo existem estudos que abordam alteracdes

epigenéticas no gene BDNF em pacientes depressivos com habito tabagista.

Assim como na depresséo, resultados semelhantes foram encontrados em
individuos com esquizofrenia em um estudo envolvendo niveis séricos de proteina
BDNF entre individuos do género masculino fumantes e ndo fumantes. Zhang e
colaboradores (2010) identificaram que os fumantes tinham maiores niveis de BDNF

e menos sintomas da doenca.

A principal limitacdo desses dois estudos € ndo possuirem um grupo controle
saudavel. Ja no nosso estudo, o grupo controle saudavel (sem depressdo) nao

apresentou diferenca significativa entre individuos com e sem habito tabagista.

Como ja citado anteriormente, a literatura indica que em relacdo a populacao
geral, individuos depressivos apresentam maior prevaléncia de tabagismo

(JIMENEZ-TREVINO et al., 2019), bem como inicio mais precoce, maior quantidade
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de cigarros consumida e tendéncia maior ao vicio (FLUHARTY et al., 2017). Neves e
colaboradores (2017) propuseram que as alteracdes nos niveis de BDNF sao
dependentes da intensidade do consumo de cigarro. Outros estudos sugerem que a
cronicidade do uso seja um preditor para niveis mais elevados de BDNF (JAMAL et
al., 2015; KENNY; FILE; RATTRAY, 2000). Apesar de nosso estudo nao apresentar
dados nesse sentido, uma hip6tese poderia ser que o0 uso do tabaco mais pesado
e/ou por mais tempo poderia resultar em efeitos mais intensos dos mecanismos que

revertem a metilagdo do BDNF nos pacientes depressivos.

Além disso, considerando que o estresse crbnico poderia reduzir niveis de
BDNF, conforme citado anteriormente (DUMAN; HENINGER; NESTLER, 1997;
DUMAN; MONTEGGIA, 2006; SMITH et al., 1995) e frequentemente esta associado
ao desenvolvimento da depresséao (BORCOI et al., 2021), a acao do habito tabagista
no aumento de niveis de BDNF, ao contrario do efeito da exposi¢cédo aguda (NAHA et
al., 2018), pode estar relacionada ao alivio do estresse e anedonia (BORCOI et al.,

2020), o que poderia retroalimentar a depresséo.

Portanto, € fundamental que estudos futuros comparando individuos com e
sem depressao avaliem o habito tabagista atual, bem como caracteristicas quanto a

guantidade de cigarros consumidas por dia e o tempo de tabagismo.

Outra hipotese para explicar este resultado seria que o tabaco possui um
papel na depressdo além do ja descrito na literatura, envolvendo alteracdes

especificas no epigenoma de individuos depressivos.

Nesse sentido, sugerimos que a acdo do tabaco seria de remover marcas de
metilacdo em locais CpG mais suscetiveis, como os que ja foram modificados
anteriormente pela acdo da depressdo. Dessa forma, o tabaco agiria em locais
especificos metilados pela depressao, jA em locais ndo modificados pela depressao,
ele ndo seria capaz de remover. A literatura ainda carece de estudos nesse sentido

e tal hipdtese seria interessante ser avaliada em estudos futuros.

Os resultados aqui descritos proporcionam suporte para politicas de
prevencdo a depressao, ao evidenciarem fatores socioeconémicos, de estilo de vida

e alteracdes epigenéticas relacionados a doencga. Além disso, fornecem dados para
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compreensao da fisiopatologia e diagnéstico moleculares da depressao, envolvendo
0 gene BDNF. Complementarmente, os resultados expdem a necessidade de se
avaliar a influéncia do estilo de vida, em especial do habito tabagista, em estudos

sobre alteracdes epigenéticas na depressao.
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7 CONCLUSOES

Os dados do presente trabalho indicam que fatores como género feminino,
ndo ter vinculo matrimonial, ndo praticar atividade de lazer, ter habito tabagista e a
metilagdo do gene BDNF estédo associados & maior prevaléncia de depressao.

Além disso, individuos com depressdo possuem maiores niveis de metilacdo
na regido promotora do éxon IV do gene BDNF, assim como individuos que nao
possuem habito tabagista.

Adicionalmente, nossos resultados apontam que o habito tabagista reduz os
niveis de metilagdo na regido promotora do éxon IV do gene BDNF em individuos

depressivos, mas ndo em individuos n&o depressivos.
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APENDICES

Apéndice 1 - Questionario de avaliacdo socioeconémica, saude e estilo de vida.

Cadastro SUS Codigo: | _|1_11__I1__I

Cadastro Individual

Identificagdo do usudrio/Cidaddo

Nome completo:

Numero do cartdo SUS: Data de nascimento: / /
Sexo: |__|Masculino |__|Feminino Raga: |__|Branca |__|Preta |__|Parda
|__|Amarela |__|Indigena
Informagdes sociodemograficas
Situagdo Conjugal: |__|Solteiro |__|Casado(a) |__|Divorciado/ Separado |__|Viuvo (a) |__|Outra
Ocupagdo:

Escolaridade:

| Ensino Fundamental EJA (52-82)
| Ensino Médio

| Ensino Médio especial

|Creche

|Pré escola

| Classe Alfabetizada
|Ensino Fundamental 12-42 séries | Ensino Médio EJA

| Ensino Fundamental 52-82 séries | Superior, Aperfeicoamento, Especializagdo, Mestrado
|Ensino Fundamental Completo Doutorado

|Ensino Fundamental especial |__| Alfabetizagdo Para Adultos

| Ensino Fundamental EJA (12-43) |__| Nenhum

Situagdo no mercado de trabalho:

|__|Empregador |__|Aposentado/Pensionista
| __|Assalariado com carteira de trabalho |__|Desempregado
|__|Assalariado sem carteira de trabalho |__|N&o trabalha
|__|Autdbnomo com previdéncia social |__|Outro

|__|Autdbnomo sem previdéncia social

Possui deficiéncia? |__|Sim |__|N&o

Se sim, qual?

|__|Auditiva |__|Fisica

|__|Visual |__|Outra

| __|Intelectual/ Cognitiva

Cadastro Domiciliar

Endereco/ Telefone para contato

Tipo de Logradouro:

Nome do logradouro: N2 e complemento:

Bairro: I Telefone:

Condig¢Ges de Moradia

Situagdo de moradia/Posse de terra:

|__|Préprio |__|Cedido
|__|Financiado |__|Ocupagédo
|__|Alugado |__|Situagdo de Rua
|__|Arrendado |__|Outra
Localizagdo: |__|Rural |__|Urbana

