HOSPITAL DE CLINICASDE PORTOALEGRE
RESIDENCIA MEDICA EM PSIQUIATRIA

ASPECTOS CRONOBIOLOGICOSEMPACIENTES COM
DEPRESSAOREFRATARIA TRATADOS COMESTIMULACAO
TRANSCRANIANA DE CORRENTE CONTINUA (ETCC)- UMA

SERIE DE CASOS

Trabalho de Concluséo de Residéncia em Psiquiatria
Dayane Christina Rodrigues de Andrade

Orientadora: Professora Maria Paz Loayza Hidalgo

PORTO ALEGRE
2022



CIP - Catalogagao na Publicagao

de Andrade, Dayane Christina Rodrigues
Aspectos cronobioldégicos em pacientes com depresséio
refratdria tratados com estimulacdo transcraniana de

corrente continua (ETCC) - uma série de casos / Dayane
Christina Rodrigues de Andrade. -- 2022.
58 f.

Orientadora: Maria Paz Loayza Hidalgo.

Trabalho de conclusdo de curso (Especializacgdo) --
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Residéncia Médica em
Psiquiatria, Porto Alegre, BR-RS, 2022.

1. Estimulacdo Transcraniana por Corrente Continua.
2. Actigrafia. 3. Depressédo. I. Hidalgo, Maria Paz
Loayza, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragédo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




RESUMO

Embora os mecanismos relacionados ao desenvolvimento de transtornos de
humor néo estejam totalmente clarificados, é crescente a literatura que associa perda
da organizacéo circadiana com a manifestagdo de sintomas depressivos. Estudos tem
demonstrado alteragdes nos ritmos de atividade e repouso como fatores de risco para
o desenvolvimento de depressao. Dentre as alteracdes reportadas, a reducéo nos niveis
de atividade durante o dia, aumento da atividade noturna, reducéo da amplitude de
atividade e a fragmentacéo do sono foram associados a pacientes deprimidos . Além
disso, maior exposi¢céo a luz foi associada a menor incidéncia de sintomas depressivos
57, O tratamento com ETCC (estimulacéo transcraniana de corrente continua) € uma
alternativa que vem sendo investigada no contextoda depresséo refrataria. Esse estudo
€ um brago do projeto “Estimulag&o elétrica transcraniana domiciliar aliada a orientagéo
educativa na depressdo refrataria visando a medicina de precisdo com tecnologia
aplicavel ao SUS: ensaio clinico randomizado”, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG 2021-0526) e avalia
parametros cronobioldgicos derivados de questionarios e de actigrafia em individuos
com depressao refrataria que foram tratados com o ETCC domiciliar e sera apresentado
na forma de série de casos. Busca avaliar em 6 pacientes o ritmo de atividade-repouso
derivado de actigrafia antes e ap6s o uso de ETCC e o perfil de exposi¢cao a luz antes e
apos o uso de ETCC. Foram elaborados actogramas, perfis de exposicéo a luz e
atividade. Os dados de actigrafia, as medidas de disperséo, de cosinor, da cronobiologia
e as analises estatisticas foram processados no RStudio 2022.02.3+492%. Foi utilizado
o teste t-student pareado para comparacdo das médias do periodo inicial ao periodo
final. Neste estudo, ndo foram identificados aumentos ou diminui¢des inequivocas para
0 grupo dos pacientes, mas foi identificado para a maioria dos sujeitos da pesquisa, 0
aumento do nivel de atividade total, a diminuicao da atividade no periodo do sono e o
aumento de exposi¢ao a luz, apds periodo de tratamento com o ETCC domiciliar. Estes
resultados seguem as tendéncias observadas na literatura nas variacdes dos ritmos
circadianos com tratamentos para depressdo. Embora ndo seja possivel identificar
claramente alteracbes nos marcadores avaliados, houve tendéncia de melhora
significativa dos sintomas depressivos — mesmo se considerando a inexisténcia de
grupo controle e a natureza do estudo, ndo randomizado e aberto. 8°
Palavras-chave: 1. Estimulagdo transcraniana por corrente continua. 2. Actigrafia.

