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RESUMO

MOTA, A. S. Composi¢do da microbiota intestinal durante a gestacdo e puerpério em
mulheres com diferentes intensidades de sintomas depressivos. 2023.Tese (Doutorado em

Ciéncias — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Os sintomas depressivos durante a gravidez e o periodo pds-parto (PP) sdo prevalentes e podem
ter implicacOes profundas para o bem-estar materno e infantil. Evidéncias emergentes sugerem
gue a microbiota intestinal pode desempenhar um papel na regulacdo do humor. Este estudo
explora a relacdo entre a composicdo da microbiota intestinal e os sintomas depressivos em
mulheres gravidas e no pés-parto com diferentes intensidade de sintomas.

Foram recrutadas gestantes que faziam acompanhamento nos hospitais HCFMUSP e HU- USP.
A partir do preenchimento do questionario de Escala de Edimburgo as participantes foram
triadas para 0s grupos de sintomas ausentes ou leves (AL) e sintomas graves ou moderados
(MG). Para a andlise de microbiota, as participantes forneceram amostras de fezes em trés
momentos diferentes. Uma no terceiro trimestre de gestacdo (G) e duas no periodo pds-parto.
A primeira amostra deste periodo foi coletada durante a internacdo do pds-parto (P1), e a
segunda durante a consulta de retorno um més apds o parto (P2). A composicao da microbiota
intestinal foi analisada usando técnicas de sequenciamento de alto rendimento e os acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) foram quantificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Andlises bioinformaticas e estatisticas foram realizadas
utilizando os softwares QIIME 2 (2022.2) e R (4.3.1) para identificar possiveis associacdes
entre a composi¢cdo da microbiota intestinal e a gravidade dos sintomas depressivos. Os
resultados indicam que a familia Enterobacteriacea aparece com maior abundancia nas
mulheres do grupo MG, especialmente durante o periodo P1 (p<0,05) e que ha uma diminuicdo
significativa (p<0,05) de sintomas depressivos nas participantes do grupo MG desde sua
triagem até o fim do acompanhamento do estudo, indicando que conduta terapéutica esta sendo
eficaz. Apesar de ndo ter sido estabelecida diferenca estatistica na abundancia relativa da
microbiota entre 0s grupos durante a gestacdo e nos indices de alfa e beta diversidade entre
grupos e entre os periodos, é possivel observar uma tendéncia de mudanca de microbiota ao
longo do tratamento com aumento do género Bifidobacterium, diminuicdo da familia
Enterobacteraceae e ¢é possivel observar uma aparente correlacéo inversa entre a diminuigédo da

intensidade de sintomas depressivos e 0 aumento da abundancia



dos géneros Bifidobacterium e Clostridium, além do aumento das concentraces de AGCC. Em
conclusdo, a composicdo da microbiota intestinal parece ser influenciada pela gravidade dos
sintomas depressivos em mulheres gravidas e no pés-parto. Pesquisas adicionais sdo necessarias
para explorar a relacdo entre a microbiota intestinal e a depresséo perinatal e determinar as
implicaces clinicas dessas descobertas para a sallde materna e infantil.

Palavras-chave:  Eixo  cérebro-intestino. ~ Microbioma.  Depressdo.  Obstetricia.



ABSTRACT

MOTA, A. S. Composition of Gut Microbiota During Pregnancy and Postpartum in
Women with Varying Degrees of Depressive Symptoms. 2023.Tese (Doutorado). Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2023.

