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RESUMO

O transtorno depressivo (TD) ¢ um transtorno mental comum, frequente e sério que piora o
nivel de funcionalidade das pessoas. Negligéncia, abusos, violéncia e abandono relacionados
a fatores biologicos sdo comprovadamente fatores de risco relevantes para esse transtorno.
Desperta atencao a relacdo do TD com o sistema purinérgico que € um sistema de sinalizacao
composto principalmente por nucleotideos de adenosina trifosfato (ATP) e enzimas que o
hidrolisam e seus metabdlitos e receptores. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca do
estresse na infancia (EP) através do questionério sobre traumas na infancia (CTQ), nivel de
funcionalidade através da escala FAST e alteragdes de componentes do sistema purinérgico,
nos pacientes adultos com TD em células do sangue. Trata-se de estudo transversal com
abordagem quantitativa. A amostra foi composta por grupo controle (GC n=36) e grupo
pacientes (GP n=36), com idade de 40 a 59 anos, média de idade 46,92 + 5,14 no GC e 47,12
+ 6,68 no GP, (p=0.6380), os quais foram selecionados de forma pareada. Para comparacao
dos dados estatisticos foi utilizado o Teste ¢ de Student e também aplicado a correlagdo de
Pearson. O nivel de significancia utilizado foi de 0,05 e o programa estatistico GraphPad
Prism 8.0.1. As amostras de linfocitos, plaquetas e soro utilizados foram coletadas por puncao
venosa (30 mL) de 36 individuos GC e 36 GP. As amostras biologicas foram analisadas por
métodos bioquimico colorimétrico e de citometria de fluxo. O CTQ mostra que o GP foi mais
exposto a traumas na infancia comparado com GC e a escala FAST apresenta nivel de
funcionalidade piorada no GP comparada ao GC (p=0.0001). Entre as escalas de depressdao
(BDI) e escala FAST no GP houve correlacio de Pearson positiva robusta (r=0.6722,
*#%%p<0.0005) mostrando que o TD piora a funcionalidade dos individuos. Perceptivel
também, o aumento das citocinas IL-6 e IL-10 no GP comparado ao GC. Houve correlagao
positiva entre a hidrélise do ADP em linfocitos e IL-6 do GP (r=0.3734, *p<0.05). Através da
analise das atividades enzimaticas foi possivel perceber que houve maior atividade NTPDase
e da 5’-nucleotidase em plaquetas e menor atividade da adenosina deaminase (ADA) do GP
quando comparado ao GC. Os resultados deste estudo revelam uma associagdo significativa
entre a exposicao a traumas na infancia e o TD, sugerindo um possivel papel desses eventos
traumaticos no desenvolvimento posterior de dificuldades psicologicas. Além disso, a
avaliagdo da funcionalidade através da escala FAST revelou uma funcionalidade
significativamente piorada no GP em comparacao com o GC, confirmando que a presenca do
TD estd associada a uma diminui¢do na funcionalidade dos individuos. As elevadas
concentragOes de citocinas IL-6 e IL-10 ¢ a correlagdo da ADP em linfécitos e IL-6 no GP
indicam que o sistema imunoldgico estd sendo estimulado a modular os sintomas do quadro
psiquiatrico e a atividade de hidrélise de ATP e ADP nas plaquetas mostraram diferenca
significativa entre os grupos, maior no GP, demonstra que estdo interagindo com o ambiente
inflamatério, sofrendo maior ativacdo ¢ liberando, com isso, mediadores inflamatorios
contribuindo para respostas inflamatorias sistémicas. Essa ativacdo excessiva estd envolvida
em doengas cardiovasculares, acidente vascular cerebral e aumento do risco de complicagdes
tromboticas que podem ser as principais causas de morbidade e mortalidade dos pacientes. A
diminui¢do da atividade da ADA também esta relacionada a processos metabolicos e
inflamatérios sist€émicos, possivelmente desempenhando um papel na manifestacdo e
gravidade dos sintomas no GP.

Palavras-chave: Estresse na infancia. funcionalidade. sistema purinérgico. transtorno
depressivo.



ABSTRACT

Depressive disorder (TD) is a common, frequent and serious mental disorder that worsens
people's level of functioning. Neglect, abuse, violence and abandonment related to biological
factors are proven to be relevant risk factors for this disorder. Attention is drawn to the
relationship between DT and the purinergic system, which is a signaling system composed
mainly of adenosine triphosphate (ATP) nucleotides and enzymes that hydrolyze it and its
metabolites and receptors. The aim of this study was to evaluate the presence of childhood
stress (PE) through the questionnaire on childhood trauma (CTQ), level of functionality
through the FAST scale and changes in components of the purinergic system, in adult patients
with TD in blood cells. This is a cross-sectional study with a quantitative approach. The
sample consisted of a control group (GC n=36) and a patient group (GP n=36), aged between
40 and 59 years, mean age 46.92 = 5.14 in the CG and 47.12 £ 6 , 68 in GP, (p=0.6380),
which were selected in pairs. To compare the statistical data, Student's t test was used and
Pearson's brightness was also applied. The significance level used was 0.05 and the statistical
program GraphPad Prism 8.0.1. The lymphocytes, platelets and serum samples used were
collected by venipuncture (30 mL) from 36 GC and 36 GP individuals. Biological samples
were confirmed by colorimetric biochemical and flow cytometric methods. The CTQ shows
that the GP was more exposed to trauma in childhood compared to the CG and the FAST
scale shows a worse level of functionality in the GP compared to the CG (p=0.0001).
Between depression escalation (BDI) and FAST escalation in GP, there were robust positive
Pearson demonstrations (r=0.6722, ****p<(0.0005) showing that DT worsens individuals'
functionality. Also noticeable was the increase in IL-6 and IL-10 cytokines in GP compared to
GC. There was a positive manifestation between ADP hydrolysis in lymphocytes and GP IL-6
(r=0.3734, *p<0.05). Through the analysis of enzymatic activities, it was possible to notice
that there was a higher NTPDase and 5'-nucleotidase activity in platelets and a lower activity
of adenosine deaminase (ADA) in the PG when compared to the CG. It is concluded that the
results of this study reveal a significant association between exposure to childhood trauma
and TD, indicating a possible role of these traumatic events in the later development of
psychological difficulties. In addition, the evaluation of functionality using the FAST revealed
significantly worsened functionality in the GP compared to the CG, confirming that the
presence of TD is associated with a decrease in the individuals' functionality. The high
concentrations of cytokines IL-6 and IL-10 and the correlation of ADP in lymphocytes and
IL-6 in GP suggest that the immune system is being stimulated to modulate the symptoms of
the psychiatric condition and the hydrolysis activity of ATP and ADP in platelets showed a
significant difference between the groups, greater in GP, demonstrating that they are
interacting with the inflammatory environment, undergoing greater activation and thus
releasing inflammatory mediators contributing to systemic inflammatory responses. This
excessive activation is involved in cardiovascular diseases, stroke and increased risk of
thrombotic complications that can be the main causes of patient morbidity and mortality.
Decreased ADA activity is also related to systemic metabolic and inflammatory processes,
possibly playing a role in the manifestation and severity of symptoms in GP.

Keywords: Childhood stress. functionality. purinergic system. depressive disorder.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que o transtorno depressivo (TD) é um transtorno mental comum, frequente e
sério que pode acometer todas as faixas etarias. Contribui de forma importante para a carga
global de doencas e é a principal causa de incapacidade em todo o mundo. E causado por uma
combinagcdo de fatores genéticos, bioldgicos, ambientais e psicologicos (OMS, 2023).
Estima-se que em todo o mundo, mais de 300 milhdes de pessoas, de todas as idades, sofrem
com esse transtorno. No Brasil, segundo Pesquisa Nacional de Saude (PNS) do IBGE, 16,3
milhdes de pessoas com mais de 18 anos sofrem da doenga, um aumento de 34,2%, de 2013
para 2019. Vérios sintomas da depressdo sdo percebidos no comportamento e interferem na
capacidade de sono adequado, aprendizagem, alimentacado, trabalho, lazer e relacionamentos
pessoais, ou seja, nivel de funcionalidade geralmente piorado como consequéncia da

depressao (OPAS/OMS, 2021).

Um dos fatores considerado de risco relevante para o transtorno depressivo e outros
transtornos psiquiatricos na idade adulta € o estresse na infancia. A palavra estresse do inglés,
significa “tensdo”, “pressdo” ou “insisténcia” (Diciondrio Etimologico, 2020). O fisiologista
Hans Selye definiu o estresse como: reagdes que ocorrem em conjunto em um organismo

quando este estd submetido ao esforco de adaptagdo. (SELYE, 1950).

Também ¢ notdvel a diminui¢do nos niveis de funcionalidade das pessoas com TD no
que diz respeito as formas de interagdo em varios aspectos da vida como: Autonomia,
trabalho, cognicdo, finangas, relacdes interpessoais e lazer. O nivel de funcionalidade sofre
interferéncia em pessoas acometidas pelo TD, se torna mais baixo, menos responsivo devido

as limitagdes impostas pelos sintomas (OMS, 2021).

Outro fator importante ¢ a alteragdo em componentes do sistema purinérgico que
segundo Gubert (2018), ja foi demonstrado que (purinas e pirimidinas extracelulares,
ectonucleotidases e receptores purinérgicos) sdo capazes de controlar processos fisiologicos
como 0 sono, a atividade motora, o apetite, a cognicdo, a memoria e a interagdo social. Além
disso, numerosos estudos correlacionam o sistema purinérgico com diversos transtornos
psiquidtricos, inclusive o transtorno depressivo (LUCAE et. al., 2006; JUNGER, 2011;
GUBERT, 2018 ). Neste sentido, a sinalizacdo purinérgica parece ser uma promissora via de

estudo na prevencao do TD recorrente e no tratamento subsequente.

O sistema purinérgico ¢ um sistema de sinalizagdo composto principalmente por
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nucleotideos de adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), adenosina
monofosfato (AMP), adenosina, inosina, receptores (P1 e P2) de nucleotideos e nucleosideo,
modulado pela a¢do das enzimas como a NTPDase (CD39) que hidroliza ATP a ADP e ADP
a AMP, e a ecto-5’- nucleotidase (CD73) amplamente expressa nas células, hidrolisa o AMP
extracelular formando adenosina que possui diversas func¢des celulares. Existem também as
ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs) que hidrolisam o ATP diretamente a
AMP e a adenosina deaminase (ADA) que desamina adenosina em inosina e esta em

hipoxantina (BURNSTOCK; NOVAK, 2013).

Segundo Burnstock (2018), os nucleotideos ATP, ADP funcionam como
pro-inflamatérios na sinalizagdo extracelular. O ATP, quando acumulado no meio extracelular,
promove a migragdo de células inflamatodrias e diferenciagdo de células T helper (Th), causa
ativacdo do inflamassoma NLRP3, produz citocinas € quimiocinas, gera espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio (ERNs e EROs) e a citotoxicidade (DI VIRGILIO; SARTI;
COUTINHO-SILVA, 2020).

O ATP esta bem caracterizado como participante no contexto do TD e interage
também nas células do sistema imune. Por outro lado, a adenosina figura como uma molécula

protetiva em relacdo ao TD (GUBERT, 2018).

Sendo assim, pode se dizer que: a) TD € um problema de satide publica no municipio
de Chapeco, no Brasil e no mundo, com altas taxas de incidéncia ¢ de comorbidade
associadas; b) o estresse colabora para desencadeamento e/ou piora na saude mental; c) os
niveis de funcionalidade normalmente encontram-se rebaixados em pessoas com TD; d) os
nucleotideos e nucleosideos de adenina podem desempenhar papel fundamental no
desenvolvimento do TD, ha grande énfase para a interagdo e participacdo biologica,
elencando-se fortemente o sistema purinérgico que estd envolvido na liberagao e funcao de
outros sistemas de neurotransmissdo e também como um intermediario no desencadeamento
de transtornos psiquidtricos, a partir de eventos e estimulos estressantes. A atividade das
enzimas e a expressao dos receptores estdo envolvidos em condicdes fisiopatologicas, a acao

do sistema imunologico e processos inflamatorios (JUNGER, 2011).