3. Depressao.
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1. INTRODUCAO

A depressdo € uma doenca prevalente, afetando cerca de 3,7 milhdes de
pessoas no mundo e impactando na capacidade funcional dos individuos °. Num
episodio depressivo, 0s pacientes podem apresentar sintomas emocionais, cognitivos e
neurovegetativos. A depresséo pode ser vista como um modelo que integra constructos
neurobioldgicos, cognitivos e psicolégicos. A neurotransmissao, a neuroinflamacéao, os
ritmos circadianos, mecanismos de estresse oxidativo, sistemas de resposta ao
estresse, endocanabindides e endovanil6ides sdo alguns dos sistemas alterados!t. A
partir dessa sistematica também sdo descritos alteracdes de neuroimagem (diminuicao
de conectividade em circuitos limbicos e frontais), déficits cognitivos (em funcgéo
executiva e prejuizos na memdria), alteracdes no processamento emocional
(pensamentos mais rigidos com vieses negativos atencionais, afetivos, de interpretacéo
e de memoria) e sintomas reportados pelos pacientes (pensamentos ruminativos
rigidos, comportamentos desadaptativos)*?.

Embora os mecanismos relacionados ao desenvolvimento de transtornos de
humor néo estejam totalmente clarificados, é crescente a literatura que associa perda
da organizacao circadiana com a manifestagao de sintomas depressivos. Estudos tem
demonstrado alteragdes nos ritmos de atividade e repouso como fatores de risco para
o desenvolvimento de depressao. Dentre as alteracdes reportadas, a reducéo nos niveis
de atividade durante o dia, aumento da atividade noturna, reducéo da amplitude de
atividade e a fragmentacao do sono foram associados a pacientes deprimidos . Além
disso, maior exposicdo a luz foi ainda associada a menor incidéncia de sintomas

depressivos >.

A desregulacdo dos ciclos circadianos estd associada a maior risco para
transtornos mentais. Na depressdo ocorrem alteragdes nos ritmos circadianos, ha
desregulacbes nas variacbes do humor, no sono, na atividade social, na atividade
motora, na atividade hormonal e na temperatura®®. No episodio depressivo ha
diminuicdo na amplitude nos ritmos diarios de atividade motora, temperatura corporal,
norepinefrina, hormoénio estimulador da tiredide e melatonina, havendo aumento na
amplitude do cortisol*®. Dados de actigrafia do UK Biobank, coorte inglesa, mostrou
associacao entre menor amplitude em ritmo de atividade-repouso a maior risco de
transtornos depressivos e maior instabilidade de humor ao longo da vida*®.

Os ritmos circadianos sé@o oscilagGes periddicas fisiologicas que ocorrem em
todas as células em resposta a um comando central. O nicleo supraquiasméatico (NSQ),



presente no hipotalamo, funciona como marcapasso central que regula e organiza 0s
ritmos enddgenos, como a oscilagdo diaria da temperatura corporal e na secrecdo de
horménios 4. O NSQ possui um ritmo intrinseco que se adapta a flutuacdo das
demandas externas especialmente regulado pela exposi¢ao ao ciclo claro-escuro. A luz
€ a principal pista temporal para esse sistema. O sinal fético é captado pelas células
ganglionares da retina intrinsicamente fotoreceptivas (ipRGCs), tendo seu sinal
transmitido ao NSQ via trato retinohipotalamico. Demais células do corpo também
possuem um ritmo bioldgico intrinseco, que alinham seu ritmo ao marcapasso central
15 Embora em menor grau, as rotinas sociais, os horarios de refei¢céo e os horarios de
trabalho também exercem influéncia nesse sistema, tanto a nivel central quanto