Em caso de Produgdo Rural: Condigdo de Posse e Uso de Terra
|__|Proprietério
|__|Parceiro/ Meeiro

|Arrendatario (a)
|Comodotario (a)

|__|Assentado(a) |Beneficiario (a) do banco da terra
|__|Posseiro |N&o se aplica

Abastecimento da agua:

|__|Rede encanada até o domicilio |__|Carro Pipa

| __|Pogo/Nascente do domicilio |__|Outro

|__|Cisterna

Forma de escoamento do banheiro ou sanitario:

|__|Rede coletora de esgoto ou Pluvial |__|Direto para o Rio, Lago ou mar

| __|Fossa séptica |__|Céu aberto

| __|Fossa rudimentar |__|Outra forma
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QUESTIONARIO Codigo: |__|1__11__I1__I
Data:
Entrevistador:
MODULO 1: INFORMAGOES GERAIS
1| Nome:
2 | Telefone: CEL: Idade:
3 | Possui filhos? (  )sim I (  )ndo
4 Quantos filhos?
5 | Renda pessoal (més anterior): RS

ou em saldrios minimos |__| Sem rendimento |__| Entrele3SM | |__| Mais de 5 SM

|__| Até 1 salario minimo |__| Entre3e5SM
6 | Renda familiar (més anterior) (toda familia): RS

ou em saldrios minimos |__| Sem rendimento |__| Entrel1e3SM | |__| Mais de 5 SM

|__| Até 1 salario minimo (SM) |__| Entre3e5SM

MODULO 2: CONDICOES DE SAUDE E ESTILO DE VIDA

1 | Fuma (cigarro, charuto, etc.)? |__| Nunca fumou (pule para Q3)
|__]J4 fumou e ndo fuma atualmente
|__| Fuma atualmente | Quantos cigarros por dia?
2 | Qual o tipo de cigarro?
3 | Vocé consome bebidas alcodlicas? |__| Nunca bebeu I (pule para Q7)
|__]J4 bebeu no passado e atualmente ndo bebe
|__| Bebe atualmente
4 | Quantas doses (1 copo americano cheio) |__|Até 2 doses

por semana? |__|Entre 2 e 7 doses

|__| Acima de 7 doses
5 | No ato de beber, acontece de beber grande ( )ndo ( )sim

quantidade de uma vez s6?

6 | Qual o tipo de bebida alcodlica que vocé |__|Cerveja |__|Destilados em geral

consome com maior frequencia? |__|Cachaga |__|Outras:
|__|Vinho | |

7 | Quais sintomas vocé tem apresentado? |__|Irritagdo ocular |__|Lacrimejamento |__|Dor de cabega
| __|Queimaduras na pele |__|Tonturas/Vertigens |__|Suor excessivo
|__|Nauseas/ansia de vémito |__|Tosse | |__|Salivagdo
|__|Catarro |__|Falta de ar/dispneia | |__|Agitagdo/irritabilidade
|__|Dor abdominal |__|Visdo turva |__|Formigamento |
|__|Diarreia |__|Tremores |__|Palpitagdo cardiaca
|__|Digestdo dificil |__|V6mitos |__|Caimbras |
|__|Chiado/sibilos |__|Dor articulagdes |__|Dor no corpo (musculatura)
() estresse ( ) falta de memoria ( ) fraqueza
()ansiedade () dor no peito
8 | Vocé tem alguma dessas doengas?
|__|LeBes na pele/Alergia |__|Hepatite |__|Depressdo
|__|Asma |__|Doengas dsseas |__|Doengas
cardiovasculares
|__|Inflamagdes gastricas |__|Doengas renais |__|Céancer
|__|Doengas hepaticas |__|Doenga respiratéria |__|Hiperatividade
|__|Hipertens&o arterial | __| Déficit de atengdo ( ) Déficit de atengdo
|__|Infertilidade |__|Abortamentos () hipoglicemia
( ) hipotireoidismo () obesidade | ()diabetes
( ) hipertireoidismo () sindrome metabdlica
() doengas auto-imunes
|
9 | Vocé faz uso de algum medicamento continuo? |__|NAO |__|SIM
10 | Qual(is) medicamento(s) de uso continuo vocé faz uso?

Tipo de medicamento: |__|Medicamento para dormir |__|Rémedio para coragdo
|__|Rémedio para depressdo |__| Rémedio para diabetes
|__|Rémedio para pressdo arterial Outros: Quais?

11 | Vocé faz uso de suplemento de vitamina D? |__|N&o |__|Sim
12 | Vocé faz uso de protetor solar? |__|Diariamente
|__|Somente quando exposto ao sol
|__|Raramente
|__|N&o faz uso
13 | Possui atividade de lazer/ recreagdo? ( )semanal () mensal
() quinzenal ( )ndo
14 | Pratica atividade atividade fisica? ( )sim ( )ndo
15 | Pratica atividade atividade fisica sob () Mais que 2 horas na semana () Em média, 30 minutos na semana
sob exposicado solar? () Em média, 2 horas na semana () N&o pratica
() Em média, 1 hora na semana
16 | No trabalho, quantas horas, por dia, vocé é exposto a luz solar?
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( )Ohoras ( )delha4horas

( )até1lhora () apartirde 5 horas
17 | No geral, como vocé avalia a sua satde? () muito boa () ruim

( )boa () muito ruim

( )regular
18 | Fez ou faz tratamento com psiquiatra ou teve Internagdo por problema de saiide mental? |__|Sim |__|N&o
19 | Usa Plantas medicinais? |__|Sim |__|N&o Se sim, Quais?
20 | Usa outras praticas integrativas e complementares? |__|Sim |__|N&do
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ANEXOS

Anexo 1 — Autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, do
Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Espirito Santo
(CEP/CCS-UFES), sob o niumero 1.574.160/2016.

CENTRO DE CIENCIAS DA £~ Plabaforma
SAUDE/UFES %orl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto do programa de capacitagdo de agentes SUS no estado nutricional de
vitamina D e sua relagdo com obesidade, depressao, cancer, metilagdo do Receptor do
Glicocorticoide e avaliagdo de hipovitaminose D na populagdo da regido do Caparad
Capixaba

Pesquisador: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nédo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versédo: 3

CAAE: 52830216.5.0000.5060

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.574.160

Apresentacao do Projeto:

Pesquisador responsavel: ADRIANA MADEIRA ALVARES DA SILVA

Instituicdo: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO-
CCA-UFES

Finalidade: PPSUS

Curso: Biologia/Programa de P6s-Graduagéo em Biotecnologia/RENORBIO da UFES

JUSTIFICATIVA: A vitamina D é um hormonio esteroide que atua como fator de transcrigdo nuclear que
exerce papel importante no metabolismo ésseo, com propriedades anti-inflamatérias e moduladoras do
sistema imune. Estudos recentes mostram uma correlagdo entre niveis baixos de vitamina D e o
aparecimento de doencas, incidéncia de cancer e mortalidade, e doengas autoimunes. A fonte mais
importante para sua obtengéo é o sol, que contribui com 80 a 90% na produgéo da vitamina, apenas cerca
de 10 a 20% provém dos alimentos. Ocorre que a com descoberta de que a radiagéo ultravioleta do sol
poderia provocar cancer de pele, associada ao estilo de vida e trabalho, em locais sem insolagéo, levou
grande parte da populagdo mundial a
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hipovitaminose D. A reposi¢cdo desta vitamina é simples, pois sendo o sol uma fonte inesgotavel de
obtencgdo e de baixo custo, mesmo na necessidade de suplementagéo vitaminica. Niveis anormais de
vitamina D est&o relacionados ao cancer, depressao, obesidade, diabetes e outras condi¢des de alto custo
para o SUS. Assim como a vitamina D, o Receptor do Glicocorticoide (GR), também esta correlacionado
com cancer, depressdo e obesidade. Ele é sujeito a metilagdo e perde a fungédo de controle do stress.