Considerando que:
e O TD contribui de forma importante para a carga global de doencas e ¢ a principal

causa de incapacidade em todo o mundo;
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e O TD (na pior fase) pode levar ao suicidio;

Se faz necessario entender melhor se a maior exposi¢do ao estresse na infancia ¢ a
diminui¢do nos niveis de funcionalidade no adulto deprimido alteram o sistema purinérgico.
Torna-se de fundamental importancia aprofundar o conhecimento a respeito das correlagdes
com o TD a fim de melhorar o diagndstico e tratamento dos pacientes acometidos,
diminuindo as taxas de morbidade e mortalidade por doengas comorbidas possibilitando
aprimorar técnicas de intervencao nessa populacdo, bem como métodos de prevengao. Mais
pesquisas sdo necessarias para compreender completamente quais processos cognitivos sao
afetados, bem como a diminuicdo dos niveis de funcionalidade e alteragdes em componentes

da sinalizagdo purinérgica.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o estresse na infancia, o nivel de funcionalidade e alteragdes de componentes

do sistema purinérgico em pacientes adultos com TD e controles.

2.2 ESPECIFICOS

e Investigar a presenca de estresse na infancia de pacientes com TD e em individuos
controle;

e Investigar possiveis diferencas no nivel de funcionalidade de pacientes com TD em
relacdo a individuos controle;

e Analisar as diferengas em componentes do sistema purinérgico de pacientes com TD e
em individuos controle;

e Avaliar citocinas pr6 e anti inflamatoérias circulantes no soro (TNF, IFN-y, IL-2; IL-4;

IL-6 eIL-10).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O ESTRESSE NA INFANCIA

O estresse na infancia (EP) vem sendo estudado e apontado como um fator de risco
relevante envolvido em TD e outros transtornos psiquiatricos na idade adulta. A literatura
aponta para a relacdo entre os mecanismos estressores como um dos possiveis fatores
desencadeadores de sofrimentos e transtornos psiquiatricos. A psicologia do desenvolvimento
traz enfoques bastante importantes. Enfatizam que a experiéncia nos primeiros anos de vida
reflete no desenvolvimento posterior ¢ ¢ um principio fundamental da ciéncia do
desenvolvimento. Essas experiéncias adversas precoces contribuem para até 45% dos
disturbios mentais na crianca e mais de 30% dos distirbios mentais na idade adulta, (GREEN

etal., 2010; MCLAUGHLIN et al., 2010).

Bernstein e colaboradores (2003) organizaram diferentes experi€ncias traumaticas
ocorridas na infancia e adolescéncia e nomearam como EP, sdo elas: Abuso Fisico: sdo
agressoes fisicas cometidas por alguém mais velho, com risco de resultar em lesdes, que
também pode ser usada erroneamente na educagdo de um filho por parte de seus pais ou
responsaveis, acarretando lesdes corporais € que podem chegar ao homicidio. Abuso
Emocional: qualquer conduta que humilha, envergonha ou ameaga, ou, quando um adulto
constantemente deprecia a crianga, bloqueia seus esforcos de auto aceitacdo, causando-lhe
grande sofrimento mental. Abuso Sexual: configura-se qualquer tipo de contato ou
comportamento sexual entre a crianga e alguém mais velho, com a finalidade de estimular
sexualmente a crianga ou adolescente e utilizd-la para obter prazer sexual. Negligéncia:
caracterizada por omissao na provisao das necessidades fisicas e emocionais de uma crianga
ou de um adolescente. E subdividida em Negligéncia Fisica: configura-se quando ha falhas
dos pais ou responsaveis em fornecer alimentacdo, vestuario adequado, moradia, seguranca,
supervisdo e saude. Negligéncia Emocional: falha do cuidador ao fornecer as necessidades
basicas emocionais e psicoldogicas como o amor, a motivacao e o suporte, além disso, quando
0s responsaveis nao oferecem atencdo a crianga para suas necessidades emocionais como

afeto e suporte cognitivo e psicologico. (BERNSTEIN et al., 2003).

O quadro 1 mostra os subtipos de EP e suas pontuagdes na escala CTQ.
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Quadro 1- Pontuagdo dos subtipos da escala CTQ

SUBTIPOS N&o a minimo Leve a Moderado Moderado a Severo Severo a Extremo
Abuso 5-8 9-12 13-15 > 16
Emocional
Negligéncia 5-7 8-9 10-12 >13
Emocional
Abuso Sexual 5 6-7 8-12 >13
Abuso Fisico 5-7 8-9 10-12 >13
Negligéncia 5-9 10-14 15-17 >18
Fisica

Traduzido e adaptado de Bernstein et al., 2003

Estudos aprimorados sobre as sequelas do estresse no inicio da vida oportunizaram aos
pesquisadores examinar as respostas adaptativas a ambientes extremos. Entre as descobertas
relevantes estdo as diferengas no processamento de informacdes relacionadas a emogao e a
recompensa impactando no comportamento. Isso evidencia que muitos dos comportamentos
atipicos associados ao EP podem ser adaptativos no ambiente adverso imediato, mas
prejudiciais ao longo do curso de vida. (CARLSON e EARLS, 1997; DANESE e MCEWEN,
2012; HOSTINAR et al., 2014).

Uma historia de maus tratos na infancia ¢ um fator de risco significativo para
desfechos negativos de saide mental. Em um estudo com meta-analise foi apontado que até
25% dos adolescentes atendem aos critérios para TD, o qual € associado a consequéncias
adversas de longo prazo, incluindo dificuldades sociais e econdmicas, deficiéncias fisicas e
aumento do risco de recorréncia de episddios depressivos durante a vida adulta. Segundo a
PNS ( 2019), as mulheres sdo as que mais sofrem de depressao: 14,7%, versus 5,1% entre os
homens. Em alguns Estados, como Rondodnia, o incremento foi de 70%. Na Paraiba ja sdo
mais de 220 mil diagnosticados. No Espirito Santo, 350 mil. As regides urbanas registram a
maior prevaléncia de casos de depressdo (10,7%), enquanto nas areas rurais o indice ¢ de
7,6%. Estados do Sul e Sudeste tém 15,2% e 11,5%, respectivamente, de adultos com
diagnostico confirmado de depressdo, segundo a pesquisa. Em seguida aparecem,
Centro-Oeste (10,4%), Nordeste (6,9%) e Norte (5%). Neste contexto, experiéncias de
estresse no inicio da vida (exposi¢do a trauma, violéncia e formas de maus-tratos) foram
considerados preditores significativos de transtorno depressivo na idade adulta (LEMOULT et
al., 2019). Em outro estudo, os investigadores identificaram que o abuso emocional e a

negligéncia possuem impactos mais incisivos nos sintomas posteriores de TD e mais provavel
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do que outras formas de maus-tratos infantis para aumentar esse risco pois promovem o
desenvolvimento do processamento auto referencial negativo “self referential processing

SRP” (JOPLING et al., 2020).

No Brasil, essas pesquisas sobre a associacdo do estresse na infincia e o
desencadeamento de transtornos psiquiatricos nos adultos sdo recentes e identificam esse fator
presente em mais da metade da populacdo do Rio de Janeiro e Sdo Paulo e que esses eventos
traumaticos aumentam as chances de problemas na vida, imediata ou tardiamente (RIBEIRO

etal., 2011).

Em Chapeco, temos mais de 200.000 habitantes e uma rede de atencdo psicossocial
composta conforme portarias do Ministério da Saude, sendo elas CAPSi, CAPSad III,
Unidade de Acolhimento Adulto e CAPS II que prestam atendimentos aos casos graves e
persistentes em saude mental. A populacdo com o TD em tratamento no CAPS II de 2021 a
2023 era de 341 pacientes na faixa etdria de 40 a 59 anos de idade. A partir do trabalho na
rede, percebe-se a necessidade de avaliar o estresse na infincia, a diminui¢cdo no nivel de
funcionalidade e a alteragdo na sinalizagdo purinérgica dos pacientes adultos com transtorno

depressivo em tratamento no CAPS II de Chapec6 (SMS, 2022).

3.2 NIVEL DE FUNCIONALIDADE

A funcionalidade humana ¢é entendida como atos continuos de estado de satude, e todas
as pessoas apresentam algum grau de funcionalidade em cada dominio, ao nivel do corpo, da
pessoa ¢ da sociedade. A Classificagdo Internacional de Funcionalidade, Incapacidade e
Satude (CIF) da organizagdo mundial da satde iniciada em 2001, conceitua deficiéncia como
uma experiéncia de saide que ocorre em um contexto, ao invés de um problema que reside
somente no individuo. Segundo o modelo biopsicossocial presente na CIF, deficiéncia e
funcionalidade sdao resultados de interagdes entre condigdes de satde (doengas, desordens e
lesdes) e fatores contextuais. Diz respeito as formas de interagdo em varios aspectos da vida
como: autonomia, trabalho, cognicdo, finangas, relacdes interpessoais e lazer. O nivel de
funcionalidade se torna mais baixo, menos responsivo em pessoas acometidas pelo TD devido

as limitagdes impostas pela doenga (CACILHAS et al., 2009).

Neste estudo foi aplicada a escala Teste Shor de Avaliacdo Funcional (FAST). Esta
versio foi traduzida e adaptada para o Brasil por Cacilhas ef al., (2009). E um instrumento

aplicado para avaliagdo objetiva e multidimensional da funcionalidade relativa aos ultimos 15
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dias. Composto por 24 itens, divididos em seis subescalas especificas para acessar areas
acometidas pelo TD que sdo: autonomia, se refere a capacidade do sujeito de realizar agdes
sozinho ou tomar as proprias decisdes; funcionamento ocupacional, se refere a capacidade
do sujeito de se manter em um trabalho regular, ter uma performance estavel e trabalhar em
area compativel com sua capacitacdo e posi¢do no trabalho; funcionamento cognitivo, diz
respeito a capacidade do sujeito de se concentrar, fazer calculos mentais simples, resolver
problemas rotineiros, aprender uma nova informagdo e lembrar dessas informacdes
aprendidas; habilidades financeiras, envolvem as questdes de gerenciamento das finangas de
maneira balanceada; relacionamentos interpessoais, se refere a qualidade das relagdes de
amizade e com familiares, a habilidade de participar de atividades sociais e relagdes sexuais e
a habilidade para defender ideias e opinides pessoais; atividades de lazer, dizem respeito a
performance em atividades fisicas (esportes, exercicios) e ter atividades como hobbies. O
escore ¢ determinado pela soma dos itens, que variam de 0 (indicando auséncia de limitagdo)
até 3 (indicando limitagdo severa). O escore total é obtido pela soma dos escores de cada item,

Quanto mais altos os escores, mais sérias as dificuldades.
3.3 TRANSTORNO DEPRESSIVO

O termo depressdo nem sempre estd ligado a transtorno mental e sim a um sintoma ou
queixa. Nesse caso equivale a tristeza ¢ pode estar presente em fung¢do de uma perda,
decepcao ou qualquer evento desagradavel e ndo estaria ligado a transtorno mental. Em outro
aspecto, segundo Quevedo, existe a sindrome depressiva que se divide em primaria e
secundaria e ¢ um conjunto de sintomas que afetam algumas situagdes de vida da pessoa. Na
depressdo primdria (genuina, idiopatica ou essencial) caracteriza-se pelo desconhecimento da
sua causa, ja depressdo secundaria estd associada a fatores bem definidos como o uso de
substancias exdgenas ou outra condicdo médica geral. Esses sinais e sintomas podem ser
mais ou menos intensos € variam entre as pessoas deprimidas ndo se distinguindo se ¢
primaria ou secundaria (QUEVEDO, 2013). Por fim, o termo depressao pode ser empregado
ainda para designar um transtorno mental que pode se apresentar em episddios pontuais ou de
forma recorrente, conforme CID-10 F33 com sintomas que prejudicam varios dominios da
vida na pessoa acometida. A depressdo ndo ¢ simplesmente estar triste, embora muitas
pessoas acreditem que seja assim. Segundo descri¢ao do Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5) ha prevaléncia do humor triste, mas também sintomas como: a)
capacidade diminuida para pensar ou se concentrar; b) sentimentos de inutilidade e culpa
excessiva; ¢) baixa autoestima; d) cansaco ou perda de energia; ) diminui¢do do interesse ou

prazer em atividades diarias; f) indecisdo; g) insonia ou sonoléncia quase todos os dias; h)
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perda ou ganho de peso sem estar fazendo dieta, entre outros. Em fases mais graves da
depressao pode haver também pensamentos suicidas e tentativas de suicidio. Desta forma, o
diagnostico do transtorno depressivo ¢ clinico, ndo sendo possivel a formulacdo ou
confirmacao através de exames laboratoriais, porém tais exames contribuem para diagnosticar

uma depressao secundaria (ou organica) somente (DSM-5, 2013).