periférico 415,

A exposicdo a luz influencia o sistema circadiano e mudancas nos padrdes de
exposicao ao ciclo claro-escuro podem resultar em alteragcdes no sono, contribuir para
mudancas no humor e na fungao cognitiva. Teoriza-se, a partir de modelos animais, que
a luz possa influenciar no humor através de uma via indireta e uma via direta. Na via
indireta, células fotorreceptoras na retina se projetam ao SQN, com eferéncias para a
area préoptica ventrolateral e o hipotdlamo, relacionados ao sono e para o locus
coeruleus, amigdala, habenula lateral e area tegmentar ventral relacionados ao humor
e a estados motivacionais. Na via direta, projecfes da retina se conectam diretamente
com regides cerebrais relacionadas a modulagédo do humor como a amigdala medial e
hipotadlamo lateral. Estudos em animais que avaliaram a exposi¢éo continua a luz, bem
como ao escuro contihnuo e a exposicdo a luz menos intensa durante a noite,
demonstram que esses modelos induzem comportamento similar a depressdo nos
animais. Apesar da crescente literatura associando o desenvolvimento de depressao
com alteragdes nos padrdes circadianos de atividade-repouso e com padrdes de
iluminagdo, poucos estudos exploram essas caracteristicas em individuos com
depressao refrataria 6. Em Winler et al.(2014), um desses estudos, 40% dos pacientes
com depressao refrataria tratados com ECT (eletroconvulsivoterapia) apresentaram
remissao dos sintomas (considerado como escore da Escala de Avaliagdo de Hamilton
para depressdo menor que 8). Este grupo apresentou aumento de 56% na exposi¢cao a
luz, aumento de 49,8% na atividade total e 70,2% na amplitude circadiana.®

Embora depresséo seja uma condigdo médica prevalente, cercade um ter¢o dos
sujeitos com depressdo ndo apresentam uma boa resposta terapéutica para 0s
tratamentos usuais '/, como medicacdo e psicoterapia. Dentre os individuos nao
responsivos ao tratamento, aqueles com sintomas crénicos e que foram submetidos a
tratamento com pelo menos dois antidepressivos por tempo e dose efetivos podem ser



considerados refratarios a terapéutica’® e necessitam de outras modalidades
terapéuticas para melhora clinica. A literatura disponivel inclui como opc¢des de
tratamento a pacientes refratarios o uso de quetamina e aplicacdo de terapias
somaticas, como eletroconvulsoterapia (ECT), estimulacdo magnética transcraniana
(TMS), estimulagcdo do nervo vago e estimulagdo transcraniana com estimulo por

corrente continua (ETCC)*.

O tratamento com ETCC é uma alternativa que vem sendo investigada no
contexto da depressdo. O ETCC € uma forma ndo invasiva de estimulacéo
transcraniana que muda a excitabilidade cortical pela aplicacdo de uma corrente
continua de baixa voltagem (0,5 a 2,0 Amperes) por eletrodos fixados no escalpo. A
estimulagdo anodal e catodal, leva, respectivamente, a despolarizagdo e
hiperpolarizagéo, os efeitos sdo cumulativos e observados ao longo de sessbes
repetidas 2°. Woodham et al. (2021) avaliaram 56 estudos randomizados controlados
por sham (placebo; aplicagdo com equipamento similar, mas sem a corrente continua
do ETCC) com 456 participantes (246 no grupo tratamento e 210 no grupo sham). A
partir dessa metandlise, evidenciou-se acdo antidepressiva do ETCC (redugcdo ou
remissao dos sintomas depressivos) em comparag¢éo ao grupo controle (sham). Sugere-
se que a ETCC Anodal apresente beneficio modulando e fortalecendo processos
cognitivos que modulam estados emocionais negativos, assim como melhora do
processamento emocional, do controle cognitivo afetivo, da mem¢éria e da atencdo. Em
estudo recente, Brunoni et al. (2017a)?* demonstrou que ETCC ndo € inferior ao

escitalopram no tratamento de depressao.

Além de resultados promissores, destacam-se os beneficios descritos no uso da
técnica de ETCC como o perfil de efeitos adversos — poucos efeitos adversos
comparados a tratamento farmacolégico e outros tratamentos somaticos, envolvendo
cefaleia, prurido ,formigamento, sensacao de queimacéo, hiperemia ou desconforto no
local da aplicacéo -, a portabilidade, o custo-efetividade a possibilidade de uso domiciliar
e a possivel melhora mais rapida dos sintomas depressivos comparada a

antidepressivos e a outros tratamentos?°-22

Nesse contexto, considerando os desafios no tratamento da depressao refrataria
e o0 potencial beneficio ao uso de ETCC para o tratamento da depressao® 2, foi
proposto um estudo que objetiva investigar a eficaciado uso de ETCC na melhora de
sintomas depressivos e na funcionalidade de individuos com depresséo refrataria, o
qual inclui avaliacao de padrées de dos ritmos de atividade-repouso e exposi¢ao a luz

como preditores de resposta.