OBJETIVO PRINCIPAL: Avaliar o impacto da implantagdo de um programa de educagéo e capacitagdo dos
agentes do SUS quanto ao estado nutricional de vitamina D e sua relagdo com obesidade, depresséo e
cancer georreferenciado, além de investigar a prevaléncia de hipovitaminose D e doengas correlacionadas,
além disso, pretendemos realizar averiguagdo da metilagdo do GR e sua correlagdo com as doengas.

LOCAL DO ESTUDO: Agentes de Unidade Basicas de Daude do SUS e individuos da cidade e do campo
na regido do Capara6 Capixaba.

INTERVENCAO/PROCEDIMENTOS: Sera realizada avaliagdo bioquimica, antropométrica, alimentar e
socioecondmica da populagédo da cidade e do campo para a obtencdo dos dados de prevaléncia. A
avaliagdo socioecondmica, de saude e estilo de vida sera feita por meio da aplicagdo de questionario junto a
populacéo, serdo averiguadas 300 pessoas na zona urbana e 300 na zona rural. Para a antropometria,
seréo aferidos peso, altura e circunferéncia da cintura (CC), segundo SISVAN. Sera feito o célculo do indice
de Massa Corporea (IMC) e classificagdo quanto ao estado nutricional baseada nos pontos de corte da
OMS A avaliagéo bioquimica consistira na determinagéo dos niveis séricos de vitamina D, por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), par@metros bioquimicos séricos e hemograma completo por kits comerciais
para automacgéao, a analise molecular sera por extragdo do DNA, com posterior determinagéo da metilagéo
do gene Receptor de Glicocorticoide.A avaliagdo do consumo alimentar de vitamina D sera feita por meio de
Questionario de Frequéncia de Consumo Alimentar (QFA). Para a avaliar do estado de depressdo sera
aplicado o Inventario de Beck de autoavaliagdo, com 21 itens, cuja intensidade varia de 0 a 3. O stress sera
avaliado pelo inventario de Lipp segundo protocolo. Os casos de cancer atendidos pelo HECI desde 2010
serdo tabulados e georreferenciados.

BENEFICIOS: Os dados gerados poderao ser utilizados pelo SUS na implantacdo do programa em
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outros municipios, no fomento de politicas publicas de saude no pais e como medida de economia para o
SUS, ja que indices normais de vitamina D poderiam promover a redugao de casos de tumores, depressao e
obesidade, doengas consideradas de alto custo. Além disso, a capacitagdo de profissionais do SUS na
regido de menor IDH do Estado do Espirito Santo é importante para a melhoria e desenvolvimento da
regido.

Objetivo da Pesquisa:

A proposta tem como objetivo geral avaliar o impacto da implantagdo de um programa de educagéo e
capacitagdo dos agentes do SUS quanto ao estado nutricional de vitamina D e sua relagdo com obesidade,
depressao e cancer, bem como investigar a prevaléncia de hipovitaminose D e suas doencgas
correlacionadas em grupos de individuos da area urbana e rural na regido do Caparaé Capixaba, assim
como avaliar o status de metilagdo do gene receptor do glicocorticéide para a possibilidade de utilizagéo
como marcador de doengas.

1 - Avaliar o impacto da implantagdo de um programa de educagao e capacitagdo para os agentes SUS
sobre o estado nutricional de vitamina D e sua relagdo com obesidade, depressdo e cancer.

2 - Envolver os profissionais do SUS em um projeto de investigagdo da hipovitaminose D e prevaléncia de
suas doengas correlacionadas, na regido, de modo que possam se capacitar com beneficio para a
populagado atendida.

3 — Levantar dados populacionais da regido do Caparaé Capixaba quanto a condigdo socioecondmica, estilo
de vida, condi¢des de saude da populagdo urbana e rural do Caparad Capixaba e correlacionar com a
hipovitaminose D.

4 - Realizar a avaliagdo bioquimica, hematoldgica, antropométrica e alimentar e relacionar com
hipovitaminose D e suas doengas relacionadas.

5 — Realizar a analise molecular do gene Receptor de Glicocorticoide (RG) por estudo de metilagdo e
relacionar com depressao, cancer, obesidade e hipovitaminose D e como possivel marcador para detecgéo
de depresséo e stress.

6 - Identificar os casos de cancer na populagdo investigada e caracteriza-los quanto aos casos familiais e
nao familiais.

7 - Georrefenciar os casos de cancer da regido por meio dos Registros Hospitalares de Cancer (RHC) do
Hospital Evangélico de Cachoeiro de Itapemirim(HECI) e correlacionar a doenga com as possiveis causas
ambientais como ocupagao, acesso a agua, uso de agrotdxicos e outros.

8 - Realizar avaliagdo do estado de depressao e stress na populagdo investigada e correlacionar com a
hipovitaminose D e a metilagcdo do receptor do glicocorticoide.
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9 — Realizar capacitagédo continuada para os profissionais do SUS nas areas de nutrigdo, com enfoque para
vitamina D, obesidade e educagdo alimentar, além de atividade fisica; saude mental e stress e depressao.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