3.3.1 Tratamento

O tratamento para depressdo inclui medicacdo onde sdo utilizados medicamentos
antidepressivos para corrigir o desequilibrio neuroquimico presente na depressao e a
psicoterapia, com o objetivo de identificar e ajudar a mudar os possiveis esquemas de
pensamentos negativos e distorcidos na pessoa e na familia), sua baixa autoestima e a
tendéncia a interpretar os acontecimentos de forma pessimista. Importante incentivar a
expressar mais seus sentimentos, dividas e medos e, assim, abrir espago para o auxilio. Em se
tratando de criangas, ¢ importante também o acompanhamento com a familia incentivando a
conhecer mais o assunto e a identificar quais as caracteristicas da dinamica familiar, que

predispdem seus membros a desenvolverem sintomas depressivos (SILVA, 2020).

As terapias cognitivo-comportamental, terapia cognitiva mindfulness, sistema de
analise cognitivo-comportamental de psicoterapia e psicoterapia interpessoal sdo
comprovadamente eficazes para tratamento do TD. Em um ensaio clinico randomizado em
pacientes com TD, os resultados mostraram que os niveis séricos de IL-6, bem como a
gravidade da depressdo, diminuiram significativamente apds 16 sessdes de psicoterapia
dindmica expressiva de apoio (DEL GRANDE DA SILVA, 2016) . Verificou-se que apos
treino individual de mindfulness, os niveis salivares de IL-6 diminuiram, mantendo-se durante
3 meses, num estudo que testou a aplicacdo de intervencao breve de mindfulness em mulheres
jovens com sintomatologia depressiva (WALSH, 2016). Um estudo de pequena escala com 11
mulheres no primeiro episédio de depressdo tratadas apenas com terapia
cognitivo-comportamental demonstrou que a terapia cognitivo-comportamental reduziu tanto

os sintomas depressivos quanto os niveis séricos de IL-6 (GAZAL, 2013).

Neste estudo, foi aplicada a escala BDI traduzida e adaptada para o portugués por

Cunha (2001). O quadro 2 mostra a classifica¢do da intensidade do TD e sua pontuagao.



20

Quadro 2- Pontuacio e classificacdo da escala BDI

PONTUACAO CLASSIFICACAO
<10 pontos Sem Depressdo ou Depressdo Minima
11-18 pontos Depressao Leve a Moderada
19-29 pontos Depressao Moderada a Grave
30-63 pontos Depressao Grave

Traduzido e adaptado de Cunha 2001.

3.4 ETIOLOGIA DO TRANSTORNO DEPRESSIVO

A partir de estudos com familias, gémeos e adotados, foram encontrados componentes
genéticos para depressdo tanto unipolar como bipolar, Lafer e Vallada (1999), estimaram que
estes componentes genéticos representam cerca de 40% da susceptibilidade para desenvolver
depressdo unipolar e 70% para depressao bipolar. Na génese das depressdes, além da presenca
de fatores genéticos, estdo presentes também fatores neurobioldgicos, causando um
desequilibrio na neuroquimica do cérebro, envolvendo uma disfungdo no mecanismo de
atuacao dos neurotransmissores, principalmente a serotonina. Outros fatores importantes estao
relacionados ao ambiente e a personalidade. Criangas crescidas em ambientes em que as
figuras afetivas importantes (pais, avds) tendem a ter uma visdo pessimista acerca dos
acontecimentos da vida podem ser influenciadas na formacao de suas personalidades. Assim,
as criangas também tendem a desenvolver percep¢ao dos acontecimentos de forma nebulosa
e/ou obscura, criando uma predisposicdo psicologica para desenvolver a depressao.
Ambientes estressantes e desfavoraveis contribuem decisivamente para deflagrar um episddio
depressivo em criangas e adolescentes. Este ambiente pode estar presente na familia, na
escola, nas relagdes sociais mais restritas ou mais amplas (SILVA, 2016). A caracterizagao
precisa do fendtipo permanece como um dos principais desafios nos estudos genéticos da
depressdo, bem como o modo de transmissdo genética pois ¢ multifatorial e de
heterogeneidade etioldgica (LIANG ef al, 2021). Outro grande desafio ¢ a depressao
resistente. Estudos apontam que 30% a 40% dos pacientes deprimidos em uso de doses e
duracdo adequadas de antidepressivos nao respondem ao tratamento, 60% a 70% ndo atingem
remissdo completa dos sintomas, apds dois tratamentos mais de 20% nao se recuperam e 10%
mantém o quadro de depressdo apesar de multiplas intervencdes (O'REARDON e
AMSTERDAM, 1998). Identificado que apenas pequeno nimero dos pacientes tratados
atinge remissdo, por isso a importancia em buscar novas alternativas de tratamento

(NIERENBERG e AMSTERDAM, 1990). Além disso, cerca de metade dos pacientes com
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melhora dos sintomas apresentam sintomas residuais que continuam a afetar negativamente

seu funcionamento e aumentam a chance de recaida (NEMEROFF, 2020).
3.5 0 SISTEMA PURINERGICO E O TRANSTORNO DEPRESSIVO

O Sistema Purinérgico ¢ uma via de sinalizagdo extracelular composto por
nucleotideos de adenina que sdo: trifosfato de adenina (ATP), difosfato de adenina (ADP),
monofosfato de adenina (AMP), adenosina e enzimas denominadas ectonucleotidases e seus
receptores. Estd presente na maioria das células e estd relacionado a varios processos
fisiologicos de satde e doenca, como resposta inflamatoria e imunologica, neurotransmissao e
neuroprotecdo, agregacao plaquetdria e tromborregulagdo, na vasodilatacio mediada pelo
endotélio, na proliferagdo e morte celular (BURNSTOCK, 2006; MARTINS et al., 2016;
SOUZA et al., 2017).

Diversos estudos atestam a a¢do de componentes do sistema purinérgico nas vias de
sinalizagdo do transtorno depressivo, principalmente no que diz respeito a uma desregulagao
na concentracdo dos nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP e no nucleosideo adenosina. O ATP
figura como principal nucleotideo no transtorno depressivo com notavel relagdo entre o
estresse € a neuroinflamacgdo, situagdo patologica comum nos distirbios psiquiatricos de
forma geral, a qual ¢ mediada pela ativagdo dos receptores do tipo P2X7 (RIBEIRO;
RONCALHO; GLASER, 2019). Atuando de forma ionotrdpica pelo influxo de sodio e calcio
e pelo efluxo de potéssio, esse receptor ¢ canal catidnico dependente de ATP, sendo um
importante modulador da resposta imune e da sinalizagdo da microglia, expresso em diversas
células do sistema nervoso central. Neste contexto neuroinflamatério, as microglias
constituem os principais mediadores desse processo, pois sdo as primeiras células a atuar na

resposta a insultos enddgenos e exdgenos (HERMAN e PASINETTI, 2018).

Essas células e os macrofagos sdo capazes de assumirem diferentes fendtipos. O
fenotipo M1 tem formato amebodide e regula positivamente as proteinas de superficie imuno
responsivas, como o complexo principal de histocompatibilidade tipo II (MHCII) e os
receptores de quimiocinas. Além disso, promove a transcricdo de genes que codificam
mediadores inflamatérios e citocinas (PRINZ, et al., 2019). A micréglia em condigdes
normais, assume morfologia ramificada com processos dinamicos para monitoramento
constante do parénquima cerebral (fendtipo M2). Apds um insulto, a micréglia adota uma
forma ameboide (fendtipo M1) (HERMAN e PASINETTI, 2018; YUE et al., 2017). Insultos

duradouros promovem a reativagdo microglial, que culmina na liberagdo de citocinas
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pré-inflamatoérias, incluindo TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-18 (NETTIS; PARIANTE, 2020). Por
fim, o dano neuronal libera ATP e/ou ADP, que prossegue a ativacdo microglial por via do
receptor P2X7 (YUE, et al., 2017 ; ILLES, et al., 2020). O ATP, quando acumulado no meio
extracelular, promove a migra¢do de células inflamatoérias e diferenciacdo de células T helper
(Th), causa ativacao do inflamassoma NLRP3, produz citocinas e quimiocinas, gera espécies
reativas de nitrogénio e oxigénio (EROs ¢ ERNs) e a citotoxicidade (DI VIRGILIO; SARTI,
COUTINHO-SILVA, 2020). Numerosos estudos mostraram uma relacao entre condigoes de
estresse mental cronico com alguns dos transtornos psiquidtricos e somaticos mais

incapacitantes (CAMACHO, 2000; RAISON, 2011; HAROON, 2012).

A partir desses estudos os autores atestaram a relacdo entre danos cerebrais causados
por episddios estressantes € um aumento da concentragdo de ATP extracelular. Essa
concentragdo de nucleotideos ATP, ADP extracelular segundo Burnstock (2018), funciona

como pro-inflamatoria.

O ambiente inflamatorio sistémico fornece uma variedade de sinais, incluindo
aumento do fator de ativagdo plaquetaria (PAF) e liberacdo de trombina, levando a ativagao
plaquetaria (PRESCOTT et al., 1990; WHATLEY et al., 1990). As plaquetas contribuem para
respostas inflamatdrias sistémicas através da adesdo, agregagdo e secrecdo de mediadores
pré-formados, isso as torna centrais para respostas inflamatorias sistémicas (UNSWORTH et
al., 2011; LI et al., 2012). Tém sido propostas como um elo entre condi¢des de estresse
mental e transtornos psiquidtricos ou somaticos (ANISMAN, 2009). Apresentam importantes
semelhancas bioquimicas com os neurdnios serotoninérgicos pré-sinapticos na recaptagao,
armazenamento e metabolismo da serotonina (5-HT), de modo que tém sido amplamente
utilizadas como modelo periférico de atividade neuronal em neuropsiquiatria

(CASTROGIOVANNI, ef al. 1994; STAHL, 1978; RAMACCIOTTI, et al., 2003).

As plaquetas sdo os menores corpusculos do sangue. Em repouso tém formato
discoide e geralmente circulam na periferia por cerca de 10 dias, sdo eliminadas pelo bago. A
funcdo das plaquetas ¢ hemostatica, interrompendo o fluxo sanguineo quando um vaso ¢
rompido. Nesse processo, a plaqueta age reparando lesdes vasculares e impedindo que haja
perda de sangue por meio de hemorragias. A ativacdo plaquetdria excessiva observada em
pacientes com depressdo esta envolvida em aumento do risco de complicagdes trombdticas,
doengas cardiovasculares, acidente vascular cerebral que podem ser as principais causas de

morbidade e mortalidade dos pacientes. O uso de antidepressivos no tratamento da depressao
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estd frequentemente associado a efeitos colaterais hematologicos, como sangramento,
tromboembolismo Venoso e comprometimento da fun¢do plaquetaria

(DIETRICH-MUSZALSKA e WACHOWICZ, 2017).

As plaquetas contém granulos de armazenamento, entre eles, o granulos e corpos
densos. Incluem citocinas pro-inflamatorias e imunomoduladoras em sua grande maioria e
moléculas de adesdo. Os corpos densos contém ATP, ADP, célcio e serotonina. O ADP figura
como mediador no reforco da ativagdo plaquetaria (MCNICOL, 2008; ISRAELS, 2008).
Através de receptores acoplados a proteina G, o PAF e a trombina induzem mudangas rapidas
na estrutura e atividade das proprias plaquetas. Apds a sua ativagdo, liberam mediadores
inflamatorios armazenados nos granulos intracelulares e sintetizam proteinas em resposta a

sinais extracelulares (WEYRICH, 2009; AMELIRAD, et al., 2019).

A familia da adenosina desaminase (ADA) também surge como um mediador muito
importante para controlar as concentragdes de adenosina. Desamina adenosina em inosina e,
esta em hipoxantina (ZIMMERMANN, 2021 ; BURNSTOCK, 2016; BURNSTOCK e
BOEYNAEMS, 2014).