Depressive symptoms during pregnancy and the postpartum period (PP) are prevalent and can
have profound implications for maternal and infant well-being. Emerging evidence suggests
that the gut microbiota may play a role in mood regulation. This study explores the relationship
between gut microbiota composition and depressive symptoms in pregnant and postpartum
women with different symptom severities. A cohort of pregnant women were recruited from
HCFMUSP and HU-USP. Participants completed standardized depression assessment tools and
were allocate in groups of absent or mild depressive symptoms (AL) and moderate or severe
depressive symptoms (MG) and provided stool samples in three different time periods. One at
the third gestation trimester (G) and two at the postpartum period. The first sample from this
period was collected during postpartum hospitalization(P1), and the second during the one-
month postpartum follow-up appointment (P2). Their gut microbiota composition was
analyzed using high-throughput sequencing techniques and Gas chromatography—
mass spectrometry (GS-MS) for quantification of short-chain fatty acids (SCFA’s).
Bioinformatic and statistical analyses were performed using software’s QIIME 2 (2022.2) and
R (4.3.1) to identify potential associations between gut microbiota composition and depressive
symptom severity. Findings that the Enterobacteriaceae family appears more abundantly in
women of the MG group, especially during period P1 (p<0.05), and that there is a significant
decrease (p<0.05) in depressive symptoms among the participants of the MG group from their
screening to the end of the study follow-up, suggesting that the therapeutic approach is effective.
Although no statistical differences in alpha and beta diversity indices were established between
groups and across periods, it is possible to observe a trend of microbiota change during the
treatment, with an increase in the Bifidobacterium genus, a decrease in the Enterobacteriaceae
family, and an apparent inverse correlation between the reduction in the intensity of depressive
symptoms and the increased abundance of the Bifidobacterium, Clostridium, and Dorea genera,
as well as an increase in the concentrations of SCFAs. In conclusion, composition of gut
microbiota appears to be influenced by the severity of depressive symptoms in pregnant and

postpartum women. Further research is



warranted to explore links between gut microbiota and perinatal depression and to determine

the clinical implications of these findings for maternal and infant health.

Key words: Gut-brain axis. Microbiome. Obstetrics.
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1. INTRODUCAO

A gravidez e o periodo pos-parto s&0 momentos caracterizados por mudancas tanto
fisiolégicas e sociais, como psicologicas para a mulher. Tais modificacbes podem ocasionar
alteracdes de humor significativas que podem se agravar caso ndo seja providenciado o apoio
psicoldgico e psiquiatrico adequado. A falta de diagnostico precoce da condicdo psiquidtrica,
crises em relacionamentos interpessoais e falta de rede de apoio familiar e financeira agravam
0 estado psiquico da gestante, tornando-a mais vulneravel e possibilitando a manifestacédo de
algum transtorno mental como a depressao na gestacdo e no pods-parto (CAROSIO, 2021;
PETROZZI; GAGLIARDI, 2013; WAQAS et al., 2018)

A depressdo é uma desordem debilitante e potencialmente letal que acomete cerca de
280 milhdes de pessoas no mundo inteiro e que vem apresentando um crescimento acentuado
nos Gltimos anos (WHO, 2012, WHO, 2014; WHO, 2017). Sua sintomatologia é diversa e pode
compreender desde perda de interesse, baixa autoestima e apatia, até o aumento da sensibilidade
a dor e pensamentos recorrentes de suicidio. Apesar de sua etiologia ser multifatorial, seus
mecanismos patofisiologicos possuem hipdteses ja bem estabelecidas e que sdo bases do
tratamento farmacolégico como a teoria do sistema monoaminérgico. Essa teoria tem por base
o desequilibrio neuroquimico das monoaminas enddgenas como a serotonina (5- HT),
noradrenalina (NA) e dopamina (DA). Bell, Abrams e Nutt (2001) conseguiram exemplificar o
desequilibrio neuroquimico demonstrando que a diminuicdo da sintese da serotonina ap6s a
deplecdo do seu aminoéacido precursor, triptofano, gera diminuicdo de 5-HT no plasma e
possivelmente no sistema nervoso central (SNC) o que pode ser ligado ao aparecimento de
sintomas depressivos. Além disso, essas monoaminas estdo inter- relacionadas e alteracbes em
suas concentracGes podem afetar uma a outra levando a desregula¢des no circuito neuronal.
Recentemente, o neurotransmissor acido gama- aminobutirico (GABA) tem sido o novo alvo
terapéutico para pacientes resistentes ao tratamento com monoaminas (DEAN; KESHAVAN,
2017; STRINGARIS, 2017; VILLAS BOAS et al., 2019).

Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais 5- DSM-V
(American Psychiatric Association, 2014) o diagnostico de depressao deve considerar ao menos
5 sintomas listados no manual, entre eles, humor deprimido, perda de interesse, distarbios do
sono, fadiga ou perda de energia e alteragdes no apetite. A quantidade de sintomas e a
intensidade podem ser medidas em pontuagfesem questionarios autopreenchidos, como por

exemplo “Escala de depressdo pos-parto de Edinburgo” (EPDS) ou questionarios
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aplicados por profissionais da saude, por exemplo o “Questionario de satde do paciente” (PHQ-
9), e podem servir para classificar os sintomas depressivos em ausentes/leves e moderada/grave.
Apesar de alguns estudos identificarem subtipos de depressdo, 0 manual caracteriza a depresséo
como unidimensional adicionando especificidades como periodo de inicio para diferenciar a
depressdo da depressdo pos-parto (BURGER et al., 2020; RANTALA et al., 2018;
TOLENTINO; SCHMIDT, 2018) .

Apesar de ser recomendada, a investigacdo psiquiatrica durante os periodos gestacional
e pos-parto, esta pratica ainda necessita de uma disseminacdo mais ampla. Apenas entre 31 e
50% das mulheres com ansiedade e depressdo sdo diagnosticadas durante este periodo. Dessas,
apenas 14-16% conseguem receber o tratamento adequado e apenas 3% a 5% apresentam
remissdo. Uma salde materna debilitada pode afetar diretamente no neurodesenvolvimento
fetal visto que a depressao, durante este periodo, pode gerar consequéncias como o nascimento
de bebés prematuros e com baixo peso nutricional, comprometimento no desenvolvimento
psicoldgico e intelectual da crianca, desenvolvimento de distirbios comportamentais e
psiquiatricos, perda de massa muscular, aléem de aumentar os riscos de diarreia e de doencas
respiratérias (RAHMAN et al., 2004; SONMEZ et al., 2019; WAQAS et al., 2022). Além disso,
a depressdo durante a gestacdo pode contribuir para a evasdo da paciente em consultas do pré-
natal e negligéncia com a propria salde e, consequentemente, com a satde do bebé. Ainda que
sejam tratadas, maes que desenvolveram depressdo durante a gravidez possuem maior risco de
desenvolver depressao pos-parto (AGAMPODI; AGAMPODI, 2013; SANDERS; RACKERS;
KIMMEL, 2019; WAQAS et al., 2018).

A depressdo pos-parto (DPP) € uma das mais comuns e a0 mesmo tempo uma das mais
sub diagnosticadas complica¢fes que ocorrem apds o parto. A condi¢do pode evoluir para o
suicidio materno que, por sua vez, representa cerca de 20% das mortes no periodo pés-parto. Sua
classificacéo é atipica, pois além de apresentar sintomas depressivos regulares, também podem
exibir perda de interesse pelo bebé, picos de desesperanca e raiva, pensamentos suicidas e de
agressdo contra o bebé. Além disso, a DPP estéa condicionada a um determinado periodo da vida
da mulher (MEKY et al., 2020; PETROZZI; GAGLIARDI, 2013; RANTALA et al., 2018;
STEWART; VIGOD, 2019).

A prevaléncia esta relacionada com o nivel de desenvolvimento do pais, historico de
depressdo da paciente e de como o parto € realizado. Os maiores indices de ocorréncia estéo
presentes em paises em desenvolvimento, no qual a prevaléncia chega a 40%, enquanto em

paises desenvolvidos os niveis de prevaléncia ficam entre 10% e 15% (LOBATO; MORAES;
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REICHENHEIM, 2011; MEKY et al., 2020). A etologia sendo multifatorial acaba por dificultar
0 registro da doenca, portanto, a necessidade de maior discussao e elucidacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos da doenca se faz primordial para o tratamento, controle e prevencéo.