- Riscos: de acordo com a pesquisadora, “Populagdo 1: Em relagéo a populagdo em que serdo realizadas a
coleta de material bioldgico e de dados (populagéo urbana e rural), os riscos envolvem os procedimentos
usados na coleta de sangue por pungao venosa em seringa estéril e descartavel, realizada por profissional
habilitado. Todos os frascos e tubos receberdo uma etiqueta de cédigo de barras para que os pacientes ndo
sejam identificados por seus nomes. Os materiais coletados serdo transportados em gelo até o laboratério.
Entre os procedimentos, o que causa maior desconforto € o de coleta de sangue, podendo levar a um
hematoma local, porém com pequeno risco a saude. Alguns sujeitos podem sentir um desconforto maior,
como alteragédo da pressao arterial. Para minimizar os riscos a coleta sera feita somente por profissionais
habilitados e devidamente treinados e a utilizagdo de materiais estéreis e descartaveis. Outro risco inerente
ao projeto é a identificagdo dos individuos participantes da pesquisa através dos resultados dos exames e
da tabulagédo de dados. Para minimizar estes riscos, os sujeitos serdo identificados por céddigos numéricos e
a planilha com a tradugéo dos cédigos ficara sob a guarda da pesquisadora responsavel. Ainda assim existe
o risco de identificagdo do sujeito ja que os resultados dos exames terdo que ser digitados e impressos.
Para minimizar este risco, a digitagdo sera feita por uma Unica pessoa treinada e sob a supervisdo da
responsavel pelo projeto. Durante a coleta, tabulagédo e impressao dos dados sera proibida a permanéncia
com aparelhos celulares ou equipamentos eletrénicos que possibilitem a filmagem ou fotografia dos dados
obtidos. Populagéo 2: Dos sujeitos do estudo que serdo submetidos a avaliagdo de conhecimentos prévios e
treinamento, existe o risco de identificagdo do sujeito, especialmente no caso dos profissionais contratados
em pequeno nimero. Para se evitar o risco de identificacdo dos individuos, os questionarios de avaliagédo
ndo serdo identificados por nomes, pois a analise dos resultados sera feita de forma coletiva. Outra forma
adotada para a nao identificagdo dos sujeitos e ndo vazamento de informagdes sera através da tabulagdo
de dados de forma sigilosa, afim de que os piores resultados ndo sejam identificados. Durante a coleta e
tabulagdo dos dados sera proibida a permanéncia com aparelhos celulares ou equipamentos eletrénicos
que possibilitem a filmagem ou fotografia dos dados obtidos. Além disto, para evitar qualquer tipo de
constrangimento o sujeito podera responder quantas questées quiser do questionario e se achar que
alguma pergunta é ofensiva podera deixar de responder ou mesmo se recusar. O sujeito ndo terda nenhum
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onus na participagdo desta pesquisa.”.

- Beneficios: de acordo com a pesquisadora, “Populagdo 1: Os beneficios imediatos decorrentes desta
pesquisa para os individuos que se dispuserem a participar serdo o fornecimento dos resultados dos
exames realizados, além de informacgdes e orientagdes quanto ao conteido dos exames e encaminhamento
para os profissionais qualificados. Esses resultados poder&do beneficiar, no futuro, outras pessoas e a
ciéncia. Os dados secundarios gerados pela pesquisa ndo beneficiardo diretamente os sujeitos da pesquisa.
Populagdo 2: O beneficio direto decorrente da pesquisa para essa populagdo sera a realizagcao de
atividades educativas propostas no projeto, que capacitardo os profissionais de saiude do SUS e o
fornecimento dos certificados de participagéo/capacitagdo nos referidos cursos. Esses resultados também
poderao beneficiar, no futuro, outras pessoas e a ciéncia. Os dados secundarios gerados pela pesquisa ndo
beneficiardo diretamente os sujeitos da pesquisa.”.

- Os riscos e beneficios, conforme descritos pelo pesquisador, atendem as exigéncias da Resolugdo CNS n°
466/12.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Projeto de pesquisa potencialmente relevante, com beneficios previstos prevalecendo sobre os riscos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- A folha de rosto esta adequada;

- 0 projeto de pesquisa esta adequado;

- 0 TCLE esta adequado;

- 0 orgamento é apresentado de forma adequada;

- os documentos autorizando o desenvolvimento do projeto na instituicdo/uso de dados sdo apresentados.

Recomendacodes:
Antes de submeter ou ressubmeter seu projeto de pesquisa para o CEP verifique as recomendagdes abaixo:

Alguns projetos encaminhados ao CEP tém apresentado problemas que tem dificultado a apreciagédo dos
mesmos, atrasando a emissao do parecer e sobrecarregando o colegiado com o grande numero de projetos
com pendéncias. Desta forma, o CEP, vem por meio desse encaminhar algumas recomendacgdes, baseadas
na RESOLUGAO CNS N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012 a
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serem observadas para agilizar a avaliagdo dos projetos.

1. De acordo com a referida resolugéo, XI.2 “Cabe ao pesquisador: a) apresentar o protocolo devidamente
instruido ao CEP ou a CONEP, aguardando a decisdo de aprovagao ética, antes de iniciar a pesquisa”, ou
seja, NENHUMA ETAPA DA PESQUISA QUE ENVOLVA QUALQUER CONTATO COM OS
PARTICIPANTES OU SEUS DADOS PODE SER INICIADA ANTES DA APROVAGCAO DO CEP.
2. A res. CNS 466/12 dispde: “V — DOS RISCOS E BENEFICIOS; Toda pesquisa com seres humanos
envolve risco em tipos e gradagdes variados”, portanto o pesquisador devera prever quais situagdes
poderao atingir fisica ou mentalmente um sujeito. Questionarios, por exemplo, podem demandar tempo,
causar constrangimento, fazer a pessoa a reviver experiéncias que podem causar sofrimento psiquico,
causar ansiedade, expor informagdes de um grupo ou comunidade especifica, etc. Assim o pesquisador
devera, em todo tipo de projeto, relatar os possiveis riscos mesmo que minimos, e também as providéncias
e cautelas a serem empregadas para evitar e/ou reduzir os riscos citados.

3. O cronograma deve prever o tempo para os tramites no CEP. Deve-se considerar a possibilidade do
projeto ndo ser aprovado na primeira avaliagdo e possuir pendéncias, além do calendario de reunides.
Dessa forma, o projeto depois de adaptado terd que ser novamente avaliado. Isso pode acarretar em
atrasos. Assim, nunca deixe para submeter o projeto, contanto com a aprovagao na primeira avaliagéo.
4. Cumprir com rigor as exigéncias da Res. CNS 466/12, |V, que trata do Consentimento Livre e Esclarecido.
Foi disponibilizado um modelo de TCLE pelo CEP — CCS/UFES a fim de auxiliar na elaboragéo do referido
documento.

5. Verificar se o projeto esta sendo vinculando ao CCS, pois caso contrario o projeto pode ser encaminhado
para outro CEP/UFES.

6. A Folha de Rosto que devera ser digitalizada e anexada ao protocolo sera gerada pela plataforma. Nao
usar o modelo disponivel no site do CONEP.

7. Caso tenha alguma dificuldade em utilizar a Plataforma Brasil (como incluséo de anexo, etc), sugerimos
mudar de navegador.

8. Informar e comprovar a existéncia de Biorrepositério ou Biobanco. A ndo comprovagao inviabiliza a
aprovacgao do projeto.