A adenosina ¢ uma molécula anti-inflamatoria atuando fortemente nos efeitos
imunossupressores (DI VIRGILIO; SARTI; COUTINHO-SILVA, 2020). Esse nucleosideo
surge como um dos principais focos de pesquisa voltados & acdo purinérgica no TD. De
maneira geral, a adenosina atua como um importante neuromodulador, além de exercer
fungdes anti-inflamatérias tendo sua atividade regulada pelos receptores da familia Pl
(principalmente A1l e A2), os quais atuam de forma metabotropica (SZOPA et al., 2021). Os
receptores A2A podem permitir respostas adaptativas na regulacdo da plasticidade sindptica.
O sistema adenosinérgico como um todo promove efeitos moduladores pré e pds-sinapticos
na neurotransmissao e estd envolvido também na neuroprotecio (GOMES, et al, 2011). A
adenosina ¢ cada vez mais reconhecida como um mediador chave da resposta imune. Os
sinais conduzidos pela adenosina extracelular sao detectados e transduzidos por receptores de
superficie celular acoplados a proteina G, classificados em quatro subtipos: A1, A2A, A2B e
A3. Esses receptores, potencialmente expressos em todas as células imunes, modulam todos
os aspectos das respostas imunes/inflamatorias e os efeitos imunorreguladores, que sao
principalmente anti-inflamatdrios, contribuem para os efeitos protetores (ORTIZ et al., 2015).
Os receptores Al e A2A tém efeitos complementares e a liberagdo de neurotransmissores

parece depender do equilibrio entre os receptores Al e A2A (LIU, et al., 2019).
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Em particular, o sistema purinérgico pode desempenhar um papel na fisiopatologia do
TD, influenciando sistemas de neurotransmissores (CHEFFER et al., 2018). Componentes da
sinalizagdo purinérgica ¢ metabolismo relacionado da adenosina podem estar implicados em
TDs. Estudos realizados em pacientes com diagndstico de TD demonstraram uma redugdo na
quantidade de adenosina circulante, principalmente no plasma sanguineo, além de seu
aumento quando nos casos de administracao de droga antidepressiva, o que possibilita uma
relagdo entre sua baixa concentragdo € a maior propensdo ao desenvolvimento do distirbio

psiquiatrico supracitado (BHATTACHARY YA et al., 2019).

3.5.1 A Hipotese de Depressao da Citocina Inflamatéria

As citocinas sdo uma classe de polipeptideos de sinalizagdo secretados pelo sistema
imunitario, e estdo amplamente distribuidas nos sistemas imunitario € nervoso. Quando esse
sistema responde a fatores de estresse tais como doenga, ferimentos, infeccdo, ou fatores
psicossociais, as citocinas sdo secretadas para regular funcdes corporais (CHEFFER et al.,
2018). As citocinas sdo essenciais para o desenvolvimento do cérebro, promovem a
homeostase da fungdo cerebral e participam da neurogénese e¢ da remodelagdo sinaptica

(YIRMIYA; GOSHEN, 2011).

Uma das principais vias de modulacdo da sintese de citocinas pro inflamatorias, em
linfocitos, acontece por meio da sinalizagdo purinérgica (JUNGER, 2011). A sinalizagdo
purinérgica pode desencadear alteracdes imunoldgicas tanto pro-inflamatérias, por meio da
ligacdo em receptores para ATP como o P2X7 quanto anti-inflamatorias por meio da ativacao
de receptores de adenosina (BURNSTOCK; NOVAK, 2013). Uma ativacdo ndo seletiva dos
receptores de adenosina parece induzir sintomas de tipo depressivo em modelos animais,
enquanto que o antagonismo seletivo dos receptores A2A pode induzir efeitos antidepressivos

(PADILLA et al., 2018; ILLES; VERKHRATSKY; TANG, 2020).

O receptor P2X7 pode modular a liberagdo de neurotransmissores, incluindo
monoaminas, 0xido nitrico (NO) e glutamato (RIBEIRO; RONCALHO; GLASER, 2019). A
resposta imune inata, desencadeada com o processo anteriormente descrito, compreende o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patéogenos (PAMPs) ou padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs) por receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs). Estudos com animais demonstram que os receptores P2X7 (P2X7Rs) expressos por
células inflamatorias sdo estimulados pelo sinal de perigo ATP extracelular para ativar o

inflamassoma e liberar IL-1B pro inflamatéria (BARBERA-CREMADES et al 2012). O PRR
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envolvido no transtorno depressivo ¢ o inflamassoma, caracterizado como o dominio pirina da
familia NLR contendo 3 (NLRP3). Diante disso, em situagdes estressantes, o aumento na
liberacao de ATP ¢ interpretado como um sinal DAMP pelo sistema imune no SNC (ILLES;
VERKHRATSKY; TANG, 2020; KOUBA et al., 2022). Figura 1
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Figura 1. Envolvimento do inflamassoma NLRP3 em modelos pré-clinicos de depressao. Modelos animais de
depressdo induzida por estresse ou um desafio inflamatdrio com lipopolissacarideo (LPS) t€m sido usados para
elucidar os mecanismos envolvidos na fisiopatologia do TD. Esses modelos s@o capazes de induzir um processo
neuroinflamatorio, associado a um comprometimento das vias autofagicas e ativacdo microglial. Este processo
leva & montagem e ativacdo do complexo NLRP3. Como consequéncia, ha um aumento nos niveis de citocinas
pro-inflamatorias, que por sua vez resultam em aumento da atividade da indolamina 2,3 dioxigenase (IDO),
diminui¢do da biodisponibilidade do triptofano e consequente redugdo da sintese de serotonina. Além disso, a
ativagdo de NLRP3 também foi sugerida como associada a disbiose intestinal, comprometendo a producdo de
serotonina e compostos neuroprotetores pela microbiota intestinal (KOUBA et al., 2022).

Hé muitas evidéncias de que as mudancas no influxo de citocinas estdo estreitamente
associadas a ocorréncia de depressdo, levando a hipotese de depressdo de citocinas, a qual
propde que a depressdo esta frequentemente associada a disturbios imunitarios, ativacdo do
sistema de resposta imune, e elevada impregnagdo de citocinas em condi¢des de estresse
(ZADKA, 2016). Nessas condicdes psicologicas de estresse ou doenga fisica, a liberagao de
citocinas inflamatorias pode ser muito intensa, levando a aumentos significativos em escala
nas interleucinas -1 (IL-1), IL-2, IL-6. O aumento da IL-1 e IL-2 pode levar a apoptose,
suprimir a transmissdo sindptica, atenuar a diferenciacdo neuronal e, a longo prazo, inibir as
respostas na eficiéncia de aprendizagem, e por fim, induzir a depressao (YAMADA et al,,
2014). A IL-6 ¢ uma das citocinas pré inflamatdrias mais investigadas, também possui um

importante papel na manuten¢do da satde neuronal (POLLAK; YIRMIYA, 2002). A
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expressdo excessiva de IL-6 estd relacionada diretamente com o estresse e a depressdo,
podendo agravar quadros inflamatorios (JOHNSON, et al., 2019). No SNC, a IL-6, exerce
varias agdes, ativando as microglias, que se diferencia em macrofagos, perpetuando assim a
sua propria producdo, criando uma resisténcia central aos glicocorticdides; provocam
alteracdes nos neurdnios dopaminérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos do tronco
cerebral, diminuindo a neurotransmissao (MARQUES; CIZZA; STERNBERG, 2007). Existe
relagdo direta entre IL-6 e o TD, Lotrich (2015) e Zhang et al. (2016) puderam observar que o

RNA mensageiro da IL-6 estd aumentado nos pacientes com TD.

Um estudo com dez pacientes submetidos a hepatectomia estabeleceu correlagdes
significativas entre o estresse cirargico e os niveis sanguineos de IL-6 (GOTOHDA et al.,
2008). Outro estudo transversal com 370 adolescentes, Augustine e colaboradores (2014),
verificaram que o estresse de vida em adolescentes foi um preditor significativo do aumento

de IL-6 nos sujeitos do estudo.

A IL-10 também ¢ avaliada e relacionada ao TD. Estudos apontam niveis diminuidos
de IL-10 em humanos com sintomas de depressdo. Outros estudos, indicam niveis
aumentados em pacientes com TD (SARAIVA, 2010). Uma possivel explicacdo para essa
controvérsia ¢ que inicialmente os niveis de IL-10 aumentam em resposta a inflamacao aguda
relacionada a depressdo como parte do sistema imunoldgico compensatorio (ROQUE et al.,
2009). Outra ¢ sustentada pela ideia de que o tratamento com alguns tipos de antidepressivos
aumentam os niveis de IL-10 (KUBERA et al., 2001; ZHANG et al., 2020). No entanto, se
a inflamacdo ndo for diminuida durante um processo mais longo da doenga, os niveis de IL-10
eventualmente diminuem (WIENER ef al., 2019). A adenosina também interage com a IL-10
com func¢do de estimulagdo da sua sintese. A IL-10 possui fungdes de imunomodulagao, mas
predominantemente anti inflamatoria inibindo a sintese de outras citocinas, como o IFN-y,
IL-2, TNF (THOMPSON-SNIPES et al, 1991; MOCELLIN et al, 2003; MAYNARD,
2008). Também ¢ sabido que a Ado extracelular atua em receptores A2A e A2B promovendo
a ativacao de células imunes pela diminuicao da liberagdo de interleucinas pré-inflamatoérias e
aumento da liberagdo das interleucinas anti-inflamatorias, como a IL-10. (FRANCO et al.,

1997; MORIWAKI et al., 1999).
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4 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de estudo transversal de abordagem quantitativa no qual foi avaliado o
estresse na infancia, o nivel de funcionalidade e da sinalizacdo purinérgica em pacientes
adultos com transtorno depressivo TD em tratamento e controles. Os pacientes foram
selecionados a partir de registros em prontudrios eletronicos do servico publico de satde
mental (CAPS II), no municipio de Chapecd (SC) na faixa etaria de 40 a 59 anos de idade e,
a partir do contato prévio do pesquisador no momento das consultas, convidados a
participarem da pesquisa. A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da

Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) sob parecer n® 5.191.879.

Segundo registros encontrados no inicio da pesquisa, a populagdo municipal com
diagnostico de depressdo era de 555 individuos sendo 426 na faixa etaria de 40 a 59 anos de

idade, notificando uma maior incidéncia nessa faixa etaria de pacientes em tratamento.

A partir do calculo amostral, considerando erro de 5% e 95% de confiabilidade,
considerando as variaveis a serem mensuradas e os critérios de inclusdo, tivemos um n de 64
individuos do GC e um n de 64 do GP, os quais foram selecionados de forma pareada.
Somente foi possivel coletar material de 36 individuos do GC e 36 do GP devido as

dificuldades dos pacientes em comparecerem ao local de coleta.

Para compor o GC, foi feito divulgacdo nas universidades, escolas, pela midia em
geral e por contato direto. Os participantes foram convidados a comparecerem na sala do
pesquisador localizada nas dependéncias do CAPS II para a coleta de dados através da
aplica¢do dos questionarios FAST, CTQ, BDI de forma individual para garantia do sigilo e da

privacidade.

As escalas foram aplicadas em todos os participantes por profissional com formagao
em psicologia. Também foi realizada uma unica coleta de sangue de 30 ml, por puncao
venosa, (feita por profissional habilitado em enfermagem) para fins de analises do sistema

purinérgico e perfil inflamatoério.

As analises bioquimicas e moleculares foram realizadas nos laboratérios de pesquisa
bioldgica da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) campus Chapec6 (SC). A partir da
analise, foi realizada a comparagao dos resultados obtidos entre os grupos e a verificagdo da
presenca do EP, alteracdes nos niveis de funcionalidade, alteragdes em componentes do

sistema purinérgico e do perfil inflamatorio.
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Foram coletadas e analisadas 36 amostras de cada grupo sendo que no GP a média de
idade feita pelo teste t de Student foi de 47,12 anos + 5,14 e no GC a média de idade foi de
46,84 anos * 6,68, (p=0.6380).

Os questionarios foram apresentados aos participantes na seguinte ordem: CTQ,
FAST, BDI, que serviram para analisar a situacdo da infancia e atual de cada participante
permitindo entender e compreender se todos os pacientes tiveram a incidéncia do estresse na

infancia, confirmar a presenca de TD e se a funcionalidade foi afetada pelo TD.