2. JUSTIFICATIVA

A depresséo esta entre as principais causas de anos vividos com incapacidade
no mundo. Considerando a crescente prevaléncia e ataxa expressiva de pacientes que
convivem com refratariedade da doenca, faz-se necessaria a aplicacdo de terapias
alternativas ao tratamento convencional, além da identificacéo de fatores que possam
predizer melhores desfechos clinicos. A caracterizacdo dos ritmos de atividade-
repouso, bem como os padrées de iluminagcdo em individuos com depressao refrataria
ja identificados como fatores associados aos transtornos de humor depressivo podem
ser Uteis na predicao de resposta terapéutica nessa populacdo. Dessa forma, melhorar
do cuidado de pacientes com sintomas depressivos refratarios, possibilitando
tratamentos mais eficazes e direcionados, como pressupdem a medicina de precisao.
Encontrar esses fatores diminuiria o tempo que o paciente com depressao refrataria
passaria em uso de tratamentos subétimos e com sintomas que o causam sofrimento,
perda da qualidade de vida e da capacidade laborativa.

Este trabalho é um brago desse estudo que avalia parametros cronobioldgicos
derivados de questionarios e de actigrafia em individuos com depressao refrataria que

foram tratados com o ETCC domiciliar e sera apresentado na forma de relato de caso.

3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Descrever as caracteristicas cronobioldégicas de participantes com
depressao refrataria submetidos a tratamento com ETCC domiciliar.

3.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar ritmo de atividade-repouso derivado de actigrafia antes e ap6s o uso de
ETCC;
Avaliar perfil de exposicdo a luz antes e apés o uso de ETCC;

3. Auvaliar parametros cronobiolégicos na resposta a tratamento com ETCC.



4. METODOLOGIA DA PESQUISA

Esse estudo é um brago do projeto “Estimulagdo elétrica transcraniana
domiciliar aliada a orientacdo educativa na depresséo refratéria visando a medicina de
precisao com tecnologia aplicavel ao SUS: ensaio clinico randomizado”, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG 2021-
0526).

4.1 Recrutamento e caracteristica da amostra

Nesse projeto, foram utilizados os dados dos participantes incluidos no projeto
entre 15 de Junho de 2021 e 25 de Outubro de 2021. Os participantes recrutados foram
pacientes de um ambulatério especializado em depressao em um hospital terciario de

Porto Alegre (Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

Os critérios para inclusdo foram: idade maior de 18 anos, residéncia em Porto
Alegre ou regido metropolitana, diagndéstico de depressao refrataria. Os critérios de
exclusdo foram: sintomas psicéticos ou riscos agudos com critérios de internagao,
pacientes com limitagdo cognitiva que impedisse 0 uso do ETCC domiciliar, pacientes
com uso de substancia ativo, contraindicagdes ao uso da ETCC (implante metéalico no
cérebro; dispositivos médicos implantados no cérebro, marcapasso cardiaco; implante
coclear, doencas neuroldgicas; histéria de traumatismo craniano ou neurocirurgia) e
pacientes gestantes.

4.2 Procedimentos

Participantes foram recrutados no ambulatério de depressdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Participantes que aceitaram participar foram submetidos a
uma triagem no qual foi avaliado sintomas depressivos, confirmacgéo do diagndésticos
de depressao e possibilidade do uso de ETCC. Aqueles que cumpriam critérios para
inclusdo foram avaliados em entrevista clinica presencial por psiquiatras treinados. Na
primeira avaliagdo, os participantes eram convidados a responder aos questionarios
sociodemogréficos, a Escala de Depressado de Hamilton de 17 items (HAM-D17), para
avaliacdo de sintomas depressivos, e ao Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ),



para avaliacdo dos horarios de sono. Os mesmos questionarios foram repetidos apos
6 semanas de tratamento. A coleta de dados foi realizada utilizando a plataforma
RedCap #%e os dados armazenados de forma segura em drive institucional. Os
participantes estavam em uso de medicacbes quando selecionados para o

estudo.Durante o estudo ndo foram feitos ajustes nas medicag¢des em uso.