9. Caso 0 acesso aos participantes ocorra em local diferente da instituigdo proponente, uma carta de
anuéncia assinada pelo responsavel por este local precisa ser apresentada — por exemplo, hospital,
unidade de saude, escola, asilo, creche, etc.
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10. Caso no projeto conste o uso de dados secundarios, como prontuarios médicos ou outros bancos de
dados do tipo, uma carta de anuéncia assinada pelo responsavel pelos dados precisa ser apresentada.
Neste caso, ainda é obrigatério a apresentagdo de um termo de sigilo, privacidade e confidencialidade
assinado pelo pesquisador responsavel pelo projeto proposto.

11. O orcamento detalhado precisa ser apresentado, independentemente se o projeto caracteriza-se como
“financiamento préprio” ou néo.

ALGUNS DOCUMENTOS IMPORTANTES

- Resolugdo CNS n° 466/12 — diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos

http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/2012/Res0466.pdf

- Resolugdo CNS n° 441/11 — armazenamento e utilizagdo de material biolégico humano com finalidade de
pesquisa (Biorrepositério ou Biobanco).

http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/2011/Reso441.pdf

- Modelo para elaborag¢éo do TCLE preparado pelo CEP/CCS/UFES
http://ccs.ufes.br/sites/ccs.ufes.br/files/Modelo%20de%20TCLE. pdf

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Todas as pendéncias foram adequadas. O projeto esta de acordo com as exigéncias d sistema
CEP/CONEP, de acordo com a Resolugdo do CNS 466/12.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 30/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_657299.pdf 11:49:14
Recurso Anexado cartaresposta2.pdf 30/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
pelo Pesquisador 11:39:48 | ALVARES DA SILVA
Projeto Detalhado / | ppsusVitDV3.pdf 30/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Brochura 11:35:31 |ALVARES DA SILVA
Investigador
TCLE / Termos de | TCLEPPSUS_AG.docx 30/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
Assentimento / 11:35:10 |ALVARES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
TCLE/Termos de | TCLEPPSUS_BIO.docx 30/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
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Assentimento / TCLEPPSUS_BIO.docx 11:34:59 |ALVARES DA SILVA| Aceito

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | anumunicipios0001.pdf 16/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

Assentimento / 09:45:36 |ALVARES DA SILVA

Justificativa de

Auséncia

Outros RHC.pdf 16/05/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
09:43:31 _|ALVARES DA SILVA

Declaragéo de biorreppsus_1.pdf 29/01/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito

Manuseio Material 10:11:35 |ALVARES DA SILVA

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

Folha de Rosto folhappsusass_1.pdf 29/01/2016 |ADRIANA MADEIRA | Aceito
10:11:17 |ALVARES DA SILVA

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

Endereco: Av. Marechal
Bairro: S/N
UF: ES

Telefone:

Muni
(27)3335-7211

VITORIA, 03 de Junho de 2016

Assinado por:
Cinthia Furst Leroy Gomes Bueloni
(Coordenador)

Campos 1468

CEP: 29.040-091

cipio: VITORIA

E-mail:

cep@ccs.ufes.br
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Anexo 2 — Autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, do
Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Espirito Santo
(CEP/CCS-UFES), sob o numero 3.420.734/2019.

@y (ot de Efica UFES - UNIVERSIDADE
¢ 9 [Pesqusat FEDERAL DO ESPIRITO Wu&
©o mTIme SANTO - CAMPUS ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo epigenética dos genes BDNF e NR3C1 e a relagdo com a Seguranga
Alimentar e Nutricional, a saude e o estilo de vida de adultos, usuarios do SUS

Pesquisador: Wagner Miranda Barbosa

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 08454919.5.0000.8151

Instituicdo Proponente: COORDENACAO ADMINISTRATIVA DO SUL DO ESPIRITO SANTO - CASES -

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESPIRITO SANTO - FAPES
CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO-CNPQ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.420.734

Apresentacéo do Projeto:

O projeto aborda problemas que interferem na oferta de alimentos, no acesso fisico e econémico, no
consumo ou no padrdo de sua utilizagao bioldgica, resultando em situagdo de (IN)Seguranga Alimentar e
Nutricional (INSAN) e comprometimento do estado de saude e bem-estar, o que pode levar ao
desenvolvimento de doengas e agravos endémicos. Tais agravos envolvem tanto situagdes carenciais como
desnutrigdo e deficiéncias nutricionais especificas quanto situagdes relacionadas a ingestédo caldrica
excessiva, como a obesidade e seus desdobramentos, e as associagdes com outras doencas cronicas de
reconhecida relevancia epidemiolégica. O comprometimento do estado nutricional e de salde relaciona-se
com os habitos de vida de forma bidirecional e a investigacdo sociodemografica deve ser realizada nos
estudos de saude. Tanto as situagdes de agravos a saude quanto as de comprometimento do acesso as
necessidades basicas estdo diretamente relacionadas ao estresse psicossocial e este, por sua vez, ao maior
risco de ansiedade, depressado e outras alteragdes psiquiatricas. Pesquisas em epigenética tem despontado
nos ultimos tempos, de modo que a epigenética tem sido reconhecida como a resposta do individuo ao
ambiente no sentido de adaptacédo por meio da expressao diferencial de genes, ou seja, sdo modificagdes
que afetam a expressdo génica decorrentes de alteragdes como metilagdo e acetilagdo das caudas de
histonas e metilacdo do DNA, que acabam por aumentar ou reduzir a expressao génica. Alteragdes na
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metilagdo do DNA tém sido sugeridas como possiveis moduladoras da saude a longo prazo em resposta a
eventos ambientais e que podem ser passadas para as geragées futuras. Considerando que o estudo da
regulagéo epigenética auxilia na compreensdo do comportamento fisiolégico, bem como a etiologia dessas
doengas consideradas limitantes, complexas e multifatoriais, este projeto pretende investigar, na populagdo
usuaria do SUS (400 individuos recrutados), o perfil de metilagdo dos genes NR3C1 e BDNF e a sua relagéo
com o estado de saude, de (IN)Seguranga Alimentar e Nutricional (INSAN) e com o estilo de vida (consumo
alimentar, habito tabagista e etilista). A proposta busca, por meio de analises epigenéticas, possiveis
marcadores do estado de saude, INSAN, padréo alimentar e estilo de vida para a melhor compreenséo,
prevengéo, diagndstico e tratamento de doencgas. Para tanto, a pesquisa sera realizada com individuos
adultos usuarios do SUS e a coleta de dados (a ser realizada somente apds aprovagédo do
CEP/Alegre/UFES), se dara por meio de entrevista individual, com aplicagdo de questionarios de avaliagdo
socioecondmica, de INSAN, de saude e estilo de vida. Além da entrevista, sera feita avaliacédo
antropomeétrica, aferigdo da pressao arterial e coleta de sangue para analises bioquimicas e moleculares.