A partir da avaliagdo dos dados das escalas, foi correlacionado os escores das mesmas
e dos dados de avaliagdo dos componentes do sistema purinérgico no GP e no GC. Todos os

participantes responderam aos mesmos questionarios.

A atividade das NTPDases para hidrolise de ATP, ADP e atividade da ADA foram
determinadas em plaquetas e linfocitos, e a atividade da 5’-nucleotidase para hidrolise de
AMP foi determinada em plaquetas. A atividade ATP, ADP, AMP e ADA foram analisadas
por método bioquimico colorimétrico e o perfil inflamatorio foi medido por citometria de

fluxo.

4.1 CRITERIOS PARA INCLUSAO

Todos participaram de forma voluntaria, e pertencem a faixa etiria de quarenta a
cinquenta ¢ nove anos de idade (por ser a faixa etaria com maior incidéncia de TD), em
tratamento no CAPSII com diagndstico conforme CID 10 F33 (transtorno depressivo
recorrente); Grupo controle com a mesma faixa etaria recrutados por comunicado nas

universidades, escolas, pela midia em geral e por contato direto.

4.2 CRITERIOS PARA EXCLUSAO

- Pacientes com doencas infectocontagiosas graves, doengas cronicas em tratamento
paliativo;

- Pessoas que tenham sofrido acidente nos ultimos 6 meses.

4.3 COLETA DE DADOS

Para este estudo, foram selecionados pacientes com diagnéstico de TD a partir de

prontudrios eletronicos. A abordagem dos pacientes em tratamento ocorreu individualmente
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em sala reservada no proprio CAPS II. O grupo controle com a mesma faixa etaria foi
recrutado por comunicado nas universidades, escolas, pela midia em geral e por contato
direto. Os individuos foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo, e convidados a
participar do mesmo, consentindo através de assinatura do TCLE, em seguida foram

aplicadas as escalas CTQ, BDI, FAST e coletado o sangue.
4.3.1 Aplicaciao dos questionarios

Para constatar a presenga e intensidade do EP foi aplicado a escala CTQ - Childhood
Trauma Questionnaire, em sua versdao breve. O CTQ é um questionario que investiga a
presenca de cinco componentes traumadticos: abuso fisico, abuso emocional, abuso sexual,
negligéncia fisica e negligéncia emocional, através de 28 itens autoaplicaveis a adolescentes e
adultos, segundo a versdo brasileira traduzida e validada em 2006 em “Questiondrio sobre
Traumas na Infancia” (GRASSI-OLIVEIRA et al., 2006). As respostas dividem-se em 5
modalidades, a saber: “nunca”, “poucas vezes”, “as vezes”, “muitas vezes” ou “sempre”. Ao
final, o avaliador obtém um escore para cada um dos cinco subtipos de Trauma na Infancia,
além de um escore total para todos os Traumas - CTQ total (KIM et al., 2013). Na sequéncia
foi aplicada a escala FAST para avaliagdo funcional como j& descrito anteriormente. Este
instrumento ¢ aplicado para avaliacdo objetiva e multidimensional relativa aos ultimos 15
dias. Também foi aplicada a escala BDI que ¢ um instrumento composto de 21 categorias de
sintomas e atitudes, que descrevem manifestagdes cognitivas, comportamentais, afetivas e
somaticas do TD. Pontua de 0 a 3 quanto a intensidade em cada uma delas sendo que cada
item contém quatro afirmagdes onde o respondente indica uma ou mais op¢des que melhor

descrevam os seus sintomas. Através da somatoria dos 21 itens da escala, se obtém o score

final (GIAVONI et al., 2008).
4.3.2 Coleta de sangue e preparacio das amostras

Foi coletado em uma unica vez, trinta mililitros (30 ml) de sangue em tubos
vaccutainer com EDTA (isolamento de linfécitos), com citrato de sédio (isolamento de
plaquetas) e em tubos sem anticoagulante (separacdo do soro). O processamento e
armazenamento dos materiais biologicos dos pacientes e do grupo controle da pesquisa esta
sob a responsabilidade da UFFS campus Chapecd, os materiais biologicos de pacientes e
controles foram devidamente processados e armazenados. As amostras separadas de

linfocitos, plaquetas e soro, foram congeladas em freezer a - 80° C.



30

4.3.3 Procedimento para separacio dos linfocitos

Para o isolamento de linfocitos, as amostras de sangue coletadas com EDTA foram
diluidas em volume igual de solugdo salina. Posteriormente, a amostra diluida foi transferida
para um tubo conico contendo Lymphoprep (Ficoll-Histopaque) e realizou-se centrifugagdo a
1800 rotagdes por minuto (rpm), em temperatura ambiente, por 30 minutos. Apos a
centrifugacdo, através da formagdo de um gradiente de densidade, foi possivel visualizar uma
camada intermediaria composta pelas células mononucleares (linfocitos € mondcitos) entre as
camadas de plasma e Ficoll. Esta nuvem de células foi cuidadosamente removida e transferida
para tubo conico limpo. As células, foi adicionada solucio salina e a amostra foi centrifugada
por 5 minutos a 1800 rpm. Na sequéncia, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 5
mL de tampao hemolitico aos linfocitos, procedendo nova centrifugacdo. Novamente o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5 mL de solugdo salina, homogeneizando o
contetdo e realizando-se nova centrifugagdo por 5 minutos a 1800 rpm. Apos o término desse
processo, os linfécitos foram guardados em eppendorfs contendo 600 pL de solucdo salina.
As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C até a realizag@o dos experimentos (LEAL,

2005).

4.3.4 Procedimento para separaciao das plaquetas

Para o isolamento de plaquetas, as amostras de sangue coletadas em tubo com citrato,
realizou-se centrifugacdo a 1200 rpm, em temperatura ambiente, por 10 minutos. Apos a
centrifugacdo, foi retirado o sobrenadante, colocado em tubo de ensaio limpo e centrifugado a
5000 rpm por 30 minutos. As plaquetas ficam separadas em forma de botdo no fundo do tubo,
descarta-se o sobrenadante e acrescentou-se Iml de tampao hepes homogeneizando bem para
lavar as plaquetas e centrifugou-se a 5000 rpm por mais 10 minutos, retirou-se o
sobrenadante e acrescentou-se 400uL de tampao hepes, homogeneizando e transferindo todo
o conteudo para um eppendorf identificado e armazenadas em freezer a -80°C até a realizagdo

dos experimentos (LEAL, 2005).
4.3.5 Procedimento para separac¢io do soro

Para separacdo do soro, o sangue coletado em tubo sem anticoagulante foi
centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos. Apds centrifugacdo o soro ficou como
sobrenadante e foi transferido para um eppendorf identificado e armazenado em freezer a

-80°C at¢ a realizag¢do dos experimentos (LEAL, 2005).
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4.4 ANALISE DAS AMOSTRAS
4.4.1 Dosagem de proteina

A proteina nos linfécitos e plaquetas foi dosada em placas de cultivo celular fundo
chato, 96 pocos. A leitura no leitor de microplaca a 595 nm pelo método de Comassie Blue

utilizando como padrao a albumina bovina (BRADFORD, 1976).
4.4.2 Determinacio da atividade da E-NTPDase e ecto-5’-nucleotidase

As atividades da enzima E-NTPDase e ecto-5’-nucleotidase foram determinadas em
plaquetas de acordo com o método descrito por Pilla ef al. (1996) modificado por Lunkes et
al. (2003). A atividade da E-NTPDase, em linfocitos, foi realizada segundo Leal et al. (2005).
A determinacdo da atividade da enzima E-NTPDase e ecto-5’-nucleotidase foi medida pela
quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado usando-se um ensaio colorimétrico com 20ul
de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) adicionados a 160ul do sistema de incubagdo da
NTPDase e pré incubados por 10 minutos a 37 °C. Para a atividade da NTPDase, em
plaquetas, o sistema de incubag¢do contém NaCl 1200mM, Glicose 60mM, KCI 50mM,
tampao de Tris HCI 500mM pH 7.4, CaCl2 50mM e H20 Milli Q. Para a atividade da
NTPDase, em linfocitos, a concentracao de Glicose utilizada no sistema de incubagdo ¢ de
600mM. Para a atividade da ecto-5'-nucleotidase em plaquetas substitui-se o CaCl2 por
MgCl12 100mM. A reagdo ¢ iniciada pela adicdo de 20ul de ATP ou ADP, como substrato, a
uma concentracao final de 10mM ou 20ul de AMP na concentracdo de 20mM. As reagdes da
NTPDase e 5’-nucleotidase sdao paradas pela adicao de 150ul de acido tricloroacético (TCA)
15%. O P1i liberado pela hidrolise de ATP, ADP e AMP ¢ medido pelo método de CHAN ef al.
(1986). A leitura ¢ feita em espectrofotometro a 630nm. Amostras de pacientes e controles
foram analisadas em triplicatas. Os controles negativos da hidrolise ndo enzimatica foram
realizados conforme descrito para as amostras, porém sem adigdo de enzima. A atividade

enzimatica ¢ expressa em nmol Pi liberado/min/mg proteina.

4.4.3 Atividade da ADA

A atividade da enzima ADA em plaquetas e linfocitos foi determinada de acordo com
o protocolo ja descrito por Giusti e Galanti (1974). A técnica adotada, consiste na dosagem da
amonia liberada pela transformacdo da adenosina em inosina, catalisada pela ADA. A amonia

forma na presenga de fenol, em solugdo alcalina, um derivado indofenol que ¢ quantificado
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em espectrofotdmetro. Para a reacdo enzimatica da ADA ¢ utilizado 60ul de amostra, que
reage com 90ul de tampao fosfato e 90ul de adenosina, incubados e agitados no agitador por
60 min a 37°C. Apos esse processo, a reacao colorida ¢ iniciada quando adicionados 80ul de
Fenol/Nitroprussiato e hipoclorito alcalino, incubados por mais 30 min a 37°C. A leitura ¢é

realizada em espectrofotdmetro a 620 nm e os resultados sao expressos em U/L.
4.4.4 Citocinas pro e anti-inflamatorias

Para determinagdo dos parametros inflamatérios, os niveis de interferon-gama (INF-y),
fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-10 (IL-10), interleucina-6 (IL-6), interleucina-4
(IL-4) e interleucina-2 (IL-2) foram analisados em amostras de soro utilizando o kit
comercial CBA (Cytometric Brad Array) Kit I, para citocinas humanas de perfil Th1/Th2 da
BD Biosciences™ (San Diego, CA, EUA — Catalogo: 551809). O procedimento experimental
consiste na preparacdo de um mix de citocinas utilizando seis populagdes de beads com
distintas intensidade de fluorescéncia, seguido da adi¢ao de 20ul da amostra e da conjugacao
com anticorpo de captura especifico, apos periodo de incubagdo por 3h, as amostras foram
capturadas em citometro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus (San Diego, CA, EUA). Os
resultados obtidos foram analisados pelo CBA Analysis Software (BD Biosciences™) pelo

calculo da equagdo da reta utilizando os valores obtidos na curva padrao.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a tratamento estatistico pelo software GraphPad Prism
8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Os outliers foram analisados pelo
proprio software e removidos apenas para a analise das variaveis que se diferenciavam dos
demais dados. Sobre as variaveis do estudo, as diferencas entre GC e GP foram avaliadas pelo
teste t de Student, qui-quadrado e correlagdo de Pearson. Os resultados foram apresentados
como média + desvio padrdo, bem como correlagdes. Foram consideradas estatisticamente
significativas as diferengas em que a probabilidade de rejei¢do da hipotese de nulidade foi

menor que 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Pela andlise da tabela 1 podemos observar caracteristicas gerais relacionadas a
populagdo amostral tais como idade média com respectivo desvio padrao dos GC e GP,
percentual de individuos fumantes, doengas pré-existentes, comorbidades e uso de
medicamentos antidepressivos e medicamentos estabilizadores de humor com seu respectivo

tamanho amostral bruto de individuos e percentual. Os dados foram comparados pelo Teste ¢

de Student (p=0.6380).