O protocolo de tratamento do estudo consistia na aplicagado domiciliar de ETCC
por 30 sessdes de tratamento com duracao de 20 minutos por sessao. O protocolo tem
duragdo de 6 semanas, com aplicagdes 5 vezes por semana. Nessa fase do estudo,

todos os participantes receberam tratamento ativo.

Os participantes também foram convidados a utilizar actigrafia de pulso para
registro dos dados de atividade-repouso e de exposicdo a luz. Actigrafos sao
dispositivos que contém um acelerdbmetro que registra atividade motora em unidades
de movimento (Propotion Integrative Mode — PIM), além de um sensor de luz, que
registra informacdes sobre a quantidade e a durac&o da iluminancia do ambiente (em
lux). Nesse projeto, foram utilizados actigrafos ActTrust (Condor Instruments Ltda) no
pulso ndo dominante para registrar periodos de atividade e repouso, assim como a
intensidade de luz a que os participantes foram expostos por 56 dias (14 dias basal —
antes do tratamento + 42 dias ao longo do tratamento). Os dados foram coletados em
intervalos de 1 minuto. As séries individuais foram analisadas se o periodo de utilizacéo
foi superior a 2 semanas para o periodo (inicial ou final), sendo excluidos os dados de

um sujeito

METODOLOGIA

D-14 Do D15 D30 0y 2
ETCC
Actigrafia 14d iniciais | Actigrafia 14d finais
\‘ il 1l
Hamilton-17 pre Hamilton D15 Hamilton D30

Figura 1: ETCC: estimulacdo transcraniana por corrente continua. 14d: 14 dias. Hamilton-17 pre:

Score de Hamilton antes do inicio do tratamento com ETCC. Hamilton D15: Score Hamilton no



15° dia apds inicio do tratamento com ETCC. Hamilton D30: score de Hamilton no 30° dia apds

inicio do tratamento.

4.3 Questionarios

Hamilton Depression Scale 17-item (HAMD-17): A Escala de Avaliagdo de
Depressao de Hamilton foi publicada em 1960 e € uma escala considerada padréo ouro
para avaliacdo de desfechos clinicos em depressdo. Avalia a presenca e a intensidade
de sintomas depressivos nas Ultimas duas semanas. Dezessete itens a comp&em,
abrangendo 6 dominios (sintomas de humor, soméaticos, motores, sociais, cognitivos e
ansiosos). Escores entre 7 e 17 indicam depressao leve, entre 18 e 24, depressao

moderada, e acima de 25, depressao grave.?6%’

Munich ChronoType Questionnaire (MCTQ): o MCTQ é um questionario que
coleta dados de preferéncias individuais por atividades noturnas ou diurnas, avaliando
de forma subjetiva o cronotipo. . O MCTQ traduzido para o portugués foi utilizado para
coletar horarios de sono e vigilia (dado utilizado nesse estudo), estimar cronotipo e
calcular o jetlag social (medida de desalinhamento circadiano) — dados néo utilizados

nesse estudo.?82° 30.31

4.4 Processamento e analise de dados

A partir da HAM-D17, foi avaliada a variagdo de sintomas depressivos antes e
apos o tratamento com ETCC. Resposta ao tratamento foi definida como uma reducéo
de 50% ou mais na escala HAM-D17, enquanto remissao foi definida como diminui¢céo
do escore total para 7 ou menos na mesma escala.®? Para alguns participantes, foram
utilizados os escores da escala Hamilton do dia inicial e do 15° dia (D15) e/ou do 30° dia
(D30) do estudo porgue ndo estavam disponiveis dados da escala de Hamilton de todos
0s pacientes e de todos os timepoints.

O questionario MCTQ foi utilizado para computar os horarios de dormir, acordar
e duracdo de sono nesse estudo.