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o pesquisador responsavel, os objetivos da pesquisa s&o:” Objetivo Primario: Investigar, na
populagdo usuaria do SUS, o perfil de metilacdo dos genes NR3C1 e BDNF e a sua relagdo com o estado
de saude, de Inseguranga Alimentar e Nutricional (INSAN) e com o estilo de vida (relato de estresse e
ansiedade como trago de personalidade, consumo alimentar, habito tabagista e etilista)”; e “Objetivo
Secundario: Avaliar as condigdes socioeconémicas da populagdo pesquisada; Avaliar prevaléncia de
Insegurancga alimentar e nutricional; Avaliar o consumo alimentar e identificar habitos alimentares; Realizar
avaliagdo antropomeétrica; Avaliar a pressao arterial; Avaliar a prevaléncia de sintomas de depresséo;
Investigar habito tabagista e etilista; Realizar avaliagdo bioquimica; Avaliar alteragdes moleculares
relacionadas ao perfil de metilagcdo do genes NR3C1 e BDNF; Investigar a associagéo entre a metilagéo dos
genes NR3C1 e BDNF, o estado nutricional e de saude, de INSAN e o estilo de vida da populagdo.”

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o pesquisador responsavel, os riscos e beneficios da pesquisa sdo: “Riscos: O risco
proveniente da avaliagdo proposta (socioecondmica/ de saude, habitos de vida e de inseguranga alimentar e
nutricional) seria o possivel

constrangimento dos participantes durante a aplicagdo dos questionarios de avaliagdo socioecondmica, de
habitos alimentares, de condigbes de salde e estilo de vida. Os participantes
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serdo informados que poderdo responder quantas questdes quiserem dos questionarios e, se acharem que
alguma pergunta é ofensiva poderédo deixar de responder ou mesmo recusar. Durante a coleta do sangue, o
paciente pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma (mancha roxa) no brago, no local onde
for inserida a agulha. E possivel, mas ndo provavel, que o paciente apresente inchago ou sangramento no
local da pungéo. Pode também ocorrer um mal-estar relacionado a agulhas. E improvével que ocorram
danos fisicos a partir da coleta de sangue. Se estes danos ou outros danos ocorrerem resultantes da
participagédo no estudo, o paciente sera tratado pelos profissionais da equipe, tera assisténcia integral, bem

como mantera seus direitos legais, incluindo o direito de procurar obter indenizagéo por danos eventuais.

Para minimizar os riscos da ocorréncia de inchagos/hematomas durante a coleta sanguinea, o paciente sera
orientado a ndo se movimentar durante o procedimento, o que evitaria qualquer erro no momento da
pungdo. Além disso, sera explicado que ndo é recomendavel massagear o local da picada, pois ao invés de
ajudar a diminuir o desconforto, ira facilitar o surgimento de hematomas na regido. O paciente também sera
orientado a retirar qualquer acessoério, como pulseiras e reldgios, e evitar usar roupas que possam apertar o
brago. Ademais, sera recomendado que ele ndo faga qualquer exercicio fisico ou pegue peso com o brago
no qual foi feita a coleta de sangue por pelo menos uma hora. O paciente também sera aconselhado no
caso de aparecimento de hematomas e/ou inchago, para que as lesdes desaparegam mais facilmente. As
recomendagdes serdo: aplicar gelo no local ou usar cremes especificos com orientagdo médica. Em relagéo
aos dados de prontuarios que fardo parte do estudo, sempre existe risco de identificagdo e vazamento de
informacéo sigilosa do paciente. Para minimizar os riscos, este levantamento sera feito por colaboradores de
dentro das instituigbes envolvidas, o prontuario ndo saira da UFES e as equipes de pesquisa receberao
apenas uma planilha identificada numericamente sem o nome ou qualquer identificacdo do paciente.
Durante a coleta de dados sera proibida a permanéncia com aparelhos celulares ou equipamentos
eletrénicos que possibilitem a filmagem ou fotografia dos dados”. E: Beneficios: “Como beneficio direto, o
participante recebera os resultados das avaliagdes e exames realizados, além de informagdes e orientagdes
quanto ao contetido dos exames e encaminhamento para os profissionais de saude. Indiretamente, proposta
é promissora para a melhoria do comportamento e habitos alimentares e melhoria do estilo de vida dos
adultos participantes do estudo. Para o Sistema Unico de Salde, a pesquisa que tem um aspecto
importante de inovagéo busca justamente a contribuigdo para a inclusdo de solugdes de baixo custo para as
problematicas de alto custo. O conhecimento das possiveis deficiéncias e excessos alimentares constituiréo
a base para elaboragéo do programa de educagao alimentar e nutricional voltados a adogéo de praticas
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saudaveis de alimentagdo. Os estudos de epigenética propostos no projeto trardo inovagao cientifica para
as pesquisas no Estado do Espirito Santo, tanto para alunos, pesquisadores e para a populagdo abrangida.”

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
E um projeto com condigdes de realizagdo, claramente definido e de muita relevancia. Pesquisa bem
fundamentada. As pendéncias apontadas pelo CEP foram corrigidas pelo pesquisador.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

« Folha de rosto: apresentada e adequada.

* Projeto detalhado: apresentado e adequado.

» TCLE: apresentado e adequado.

» Termo de anuéncia da instituicdo onde a pesquisa sera realizada: apresentado e adequado.
* Questionarios: apresentados e adequados.

» Regulamento do biorrepositério: apresentado e adequado.

« Cronograma: apresentado e adequado.

« Orgamento: apresentado e adequado.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o ha pendéncias. As pendéncias apontadas pelo CEP foram corrigidas pelo pesquisador.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

1. O CEP/Alegre/UFES devera ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem
o curso normal do estudo.

2. Caso a pesquisa seja suspensa ou encerrada antes do previsto, o CEP/Alegre/UFES devera ser
comunicado, estando os motivos expressos no relatério final a ser apresentado.

3. O TCLE devera ser obtido em duas vias, uma ficara com o pesquisador e a outra com o sujeito de
pesquisa.

4. Em conformidade com a Carta Circular n°.003/2011CONEP/CNS, faz-se obrigatéria a rubrica em todas as
paginas do TCLE pelos participantes de pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador.