Tabela 1 - Caracterizagdo da amostra do GC e GP

Caracteristicas GC GP

Idade (anos) Desvio padrao 46,92 £5,14 47,12 £6,68
Fumantes 4 11.1% 5 13,90 %
Hipotiroidismo 1 3.6% 3 8,34%

Hipertensao 1 3.6% 5 13,90%

Diabetes mellitus 2 5.55% 1 3,60%
Dislipidemia 1 3.6% 3 8,34%
Obesidade 3 8.34% 7 19,70%
Uso de medicamentos antidepressivos 0 36 100%
Uso de medicamentos estabilizadores de humor 0 12 33,40%

5.2 DADOS DAS ESCALAS CTQ, BDI E FAST NO GC E GP

Podemos observar, pela analise da figura 2, que houve maior exposi¢ao ao EP pelo GP
quando comparado ao GC. [p=0.0001, 57,42 + 7,28 vs. 68,81 = 13,81, no GC e GP

respectivamente].
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Figura 2. Exposi¢do ao EP comparando GC com o GP conforme dados do CTQ. Os
resultados foram expressos como valor de p, média + desvio padrao (n= 36) para controles e
(n= 36) para pacientes.
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A tabela 2 mostra a classificagdo dos subtipos de EP segundo o CTQ, também mostra

o n de individuos e o percentual de incidéncia dos mesmos no GC e no GP. Todos sofreram

mais de um tipo de EP.

Tabela 2- Classificag@o dos subtipos de EP e incidéncia nos GC e GP conforme o CTQ

AUSENCIA DE EP PRESENCA DE EP
Subtipos de Nao a Levea Moderado a Severo a
Grupos EP minimon % moderado n % severo n % extremon %
Abuso Emocional 26 (72,2%) 6 (16,6%) 1(2,7%) 3 (8,3%)
Negligéncia Emocional 28 (22,2%) 8 (22,2%) 0 (0%) 0 (0%)
GC Abuso Sexual 30 (83,3%) 3 (8,3%) 3 (8,3%) 0 (0%)
Abuso Fisico 27 (75%) 3 (8,3%) 1(2,7%) 5(13,8%)
Negligéncia Fisica 24 (66,6%) 15 (41,6%) 3 (8,3%) 4 (11,1%)
Abuso Emocional 10 (27,7%) 4 (11,1%) 3 (8,3%) 19 (52,7%)
Negligéncia Emocional 7 (19,4%) 8 (22,2%) 2 (5,5%) 19 (52,7%)
GP Abuso Sexual 16 (44,4%) 4 (11,1%) 6 (16,6%) 10 (27,7%)
Abuso Fisico 8 (22,2%) 4 (11,1%) 5(13,8%) 19 (52,7%)
Negligéncia Fisica 4 (11,1%) 13 (36,1%) 12 (33,3%) 7 (19,4%)

A analise da tabela 3 traz dados das escalas BDI e FAST no GP. No GC nenhum

individuo apresentou sintomas depressivos € de funcionalidade piorada.

Tabela 3 - Incidéncia do TD escala BDI e piora da funcionalidade escala FAST no GP

leve moderado  grave
BDI GP n % n % n %

4(11.1%)  6(16.7%) 26 (72.2%)

FAST autonomia  trabalho cogni¢do relacionamentos pessoais lazer
GP n % n % n % n % n %
13 (36.11%) 20 (55.5%) 27 (75%) 22 (61.11%) 20 (55.5%)

5.3 ATIVIDADE DA E-NTPDASE, 5’-NUCLEOTIDASE, ADA EM PLAQUETAS E
LINFOCITOS E NIiVEL DE CITOCINAS

Podemos observar, pela andlise da Figura 3, a atividade das enzimas E-NTPDase,
5’-nucleotidase e da ADA em Plaquetas. A Figura 3A representa a atividade da E-NTPDase
para a hidrélise do ATP. A hidrélise de ATP foi significativamente maior no GP do que no GC
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[p=0.0005, 18,93 + 10,52 vs. 33,65 £ 23,27 nmol Pi/min/mg de proteina, no GC e GP
respectivamente]. A Figura 3B representa a atividade da E-NTPDase para a hidrolise do ADP.
E possivel observar que a hidrolise de ADP foi estatisticamente maior no GP quando
comparado ao GC [p=0.0014, 23.07 £+ 22.01 vs. 40,83 £ 17,99 nmol Pi/min/mg de proteina,

no GC e GP respectivamente].
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Figura 3. Atividade da NTPDase em plaquetas do GC comparado com o GP. A) Atividade da
hidrolise de ATP. B) Atividade da hidrolise de ADP. Os resultados foram expressos como
valor de p, média + desvio padrdo (n=36)para GC e para GP .

A figura 4 representa a atividade 5’-nucleotidase para hidrolise de AMP e atividade
ADA em plaquetas. Pela andlise da figura 4A ¢ possivel observar que a hidrolise foi
estatisticamente maior no GP comparado ao GC [p=0.0056, 6,58 + 2.54 vs. 11,24 + 9,40
nmol Pi/min/mg de proteina, no GC e GP respectivamente]. A figura 4B representa a
atividade da ADA. Pela andlise dessa figura observamos que a atividade da ADA foi
significativamente menor no GP quando comparado com o GC [p=0.0001, 3,62 + 2,81 vs.

0.186 = 0,161 U/mg de proteina, no GC e GP, respectivamente].
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Figura 4. Atividade da 5’-nucleotidase e atividade da ADA em plaquetas do GC comparado
com o GP. A) Atividade da hidrolise de AMP. B) Atividade da ADA. Os resultados foram
expressos como valor de p, média =+ desvio padrao (n=36) para GC e para GP.

Na Figura 5, podemos observar a atividade das enzimas E-NTPDase, e da ADA em
linfocitos. A Figura 5A representa a atividade da E-NTPDase para a hidrolise do ATP. A
hidrolise de ATP teve maior atividade mas ndo apresentou diferenga estatisticamente
significativa no GP comparado ao GC [p=0.1159, 22,80 + 20,14 vs. 32,05 £ 26,94 nmol
Pi/min/mg de proteina, no GC e GP respectivamente]. A Figura 5B representa a atividade da
E-NTPDase para a hidrolise do ADP. E possivel observar que a hidrélise de ADP teve maior
atividade mas ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa no GP comparado ao
GC [p=0.1796, 37,34 £+ 23,43 vs. 46,68 + 31,56 nmol Pi/min/mg de proteina, no GC e GP
respectivamente]. A Figura 5C representa a atividade da ADA. Pela analise dessa figura
observamos que a atividade da ADA ndo apresentou diferenga no GP quando comparado com

o GC [p=0.1824, 450,3 £ 159.2 vs. 499.1 £ 173,4 U/mg de proteina, no GC e GP,

respectivamente].
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Figura 5. Atividade da NTPDase em linfocitos do GC comparado com o GP. A) Atividade da
hidrolise de ATP. B) Atividade da hidrolise de ADP. C) Atividade da ADA. Os resultados
foram expressos como valor de p, média + desvio padrao (n=33) para GC e (n=36) para GP.
Os outliers foram excluidos automaticamente pelo programa GraphPad prism 8.0.1. Os dados
foram comparados no feste t de Student.

A figura 6 apresenta os resultados das citocinas circulantes no soro. Podemos observar
que nao apresentaram diferencas no GC comparado ao GP o INF-gama figura 6A, [p=0.7437,
4.75 £ 1.07 vs. 5.17 £ 3.21 pg/mL, no GC e GP respectivamente]. TNF figura 6B, [p=0.5862,
4.07 £ 1.29 vs. 4.27 = 1.51 pg/mL, no GC e GP respectivamente]. IL-4 figura 6E, [p=0.2061,
542 £2.28 vs. 6.38 £2.90 pg/mL, no GC e GP respectivamente] e IL-2 figura 6F, [p=0.8659,
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3.87 £ 1.92 vs. 3.80 =+ 1.34 pg/mL, no GC e GP respectivamente]. A IL-10 figura 6C,
[p=0.0089, 2.72 £ 0.81 vs. 3.38 £ 1.12 pg/mL, no GC e GP respectivamente] e a IL-6, figura
6D, [p=0.0151, 2.72 = 1.26 vs. 3.94 £ 1.64 pg/mL, no GC e GP respectivamente],

apresentaram maior expressao no GP comparado ao GC.
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Figura 6. Quantidade de citocinas circulantes em soro no GC comparado ao GP. A)
INF-gama B) TNF. C) IL-10. D) IL-6. E) IL-4. F) IL-2. Os resultados foram expressos como
valor de p, média + desvio padrdo (n= 33) para GC e (n=34) para GP. Os dados foram
comparados no teste t de Student. Os outliers foram excluidos automaticamente pelo
programa GraphPad prism 8.0.1.

5.4 CORRELACAO DOS DADOS DAS ESCALAS BDI VS. FAST, IL-6, IL-10

A tabela 4 mostra os dados da correlagdo de Pearson entre as escalas BDI, escala
FAST, IL-6 e IL-10 no GC e GP. Pode-se observar que houve correlagcdo positiva robusta
entre os dados das escalas BDI e FAST (r=0.6722, ****p=0.0001) no GP, entre as demais,

nao houve correlacao.

Tabela 4 - Correlagio de Pearson entre as escalas BDI vs. FAST, IL-6, IL-10

FAST IL-6 IL-10
BDI valor der valor der valor der
GC 0.2136 -0.1670 0.05278
GP 0.6722%%** -0.0069 0.07249

Legenda: ****p<0.0005 entre BDI e FAST no GP.



38

5.5 CORRELACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS, DADOS DAS ESCALAS E DAS
CITOCINAS IL-6 E IL-10

De acordo com a andlise da tabela 5 que trata da correlagdo de Pearson entre ATP,
ADP, AMP ¢ ADA no GC e GP com as escalas BDI, FAST, IL-6, IL-10 podemos perceber

que houve correlagdo estatisticamente significativa entre ADP nos linfécitos com IL-6 no GP.

Nao houve correlagdo nas demais analises.

Tabela 5 - Correlag¢do de Pearson entre ATP, ADP, AMP e ADA no GC e GP
com escalas BDI, FAST, IL-6, IL-10

BDI FAST IL-6 1L-10

VARIAVEIS valor de r valor de r valor de r valor der
ATP Plaquetas GC -0.1466 0.1509 0.1680 -0.1940
ATP Plaquetas GP 0.1097 0.2360 0.1590 -0.0511
ATP Linfocitos GC 0.2104 0.0101 -0.4984 -0.0564
ATP Linfocitos GP -0.1967 -0.3493 0.2941 -0.3419
ADP Plaquetas GC -0.1995 0.3734 0.2241 -0.2366
ADP Plaquetas GP -0.1709 -0.1138 -0.0782 0.0870
ADP Linfécitos GC 0.1151 0.1112 0.1818 -0.2450
ADP Linf6citos GP 0.0221 -0.1760 0.4718* 0.2040
AMP Plaquetas GC -0.5023 -0.0369 0.1703 -0.0336
AMP Plaquetas GP -0.0994 -0.1001 0.1015 0.1107
ADA Plaquetas GC 0.0132 0.3423 -0.2061 0.3097
ADA Plaquetas GP 0.1551 0.0355 -0.1184 -0.3218
ADA Linfo6citos GC 0.3251 0.0146 0.2569 -0.1032
ADA Linf6citos GP 0.2012 0.0926 0.1772 0.2052

Legenda: *p=0.015 entre ADP linfécitos e IL-6 no GP.

A tabela 6 trata da correlacio de Pearson entre IL-6 vs. IL-10 e atividade ADA. E

possivel observar que ndo houve correlacao positiva dos dados.

Tabela 6 - Correlagdo de Pearson entre 1L-6, 1L-10 e atividade ADA nas plaquetas GP

) IL-10 ADA
VARIAVEIS valor der valor de p valorder valor de p

IL-6 GP 0.0737  0.7202 -0.1240 0.5376
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos dos questionarios, verificou-se uma maior exposi¢ao ao
EP no GP comparado ao GC. Esses dados sdo condizentes com estudo no qual Jopling e
colaboradores (2020) identificaram que o abuso e a negligéncia emocionais possuem impactos
mais incisivos nos sintomas posteriores de depressao e mais provavel do que outras formas de
maus-tratos infantis para aumentar o risco de depressao pois promovem o desenvolvimento do
processamento auto referencial negativo “self referential processing SRP”. Também ficou
evidente através dos dados da escala FAST que o GP apresentou maior dificuldade funcional
que o GC nas areas de autonomia, trabalho, cogni¢do, relacionamentos pessoais e lazer e
houve correlagdo positiva robusta da escala BDI com escala FAST no GP, a qual indica que a
depressao teria reduzido os niveis de funcionalidade. Esses dados confirmam os estudos que
apontam existir relacdo na piora de funcionalidade nos individuos deprimidos que tendem a
processar preferencialmente o material congruente com o humor e a apresentar déficits no
processamento do material positivo, levando a vieses de aten¢do, memoria e julgamentos

(LEMOULT et. al., 2020).