Os dados de actigrafia foram extraidos individualmente utilizando o software
ActStudio v1.0.23 (Condor) em planilha de dados. Os periodos de ndo uso foram



identificados utilizando um algoritmo de identificagc&o heuristico baseado em sequéncia
de zeros e variacdo de temperatura®®), apés os periodos identificados como néao uso
foram confirmados em inspec¢do visual através de actogramas e os valores de zero
foram substituidos por NA. Para cada participante, foram utilizadas 20160 entradas para

o0 periodo inicial e 20160 entradas para o periodo final, equivalentes a 14 dias.
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Baseado nos horérios relatados no MCTQ individuais e nos horérios de por do

sol foram estabelecidos 3 periodos de avaliagdo para cada individuo: Dia (horério do

despertar registrado no MCTQ até o horéario do p6r do sol no periodo do uso), Noite (do

pbr do sol ao horario de dormir registrado no MCTQ) e sono (do horario de dormir

registrado no MCTQ até o horéario de despertar registrado no MCTQ). O periodo diurno
foi ainda dividido em “dia_inicio” (06:00 as 10:00), “dia_meio” (10:00 as 14:00) e dia_fim
(14:00 as 18:00).

ApOs o pré-processamento, para a andlise do ritmo de atividade-repouso, foram

calculadas as variaveis de Cosinor - método matematico de regressao aplicado em

dados em série temporais para a andlise de ritmos e a avaliagcdo de parametros de ritmo

(mesor, acrofase e amplitude)- e medidas ndo paramétricas:

1.

10.

Média de atividade diurna: soma das 20160 entradas da atividade (PIM) do
periodo diurno dividido pelo nimero total de entradas.

Média de atividade noturna: soma das 20160 entradas da atividade (PIM) do
periodo noturno dividido pelo nimero total de entradas.

Média de atividade durante o sono: soma das 20160 entradas da atividade (PIM)
do periodo do sono dividido pelo nimero total de entradas.

Mesor: nivel médio; parametro derivados do cosinor.

Amplitude: mede a diferenga entre o pico e o valor médio~; parametro derivado
do cosinor.

Acrofase; identifica o horario do pico da variavel, parametro derivado do cosinor.
Intradaily Variability (IV): A variabilidade intradiaria mede a fragmentac&o dos
ritmos circadianos, sendo que valores mais altos indicam maior fragmentagao
dos ritmos (sonecas, despertares durante a noite) 34.

Intradaily Stability (I1S): A estabilidade interdiaria (IS) mede a consisténcia do
padréo de atividade ou luz de um dia para o outro, variando de 0 a 1, sendo que
valores mais préximos de 1 indicam mais estabilidade*.

L5: é a média das 5 horas de menor atividade do perfil médio 3.

M10: é a média das 10 horas de maior atividade do perfil médio de atividade ou

exposicédo a luz 3

Ja para a luz foram calculadas as variaveis:

1.

Média de exposi¢cao a luz: : soma dos 20160 pontos da luz no periodo inicial ou

no periodo final dividido pelo nimero total de entradas



2. Média de exposi¢cao a luz durante o dia: soma das 20160 entradas da luz durante
o dia dividido pelo numero total de entradas

3. Média de exposicdo a luz a noite: soma das 20160 entradas da luz durante a
noite dividido pelo nimero total de entradas

Tempo em minutosde exposi¢do a luz maior que 1000 lux (em 14 dias)®>3¢

4. Intradaily Variability (IV)
5. Intradaily Stability (IS)
6. L5

7. M10

8.

0.

Tempo em minutos de exposi¢ao a luz maior que 500 lux (em 14 dias) 738...

As variaveis de atividade e de luz foram tabeladas no Excel, sendo calculados o
incremento ou o decréscimo (em porcentagem) da escala Hamilton, da atividade e da
luz.

O software Eltemps v1.313+ foi utilizado para a confeccéo dos actogramas de
luz e atividade, um para o periodo pré-ETCC e um para o periodo pos-ETCC para cada
paciente. Os perfis de luz e atividade (sobrepostos) foram confeccionados no RStudio
2022.02.3+492(25) utilizando-se o pacote ggplot.2

Os dados de actigrafia, as medidas de dispersdo, de cosinor, analises nao
paramétricas do ritmo circadiano e as andlises estatisticas foram processados no
RStudio 2022.02.3+492(25). Foi utilizado o teste t-student pareado para comparagao
das médias do periodo inicial ao periodo final. Para essas andlises foi considerada

significancia estatistica de p<0,05.
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