Uma das formas recomendadas para o rastreio da depressao durante o pré-natal é a
aplicacdo de testes padronizados como o questionario auto aplicado denominado “Escala de
depressdo pds-parto de Edimburgo” (Apéndice D). Esse teste, mesmo tendo sido desenvolvido
e validado em meados dos anos 80, ainda tem pouquissima aderéncia em consultas de pré-natal.
Ele consiste em apenas 10 perguntas com 4 alternativas cada e que podem pontuar de 0 a 3
pontos, a depender da resposta da paciente. A escala, portanto, possui uma pontuacdo minima
de 0 pontos, indicando a auséncia de sintomas depressivos, e maxima de 30 pontos, indicando
uma grande severidade no quadro de sintomas depressivos. E importante salientar que o EPDS
é um questionario para fins de rastreio e ndo é capaz de inferir diagndstico e sim apenas de
acusar a presenca ou auséncia de sintomas depressivos e suas intensidades. As perguntas feitas
no questionario sao diretas e abordam a qualidade de sono, sentimentos de tristeza, culpa e
ansiedade, itens que estdo presentes dentro do quadro depressivo segundo o DSM-V
(CHORWE-SUNGANI; CHIPPS, 2017; LOPES ARAUJO et al., 2015; RUBERTSSON et al.,
2011).

Park e Kim (2023) realizaram uma meta analise no qual compararam as ferramentas de
rastreio de sintomas depressivos no pré-natal e no puerpério e concluiram que EPDS é uma
6tima ferramenta de rastreio além de recomendarem seu uso em consultas de pré-natal em
detrimento de outras ferramentas por sua aplicabilidade e rapidez. A adesdo maior do EPDS no
sistema de salde e, em especial, nas consultas regulares do pré-natal também ja foi discutida e
recomendada por Figueira et al. (2009) uma vez que o pré-natal ndo possui nenhum tipo de
entrevista psiquiatrica ou investigacdo da saide mental da gestante. O reconhecimento prévio
dos sintomas depressivos pode auxiliar na abordagem terapéutica mais rapida e eficaz,
reduzindo o nimero de casos de depressdo pds-parto e auxiliando tanto no melhor bem-estar
tanto da gestante quanto do feto.

Sabe-se que a depressdo € caracterizada por um aumento do nivel de cortisol e isso
também pode ser visto em gestantes com sintomas depressivos. Essa desregulacdo endocrina
pode levar a perturbacdo do sistema imunoldgico e, consequentemente, afetar a circulagdo
sanguinea do feto, promovendo uma maior concentracdo de citocinas inflamatdrias capazes de
promover distarbios no neurodesenvolvimento fetal. As vias mais comuns envolvem o

desenvolvimento de fatores inflamatdrios e a exacerbacgéo da resposta imunoldgica envolvem
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a ativacdo de receptores Toll-like ativados por padrdes moleculares relacionados a patdégenos
(PAMPS) e padrdes moleculares associados a dano (DAMPs). O envolvimento de PAMPs pode
ser associado a microbiota, uma vez que seus componentes possuem lipopolissacarideo (LPS)
e ele pode estimular respostas imunoldgicas quando em contato com células imunolégicas na
lamina propria (FANG et al., 2023; HAN et al., 2021; MIRPURI, 2021; SELMA-ROYO et al.,
2020; TINCANI et al., 2005). Tanto PAMPs como DAMPs sdo essenciais para interacéo
microbiota-hospedeiro e sdo produtos da microbiota que ativam o0s receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) que permitem o comegco da cascata da via inflamatdria (DUKIC
etal., 2023).