As andlises de citocinas IL-2, IL-4, IFN-y e TNF ndo apresentaram diferengas na
comparagdo dos resultados entre os grupos. Da mesma forma, as analises das atividades
enzimaticas nos linfocitos ndo mostram diferenga estatisticamente significativa na hidrolise de
ATP, ADP e atividade da ADA no GC comparado ao GP, talvez devido a técnica de analise
ter suas limitagdes ou tamanho amostral pequeno, pois estudos indicam que o TD esta
relacionado a um processo inflamatorio sist€émico. No teste de correlagdo de Pearson,
somente houve correlagcdo positiva da hidrolise do ADP nos linfocitos com IL-6 no GP
confirmando o que os estudos apontam ser o ADP um nucleotideo com atividade

pro-inflamatoéria (BURNSTOCK,2017).

Os achados importantes se referem as andlises das atividades enzimaticas em
plaquetas que mostram maior atividade da E-NTPDase para a hidrolise de ATP, ADP, e da
5’nucleotidase no GP comparado ao GC. Essa atividade plaquetaria maior no GP esta
envolvida em comorbidades cardiovasculares, acidente vascular cerebral e aumento do risco
de complicacdes trombdticas, ja que a principal funcdo das plaquetas ¢ a hemostatica através
de agregacdo, como principais causas de morbidade e mortalidade dos pacientes
(DIETRICH-MUSZALSKA ¢ WACHOWICZ, 2017). Musselman e colaboradores (1996)

referem que pacientes deprimidos exibem maior ativacdo plaquetdria basal e capacidade de
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resposta aumentada em comparagcdo com individuos normais. O primeiro sinal de ativagao
plaquetaria ¢ sentido na sua membrana externa, onde os fatores capazes de promover esta
ativacdo (agonistas plaquetarios) se ligam aos seus receptores especificos. Através de
receptores acoplados a proteina G, o fator de ativagdo plaquetaria (PAF) e a trombina induzem
mudangas rapidas na estrutura e atividade da propria plaqueta. Os agonistas plaquetarios sdo o
ADP, a trombina, a epinefrina, o PAF, o tromboxano e o colageno (KICKLER, 2006). Essa
ativacdo maior esta relacionada ao processo inflamatorio sistémico presente no TD e depois
de as plaquetas serem ativadas, liberam mediadores inflamatorios armazenados nos granulos
intracelulares e sintetizam proteinas em resposta a sinais extracelulares (WEYRICH, 2009;
AMELIRAD, et al, 2019). Dessa forma, as plaquetas contribuem para respostas inflamatdrias
sistémicas através da adesdo, agregacao e secrecdo de mediadores pré-formados, isso as torna
centrais para respostas inflamatorias sistémicas (PRESCOTT et al., 1990; WHATLEY et al.,
1990; UNSWORTH et al., 2011; Ll et al., 2012).

A atividade da ADA em plaquetas apresentou-se menor no GP comparada ao GC. E
sabido que a baixa desaminacdo ¢ fator negativo para a regulacdo do sistema imunologico por
ser a adenosina uma molécula anti-inflamatoria atuando fortemente nos efeitos

imunossupressores (DI VIRGILIO; SARTI; COUTINHO-SILVA, 2020).

As analises mostram aumento de IL-10 circulante em soro do GP comparada ao GC.
O principal efeito da IL-10 ¢ inibir a sintese de outras citocinas, como o IFN-y, IL-2, TNF
(THOMPSON-SNIPES et al., 1991). Isso pode ser sustentado devido ao tratamento com
alguns tipos de antidepressivos que aumentam os niveis de IL-10 (KUBERA et al., 2001;
ZHANG et al., 2020). Parece ter relevancia, neste caso, a ideia de que o tratamento com
antidepressivos esteja mantendo o nivel de IL-10 mais elevado no GP e equilibrando os niveis

de IFN-y, IL-2, TNF que ndo mostrou diferenga entre os grupos.

Os niveis de IL-6 também mostraram-se maiores no GP comparado ao GC. Dowlati
(2010) refere concentracdes de IL-6 significativamente maiores em individuos deprimidos em
compara¢cdo com individuos controle. Nas condigdes psicologicas de estresse ou doenca
fisica, a liberagdo de citocinas inflamatorias pode ser muito intensa (YAMADA et al., 2014).
A atividade aumentada da IL-6, pode indicar piora nos quadros inflamatorios, e estd
relacionada com o estresse e a predisposi¢ao para desenvolvimento do TD (ZHANG, C. et al.,

2016; AFFONSO, 2020).
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelam que a exposi¢do a traumas na infancia estd
relacionada fortemente ao TD e que este diminui significativamente a funcionalidade dos
individuos. Também mostra correlagao entre a hidrolise de ADP em linfocitos e os niveis de
IL-6 no GP, sugere uma interagdo complexa entre a atividade enzimdtica e a resposta
inflamatoria presente. As atividades enzimaticas nas plaquetas mostraram diferenca
significativa entre os grupos, maior no GP, demonstra que estdo interagindo com o ambiente
inflamatorio, sofrendo maior ativagdo e liberando, com isso, mediadores inflamatorios
contribuindo para respostas inflamatorias sistémicas. Essa ativacdo excessiva esta envolvida
em doencas cardiovasculares, acidente vascular cerebral e aumento do risco de complicagdes
tromboticas que podem ser as principais causas de morbidade e mortalidade dos pacientes. A
menor atividade da ADA no GP comparado com o GC também esté relacionada a processos
metabolicos e inflamatoérios, possivelmente desempenhando um papel na manifestacdo e
gravidade dos sintomas no GP. As elevadas concentragdes de citocinas IL-6 e IL-10 no GP
comparado ao GC indicam que o sistema imunologico estd sendo estimulado a modular os
sintomas do quadro psiquiatrico.

Em conjunto, esses achados ressaltam a complexidade das interagdes entre fatores
psicossociais, bioldgicos e imunologicos na manifestacdo dos sintomas de TD, enfatizando a
importancia de abordagens integrativas na compreensao e tratamento desses transtornos.
Certamente serdo necessarias investigacdes com maior nimero de participantes, bem como
estudo das comorbidades presentes, antidepressivos utilizados, tempo de uso e suas
implicagdes e avaliar os niveis de nucleotideos circulantes para compreender completamente

essa relacdo e as alteragdes.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre

e esclarecido (tcle)

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

Prezado participante,

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa: CORRELACAQ ENTRE ESTRESSE NA INFANCIA, NIVEL DE
FUNCIONALIDADE E ALTERACOES NA SINALIZACAO PURINERGICA EM PACIENTES ADULTOS COM
TRANSTORNO DEPRESSIVO, desenvolvida pelo estudante Oneide Souza Figueiredo do curso de Mestrado em
Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Chapecé — SC, sob coordenacdo da
Professora Dra. Andréia Machado Cardoso.

1. Objetivo Central
Avaliar a correlagdo entre estresse precoce, nivel de funcionalidade e alteragdes no sistema purinérgico em pacientes adultos
com o transtorno depressivo.
2. Critério de Inclusio
Pacientes: voluntarias entre quarenta (40) e cinquenta e nove (59) anos de idade que tenham sido diagnosticados com
transtorno depressivo, conforme CID 10 F33. Controles: voluntarios entre quarenta (40) e cinquenta ¢ nove (59) anos de
idade que nao possuam diagnostico de depressao. Sua participacdo ndo ¢ obrigatdria e vocé tem plena autonomia para decidir
se deseja ou ndo participar, além de poder desistir da colaboragdo neste estudo no momento em que desejar, sem necessidade
de explicag@o. Contudo, ela ¢ muito importante para a execugdo da pesquisa. Vocé ndo recebera remuneragdo e nenhum tipo
de recompensa nesta pesquisa.
3. Mecanismos para garantir o sigilo e privacidade
Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informacdes por vocé prestadas. Qualquer dado que possa
identifica-lo serda omitido na divulgagdo dos resultados da pesquisa. A qualquer momento, durante a pesquisa, ou
posteriormente, vocé podera solicitar aos pesquisadores informagdes sobre sua participacdo e/ou sobre a pesquisa, 0 que
podera ser feito através dos meios de contato explicitados neste Termo.
4. Identificaciio do participante ao longo do trabalho
Seu nome ndo sera mencionado durante qualquer etapa desta pesquisa, bem como em quaisquer publica¢des, cursos,
relatorios e afins. Apenas o nome da Instituicdo serd mencionado. Para manter o seu anonimato, serd utilizada uma
codifica¢do numérica. Cada participante terd um niimero distinto.
5. Tempo de duraciio da coleta/procedimento/experimento
A sua participacdo na pesquisa consistira em responder a trés questiondrios sobre ocorréncia do estresse na infancia CTQ,
escala FAST de funcionalidade, inventario de depressdo BDI, e consentir a coleta de 30 ml de sangue Unica vez, cujas
amostras serdo congeladas para posteriores analises. A coleta de dados sera realizada pelo pesquisador responsavel em sala
adequada,. A coleta de sangue sera realizada por profissionais de enfermagem em ambiente adequado. O tempo de duragio
da coleta de dados e de sangue sera de no méaximo uma (1) hora.
6. Guarda dos dados e materiais coletados na pesquisa Os dados serdo arquivados pelo tempo de 5 anos no computador
da professora orientadora em pasta com acesso restrito e apos o periodo serdo apagados, deletados. Os resultados obtidos em
material fisico serdo guardados em armario da professora orientadora na UFFS, com chaves de acesso restrito. Apenas os
pesquisadores e a orientadora terdo acesso as amostras e demais dados. Apés o periodo de cinco anos, todos 0s arquivos
armazenados (fisico ou digital) serdo destruidos/deletados. As amostras do sangue ficardo armazenadas na UFFS em freezer
a temperatura de - 80 graus Celsius por cinco anos e apds serdo descartadas conforme as normas de biosseguranga vigentes.
7. Beneficios diretos (individuais ou coletivos) aos participantes da pesquisa
O beneficio relacionado com a sua colaboragio nessa pesquisa ¢ o aprofundamento dos conhecimentos sobre a correlagdo do
estresse na infincia com os niveis de funcionalidade do adulto e alteragdes em componentes da sinalizagdo purinérgica no
contexto da depressdo. Dessa forma, torna-se possivel progredir nos aspectos relacionados ao diagndstico, prognostico e
tratamento do transtorno depressivo.
8. Previsao de riscos ou desconfortos
A participacdo na pesquisa podera causar riscos. Um risco previsivel neste caso ¢ o possivel desconforto no momento de
responder aos questiondrios que trardo lembrangas de acontecimentos traumaticos. Se forem observadas alteragdes os
pacientes serdo encaminhados para atendimento no proprio servico (CAPSII). As pessoas do grupo controle poderdo ser
encaminhadas a UBS de referéncia para acompanhamento. Na coleta de sangue, em decorréncia da picada da agulha pode
haver desconforto. A coleta seré realizada por profissionais da enfermagem, minimizando o risco e visando a seguranca dos
participantes. Os pesquisadores explicardo detalhadamente o contetido da pesquisa e advertirdo aos participantes de que sua
participagdo ndo € necessaria caso ndo sintam-se confortaveis para tal.

Caso os riscos previstos ocorram, vocé recebera tratamento e acompanhamento até que esses desconfortos desaparegam.
Por exemplo, caso haja hematoma no local da coleta de sangue, vocé sera acompanhado até que esse hematoma desaparega.
9. Divulgacio dos resultados da pesquisa
A devolutiva dos resultados obtidos na pesquisa aos participantes sera realizada de forma individual, por meio de e-mail ou
encontro virtual ou presencial para manter o sigilo. Ao local da coleta sera feito para a coordenadora do servico e para os
profissionais de satide a fim de fortalecer as atividades de formagdo continuada. Aos demais, os resultados obtidos na
pesquisa serdo realizados por meio de publicagdes cientificas e participagdo em eventos cientificos da area, com palestras e
com o uso de pdster e banner ou informativos online. Os dados pessoais dos participantes ndo serdo divulgados em nenhum
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momento.