5. Em muitos estudos, para que os beneficios aos participantes sejam efetivos, posteriormente a realizagao
da pesquisa, é de grande importancia o pesquisador retornar a Instituicdo onde foi realizada a pesquisa e
apresentar os resultados e conclusdes.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Q@A

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1301171.pdf 14:16:09
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_|[ 26/06/2019 |Wagner Miranda Aceito

CEP_3415067.pdf 14:14:39 | Barbosa

Outros CARTA_RESPOSTA.pdf 26/06/2019 |Wagner Miranda Aceito
14:14:11 Barbosa

TCLE/ Termos de | TCLE_vs_3.pdf 27/05/2019 |Wagner Miranda Aceito

Assentimento / 14:41:47 |Barbosa

Justificativa de

Auséncia

Brochura Pesquisa |Projeto_brochura___Etica_vs2.pdf 23/05/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:25:23 | Barbosa

TCLE/Termos de |TCLE_vs_2.pdf 23/05/2019 |Wagner Miranda Aceito

Assentimento / 17:24:18 |Barbosa

Justificativa de

Auséncia

Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 23/05/2019 |Wagner Miranda Aceito

CEP_3299029.pdf 17:23:53 | Barbosa

Projeto Detalhado / | Projeto_brochura___Etica.pdf 23/05/2019 |Wagner Miranda Aceito

Brochura 17:20:53 |Barbosa

Investigador

Outros Lattes_Suzanny_Mendes.pdf 23/05/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:07:07 | Barbosa

Outros termo_flavia.pdf 02/04/2019 |Wagner Miranda Aceito
18:04:57 | Barbosa

Outros lattes_Elizeu_Batista.pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:08:04 | Barbosa

Outros Lattes_Tamires_Vieira.pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:07:39 | Barbosa

Outros Lattes_Flavia.pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:07:13 | Barbosa

Outros Lattes_Anderson_Barros.pdf 29/03/2019 | Wagner Miranda Aceito
17:05:02 |Barbosa

Outros Lattes_Adriana_Madeira.pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
17:03:58 | Barbosa

Cronograma Cronograma.pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
16:45:09 |Barbosa

Outros anuencia_assinado.pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
16:40:52 | Barbosa

Outros biorrepositorio.pdf 29/03/2019 |Wagner Miranda Aceito
16:39:05 | Barbosa

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 22/02/2019 |Wagner Miranda Aceito
12:27:29 | Barbosa

Outros termo_de_sigilo.pdf 22/02/2019 |Wagner Miranda Aceito
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Outros termo_de_sigilo.pdf 12:05:31 |Barbosa Aceito

Outros questSocioEconSaudeEstVida.pdf 21/02/2019 |Wagner Miranda Aceito
14:41:05 | Barbosa

Outros cadIndviDomiciliar.pdf 21/02/2019 |Wagner Miranda Aceito
14:39:58 | Barbosa

Outros gfcaeantropometria.pdf 21/02/2019 |Wagner Miranda Aceito
09:34:16 | Barbosa

Outros EBIA.pdf 21/02/2019 |Wagner Miranda Aceito
09:32:11 | Barbosa

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

ALEGRE, 27 de Junho de 2019

Assinado por:
JUSSARA MOREIRA COELHO
(Coordenador(a))
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIMENTO
Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva (28) 3552-8624; (28) 99271-9791

Dados de Identificac@o do Voluntario

Nome: Sexo: F( YM( )
Data de Nascimento:_ // Idade:_ Fumante ( ) Nao Fumante ( )
Endereco: Bairro:

Cidade: Estado:  CEP: Telefones:(__ )

/

Titulo do estudo: “Impacto do programa de capacitagdo de agentes SUS no estado
nutricional de vitamina D e sua relagdo com obesidade, depressao, cancer, metilagao
do Receptor do Glicocorticoide e avaliagdo de hipovitaminose D na populagdo da
regido do Caparaé Capixaba”

Natureza e objetivo do estudo: Vocé estd sendo convidado(a) a participar de um
estudo que tem por objetivo avaliar o impacto da implantagdo de um programa de
educagao e capacitagdo dos agentes do SUS quanto ao estado nutricional de
vitamina D e sua relagdo com obesidade, depressdo e cancer, bem como
investigar a prevaléncia de hipovitaminose D e suas doengas correlacionadas
em grupos de individuos da d4rea urbana e rural na regido do Caparad
Capixaba, assim como avaliar o status de metilagdo do gene receptor do
glicocorticoide para a possibilidade de utilizagdo como marcador de doencas.

Local do estudo: Esse estudo serd realizado no Laboratério de Biotecnologia do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCA/UFES).

Procedimentos do estudo: Para esse estudo vocé responderd a um questionario sobre
os habitos, ocupagéo, exposicéo, presen¢a de depresséo, ansiedade e stress. Vocé tera
o direito de se recusar a responder as perguntas, se assim achar conveniente. Serao
colhidas amostras: coleta de sangue através de puncdo venosa através de utilizacédo de
seringa descartavel estéril, coletada por profissional habilitado, com a duracao
aproximada de 30 minutos. O material coletado sera identificado com cédigo de barras
e seu nome n&o ficara exposto nos tubos e frascos mantendo o sigilo de sua identidade,
em seguida o material sera transportado em gelo e levado ao laboratério de Biotecnologia
do CCA/UFES. Depois de utilizadas, as amostras de sangue (soro e plasma) e material
genético (DAN e RNA) serdo armazenadas no Biorrepositério de Materiais Biolégicos do
CCA-UFES até o final do estudo.

Riscos e Beneficios: Vocé tera direito de responder quantas questdes quiser do
questionario e se vocé achar que alguma pergunta é ofensiva, podera deixar de
responder ou mesmo se recusar. Vocé sentird desconforto na coleta de sangue (uma
picada de agulha), podera ficar com o brago roxo no local da picada e sentir alguma dor.
Todo o material coletado seré analisado no laboratério sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva, se vocé assim concordar. O uso e coleta de sua
amostra de sangue ndo implicardo em riscos adicionais para a sua salde, nem exigirdo
que vocé se submeta a qualquer outro procedimento depois. Vocé ndo ter4 nenhum énus
na participagao desta pesquisa. Como beneficio vocé recebera os resultados dos exames
realizados, além de informagdes e orientagdes quanto ao conteido dos exames e
encaminhamento para os profissionais qualificados. Esses resultados poderdo beneficiar,
no futuro, outras pessoas e a ciéncia.

96



Confidencialidade dos registros: Nesse estudo, todos os frascos e tubos receberdo
uma etiqueta de cédigo de barras para manutengdo de sigilo, em conformidade com
Resolucdo 466/12 do CNS, de forma que vocé, paciente ndo seja identificado por seu
nome. Caso os resultados do estudo sejam publicados ou apresentados em congresso a
confidencialidade das informagdes serao garantidas e sua identidade néo sera revelada.
Vocé recebera uma via desse termo, ficando a outra com o pesquisador.

Esclarecimento de Duavidas: Em caso de divida ligue para o pesquisador
responsével Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva nos telefones (28) 3552-
8622, 3552-8624; (28) 99271-9791. Vocé podera retirar o consentimento para
pesquisa em qualquer época do estudo. O Comité de Etica em Pesquisa responsavel
pela autorizagé@o do estudo atende pelo telefone (27) 3335-7211 e o link na internet é
www.ccs.ufes.br/cep - 0 e-mail é cep.ufes@hotmail.com. O Comité de Etica em
Pesquisa da UFES fica na Rua Marechal Campos, numero 1468, Bairro Maruipe, CEP
29.040-090, Centro de Ciéncias da Saude (CCS) - Prédio da Direcao, Vitéria, ES.

Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o teor do presente
documento, entendendo todos os termos acima expostos, como também, os meus
direitos, e que voluntariamente aceito participar deste estudo. Também declaro ter
recebido uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinada pelo(a)
pesquisador(a). Autorizo também o uso das informagdes obtidas na pesquisa em
publicacdes em revista médicas e apresentacdes em congressos (desde que meus
dados de identificacao pessoal sejam mantidos em sigilo).

Na qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “Impacto do programa de
capacitacao de agentes SUS no estado nutricional de vitamina D e sua relagdo com
obesidade, depressao, cancer, metilagdo do Receptor do Glicocorticoide e avaliagéo
de hipovitaminose D na populagéo da regido do Caparaé Capixaba”, eu, ADRIANA
MADEIRA ALVARES DA SILVA, declaro ter cumprido as exigéncias do(s) item(s) IV.3
e IV.4 (se pertinente), da Resolucdo CNS 466/12, a qual estabelece diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

(LOCAL/DATA)

Participante da pesquisa Pesquisador colaborador

Pesquisador Principal
Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva
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Anexo 4 - Inventario de Depressdo de Beck Il (BDI-ll) versdo traduzida ao

portugués.

Nome:

Ocupagio:

Estado Civil:

Data: / /

Idade: Sexo:

Escolaridade:

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmagdes. Depois de ler cuidadosamente cada grupo, faga um circulo em torno
do nimero (0, 1, 2 ou 3) proximo a afirmagao, em cada grupo, que descreve melhor a maneira que vocé tem se sentido
na dltima semana, incluindo hoje. Se varias afirmagdes num grupo parecerem se aplicar igualmente bem, faga um
circulo em cada uma. Tome o cuidado de ler todas as afirmacdes, em cada grupo, antes de fazer a sua escolha.

1 0 Nio me sinto triste. 8 0 Naio me sinto de qualquer modo pior que os outros.
I Eu me sinto triste. I Sou critico em relagdo a mim por minhas fraque-
2 Estou sempre triste e ndo consigo sair disto. Zas ou erros.
3 Estou tdo triste ou infeliz que ndo consigo suportar. 2 Eu me culpo sempre por minhas falhas.
3 Eume culpo por tudo de mal que acontece.
2 0 Naio estou especialmente desanimado quanto ao
futuro. 9 0 Nao tenho quaisquer idéias de me matar.
I Eu me sinto desanimado quanto ao futuro. I Tenho idéias de me matar, mas nao as executaria.
2 Acho que nada tenho a esperar. 2 Gostaria de me matar.
3 Acho o futuro sem esperanga e tenho a impressao 3 Eu me mataria se tivesse oportunidade.
de que as coisas ndo podem melhorar.
10 © Nao choro mais que o habitual.
3 0 Nao me sinto um fracasso. 1 Choro mais agora do que costumava.
I Acho que fracassei mais do que uma pessoa comum. 2 Agora, choro o tempo todo.
2 Quando olho para tras, na minha vida, tudo o que 3 Costumava ser capaz de chorar, mas agora nao
posso ver ¢ um monte de fracassos. consigo, mesmo que o queira.
3 Acho que, como pessoa, sou um completo fracasso.
41 o Nao sou mais irritado agora do que ja fui.
4 0 Tenho tanto prazer em tudo como antes. I Fico aborrecido ou irritado mais facilmente do que
I Nao sinto mais prazer nas coisas como antes. costumava.
2 Naio encontro um prazer real em mais nada. 2 Agora, eu me sinto irritado o tempo todo.
3 Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo. 3 Nao me irrito mais com coisas que costumavam me
irritar.
5 0 Nao me sinto especialmente culpado.
I Eu me sinto culpado grande parte do tempo. 12 o Nao perdi o interesse pelas outras pessoas.
2 Eu me sinto culpado na maior parte do tempo. I Estou menos interessado pelas outras pessoas do que
3 Eu me sinto sempre culpado. costumava estar.
2 Perdi a maior parte do meu interesse pelas outra
6 © Nao acho que esteja sendo punido. pessoas.
I Acho que posso ser punido. 3 Perdi todo o interesse pelas outras pessoas.
2 Creio que vou ser punido.
3 Acho que estou sendo punido. 13 0 Tomo decisdes tdo bem quanto antes.
I Adio as tomadas de decisdes mais do que
7 0 Nao me sinto decepcionado comigo mesmo. costumava.
I Estou decepcionado comigo mesmo. 2 Tenho mais dificuldades de tomar decisdes do que
2 Estou enojado de mim. antes.
3 Eu me odeio. 3 Absolutamente ndo consigo mais tomar decisdes.
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14 o Nao acho que de qualquer modo pare¢o piordoque |19 o Naio tenho perdido muito peso se é que perdi

antes. algum recentemente.

| Estou preocupado em estar parecendo velho ou sem I Perdi mais do que 2 quilos e meio.
atrativo. 2 Perdi mais do que 5 quilos.

> Acho que ha mudangas permanentes na minha 3 Perdi mais do que 7 quilos.
aparéncia, que me fazem parecer sem atrativo.

3 Acredito que parego feio. Estou tentando perder peso de proposito,

comendo menos: Sim Niao

15 0 Posso trabalhar tdo bem quanto antes.

| E preciso algum esforgo extra para fazer alguma 20 o Nao estou mais preocupado com a minha saide
coisa. do que o habitual.
> Tenho que me esfor¢ar muito para fazer alguma 1 Estou preocupado com problemas fisicos, tais
coisa. como dores, indisposi¢do do estdomago ou
3 Nao consigo mais fazer qualquer trabalho. constipagao.
> Estou muito preocupado com problemas fisicos e
¢ dificil pensar em outra coisa.

16 ¢ Consigo dormir tdo bem como o habitual. 3 Estou tao preocupado com meus problemas fisicos
I Nao durmo tdo bem como costumava. que ndo consigo pensar em qualquer outra coisa.
> Acordo 1 a2 horas mais cedo do que habitualmente

e acho dificil voltar a dormir. 21 o Nao notei qualquer mudanga recente no meu
3 Acordo varias horas mais cedo do que costumava e interesse por sexo.
ndo consigo voltar a dormir. 1 Estou menos interessado por sexo do que
costumava.

17 o Naio fico mais cansado do que o habitual. 2 Estou muito menos interessado por sexo agora.
I Fico cansado mais facilmente do que costumava. 3 Perdi completamente o interesse por sexo.
> Fico cansado em fazer qualquer coisa.

3 Estou cansado demais para fazer qualquer coisa.
18 o O meu apetite ndo esta pior do que o habitual.
I Meu apetite ndo ¢ tio bom como costumava ser.
> Meu apetite é muito pior agora.
3 Absolutamente ndo tenho mais apetite.
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