Caso concorde em participar, concedendo amostra de sangue e respondendo aos questionarios, uma via deste termo ficard em
seu poder e a outra sera entregue ao pesquisador.

Desde ja agradecemos sua participagao!

CAAE: 54083121.5.0000.5564

Numero do Parecer de aprovagdo do CEP/UFFS: 5.191.879

Data de Aprovacdo: Chapeco — SC, 04 de janeiro de 2022.

Assinatura dos Pesquisadores Responsaveis

i

Prof* Dr* Andreia Machado Cardoso Oneide Souza Figueiredo

Contato profissional com os(as) pesquisadores(as) responsaveis: Professora Andréia Machado Cardoso. Tel:
49-99961-1000/ e-mail: andreia.cardoso@uffs.edu.br. Oneide Souza Figueiredo. TEL: 2049 9067, e-mail:
oneidepsi@gmail.com

Em caso de duvida quanto a condugdo ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFFS: Tel e
Fax - 49- 2049-3745/ E-Mail: cep.uffs@ufts.edu.br.

Endereco para correspondéncia: Comité de Etica em Pesquisa da UFFS, Universidade Federal da Fronteira Sul, Bloco da
Biblioteca, Sala 310, 3° andar, Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul, CEP 89815-899, Chapec6, Santa Catarina, Brasil.

Declaro que entendi os objetivos e condi¢des de minha participagdo na pesquisa e concordo em participar.

Nome completo do participante

Assinatura
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APENDICE B — Declaracio de ciéncia e concordancia

DECLARACAO DE CIENCIA E CONCORDANCIA DAS INSTITUICOES
ENVOLVIDAS

Com o objetivo de atender as exigéncias para obtengdo de parecer do Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Seres Humanos, Cristiane Freire de Avila,
instituigio Centro de Aten¢do Psicossocial (CAPSII) envolvida n
intitulado  CORRELAGAQ ENTRE ESTRESSE
FUNCIONALIDADE E ALTERAGOES NA SIN

PACIENTES ADULTOS COM TRANSTORNO D

representante legal da
0 Pprojeto de pesquisa
NA INFANCIA, NIVEL DE
ALIZACAO PURINERGICA EM
EPRESSIVO declara estar ciente e de
acordo com seq desenvolvimento nos termos propostos, salientando que os pesquisadores

deverdo cumprir os termos da resolugio 466/12 do Con

selho Nacional de Saiide e as demais
legislac@es vigentes,

A«A,C@W

Prof* Dra. Andreia Machado Cardoso
Orientadora / Professora da UFFS

+, Cristiane Freire de Avila
CPF. 804 .226.750-91

COREN: 97080
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ANEXO A - Escala breve de funcionamento (FAST)

Nome: Data:

Idade: Sexo:
Diagnastico; Estado clinico:
Medicacdo: Tempo: min

ESCALA BREVE DE FUNCIONAMENTO (FAST)
Qual & seu grau de dificuldade em relagio aos seguintes aspectos?
Por favor, pergunte ao paciente as frases abaixo e responda a que melhor descreve seu
grau de dificuldade. Para responder utilize a seguinte escala: (0): nenhuma, (1): pouca, (2):
bastante ou (3): muita.

AUTONOMIA
1. Ser responsavel pelas tarefas de casa @ (1) 2 &
2. Morar sozinho o 1) @ @
3. Fazer as compras de casa o 1) @ @
4. Cuidar-se de si mesmo (aspecto fisico, higiene) 0 1) 2 (3
TRABALHO
5. Realzar um trabalho remunerado @ (1) 2 3
6. Terminar as tarefas 130 rapido quanto era necessario o M @ @
7. Obter o rendimento previsto no trabalho o M @ @
8. Trabalhar de acordo com seu nivel de escolaridade o M @ @
9. Ser remunerado de acordo com o cargo gque ocupa 0 (1) 2
COGNICAD
10. Concentrar-se em uma leitura, um filme @ 1) @ @
11. Fazer cdlculos mentais IO
12. Resolver adequadamente os problemas @ 1 @ @
13. Lembrar 0 nome de pessoas novas © (1) @ @
14 Aprender uma nova informagio © M 2 3
FINANCAS
15. Administrar seu proprio dinheiro o M @ 6
16. Fazer compras equilibradas o W 2 6
RELACOES INTERPESSOAIS
17. Manter uma amizade {0} (1] {2} {3}
18. Participar de atwidades sociais o Mm 2 6
19. Dar-se bem com pessoas a sua volta o Mm @2 6
20. ConvivEncia familiar (ﬂ} (1] {2} {3}
21. Relagies sexuais satisfatdrias M Mm e 6
22. Capaz de defender os préprios interesses o 1 P2 @
LAZER
23. Praticar esporte ou exercicios o Mm@ 6
24, Ter atividadaes de lazer © (1) @ @
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ANEXO B - Questionario CTQ (adaptado de Childhood Trauma Questionnaire)

CTQ

Nome:

Enquanto en cresda...

1. Eu ndo tive o suficiente para comer.

2. Eu soube que havia alguém para me cuidar & proteger.

3. As pessoas da mnha familia me chamaram de coisas do tipo
“estipido (a)", “preguicoso (a)" ou “feio (a)".

4 Mens pais estiveram muito bébados ou drogados para poder
cmidar da familia.

5. Houve alpuém na minha familia que ajudou a me sentir
especial ou importante.

6. Eu tive que usar roupas sujas.

7. Eume senti amado (3).

8. Eu achei que meus pais prefenam que eu nunca tivesse
nascido.

9. En apanhei tanto de alpném da minha familia que five de it
ao hospital ou consultar um médico.

10. Nao houve nada que eu quisesse mudar na minha familia
11. Alpném da munha familia me baten tanto que me deixou
com machucados roxos.

12. Eu apanhei com cinto, vara, corda ou outras coisas que
machucaram.

13. As pessoas da minha familia coidavam umas das outras.

14 Pessoas da minha familia disseram coisas que me
machucaram ou me ofenderam.

15. En acredito que fin maltratado (a) fisicamente.

16. En tive uma otima infincia.

17. Fu apanhei tanto que um professor, vizinho ou médico
chegou a notar.

18. En senfi que alguém da minha familia me odiava.

19. As pessoas da minha familia se sentiam unidas.

20. Tentaram me tocar ou me fizeram tocar de uma maneira
sexual.

21. Ameacaram me machncar ou contar mentiras sobre mim ze
en nfo fizesse algo sexual

22 En tive a melhor familia do mundo.

23. Tentaram me forcar a fazer algo sexual ou assistir colsas
sobre sexo.

24 Alpuém me molestou.

23. En acredito que fin maltratado {a) emocionalmente.

26. Houve alguém para me levar a0 médico quando en precisel.
27. En acredito que fin abusado (a) sexualmente.

28. Minha familia foi uma fonte de forga e apoio.

: Data:
Nunca Poucas As Muitas Sempre
Vezes  vezes Vezes



ANEXO C - Questionario BDI

Data:
e

Nome: Estado Civil: Idade: Sexo:

Ocupagio: Escolaridade:

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

1 o Nio me sinto triste. 8 0 Nio me sinto de qualquer modo pior que os outros.
1 Eu me sinto (riste. 1 Sou critico cm rclagdo a mim por minhas fraquczas
2 Estou sempre triste ¢ ndo consigo sair disto. ou eIToS.
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 o Naio estou especialmente desanimado quanto ao

futuro. 9 o Nio tenho quaisquer idéias de me matar.
1 Eu me sinto desanimado quanto ao futuro. 1 Tenho idéias de me malar, mas ndo as executaria.
2 Acho que nada tenho a esperar. > Gostaria de me matar.
3 Acho o [uturo sem esperanca ¢ tenho a impressio 3 Eu me mataria se tivesse oportunidade.

de que as coisas ndo podem melhorar.
10 o Nao choro mais que o habilual.

3 0 Nio mc sinto um fracasso. 1 Choro mais agora do que costumava.
1 Acho que fracasser 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 nio
posso ver ¢ um monte de fracassos. CONsigo, Mesmo que o queira.

3 Acho que, como pessoa, sou um completo fracasso.
11 o Nao sou mais irritado agora do que ja fui.

4 o Tenho tanto prazer em tudo como antes. 1 Fico aborrecido ou irritado mais facilmente do que
1 Nao sinto mais prazer nas coisas como antes. costumava.
2 Nao encontro um prazer real em mais nada. 2 Agora, cu me sinto irritado o tempo todo.
3 Estou insatisfcito ou aborrecido com tudo. 3 Nio me irrito mais com coisas que costumavam me
wrritar.
5 0 Nio me sinto especialmente culpado.
1 Eu me sinto culpado grande parte do tempo. 12 o Nio perdi o interesse pelas outras pessoas.
2 Eu me sinto culpado na maior parte do tempo. 1 Estou menos interessado pelas outras pessoas do que
3 Eu me sinto sempre culpado. costumava cstar.
2 Perdi a maior parte do meu interesse pelas outras
6 0 Nao acho que esteja sendo punido. pessoas.
1 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 o Tomo decisdes tdo bem quanto antes.
1 Adio as tomadas de decisdes mais do que
7 o Nio me sinto decepcionado comigo mesmo. costumava.
1 Estou decepeionado comigo mesmo. 2 Tenho mais dificuldades de tomar decisdes do que
> Estou enojado de mim. antcs.
3 Eume odeio. 3 Absolutamente nio consigo mais tomar decisdes.

Subtotal da Paginal ~ CONTINUACAO NO VERSO

“Traduzido e adaptado por permissdo de The Psychological Corporation, U.S.A. Direitos reservados 1991, a Aaron T. Beck.
Tradugdo para a lingua portuguesa. Direitos reservados ©1993 a Aaron T. Beck. Todos os direitos reservados.”

Tradugdo e adaptagdo brasileira, 2001, Casa do Psicologo Livraria e Fditora Ltda.

BDI ¢ um logotipo da Psychological Corporation.
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Nao acho que de qualquer modo pareco pior do que
antes.

Estou preocupado em estar parecendo velho ou sem
atrativo.

Acho que hd mudangas permanentes na minha
aparéncia, que me fazem parecer sem atrativo.
Acredito que pareco feio.

Posso trabalhar tdo bem quanto antes.

E preciso algum csforgo extra para fazer alguma
coisa.

Tenho que me esforgar muito para fazer alguma
coisa.

Nao consigo mais fazer qualquer trabalho.

Consigo dormir tdo bem como o habitual.

Nao durmo tdo bem como costumava.

Acordo 1 a 2 horas mais ccdo do que habitualmente
¢ acho dificil voltar a dormir.

Acordo varias horas mais cedo do que costumava e
nao consigo voltar a dormir.

Naio fico mais cansado do que o habitual.

Fico cansado mais facilmente do que costumava.
Fico cansado em fazer qualquer coisa.

Estou cansado demais para fazer qualquer coisa.

O meu apetile ndo esta pior do que o habitual.
Meu apetite ndo ¢ tao bom como costumava ser.
Meu apetite ¢ muito pior agora.

Absolutamentc néo tenho mais apetite.

19

20

21

%)

w

(&)

Naéo tenho perdido muito peso se ¢ que perdi
algum recentemente.

Perdi mais do que 2 quilos e meio.

Perdi mais do que 5 quilos.

Perdi mais do que 7 quilos.

Estou tentando perder peso de propdsito,
comendo menos: Sim Nao

Naéo estou mais preocupado com a minha saude
do quc o habitual.

Estou preocupado com problemas fisicos, tais
como dores, indisposi¢do do estomago ou
constipagio.

Estou muito preocupado com problemas fisicos ¢
¢ dificil pensar em outra coisa.

Estou tdo preocupado com meus problemas fisicos
que ndo consigo pensar cm qualquer outra coisa.

Nio notei qualquer mudanca recente no meu
inferesse por sexo.

Estou menos interessado por sexo do que
costumava.

Estou muito menos interessado por sexo agora.
Perdi completamente o interesse por sexo.

Subtotal da Pagina 2

Subtotal da Pagina 1

Escore Total.
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