Recentemente, Valles - Colomer et al. (2019) observaram que a microbiota intestinal
poderia estar ligada a doencas psiquiatricas como a depresséo e possivelmente pela comunicacao
bidirecional entre a microbiota e o eixo cérebro—intestino, que liga o sistema nervoso entérico
(SNE) com o SNC. Através desse eixo, o SNC consegue modular algumas funcgdes
gastrointestinais e exercer influéncia no comportamento do individuo. Essa rota de interlocucao
pode acontecer por varias vias que, sao consideradas hipotéticas, como a hipdtese do
mecanismo de comunicacgao neuronal através do nervo vago e outras hipdteses de comunicagéo
por vias complexas, que envolvem o sistema imunolégico, o sistema enddcrino, o eixo
hipotalamo —pituitaria —adrenal (HPA) e a microbiota intestinal (BRAVO et al., 2011;
CARABOTTI etal., 2015; FLOWERS; ELLINGROD, 2015; KIM et al., 2018; ZORZO, 2017).

A hipdtese de mecanismo de comunicacdo neural tem como principal componente o
nervo vago que € um nervo misto composto de 80% de fibras aferentes e 20% de fibras
eferentes. Dentre suas variadas funcbes, 0 nevo vago € capaz de ser sensibilizado pelos
metabdlitos da microbiota e transmitir essa informacdo para o cérebro. Alguns compostos
neuroativos podem ser liberados por bactérias da microbiota intestinal como o &cido gama-
aminobutirico (GABA), monoaminas, acetilcolina, entre outras. Esses compostos podem
alcangar o cérebro por intermédio dessa comunicacgao entre 0 eixo cérebro — intestino através
das fibras aferentes do nervo vago. Apesar de estarem proximas, as fibras aferentes ndo cruzam
a camada epitelial da parede intestinal, portanto ndo entram em contato direto com a microbiota
presente no limen. Consequentemente, 0s sinais sdo recebidos através de difusdo de compostos
e metabolitos bacterianos ou através de outras células como as células enterocromoafins que
liberam 5-HT que, por sua vez, interagem com os receptores 5-HT3 localizados nas fibras
aferentes (BONAZ; BAZIN; PELLISSIER, 2018; BREIT et al., 2018; STRANDWITZ, 2018).

Apesar de varias bactérias intestinais serem conhecidas por produzir neurotransmissores
como, por exemplo, a espécie Bifidobacterium infantis, capaz de produzir GABA, algumas
como a Lactobacillus plantarum e Bifidobacterium dentium apenas modulam a producéo de 5-

HT por meio de sinalizacdo com a celula enterocromoafim. Por meio da producdo de acetato,
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algumas espécies do género Bifidobacterium, como Bifidobacterium dentium, afetam

diretamente a via triptofano/serotonina uma vez que € o acetato produzido que ird estimular a
liberacdo de 5-HT produzida para sinalizacao de neurdnios entéricos e receptores do nervo vago
(ENGEVIK et al., 2021; KWON et al., 2019; STRANDWITZ, 2018).

Um exemplo de que o nervo vago pode ser um dos caminhos para que essa comunicagdo
aconteca, é o fato de que animais tratados com Lactobacillus rhamnosus apresentaram
diminuicdo do comportamento depressivo e aumento na concentracdo de GABA no cortex
cingulado e diminui¢do no hipocampo, amigdala e locus cceruleus. No entanto, ele ndo foi
observado em animais que passaram por vagotomia. Ou, seja, 0 nervo vago pode ser um dos
caminhos dessa comunicacdo, mas provavelmente ndo é o Unico (BONAZ; BAZIN;
PELLISSIER, 2018; BRAVO et al., 2011).

Outros possiveis mecanismos do eixo cérebro — intestino sdo as vias metabodlica e via
neuroenddcrina. Elas consistem na exposicdo de metabolitos bacterianos e hormonios
intestinais como moduladores da comunicacdo, 0s mecanismos imunoldgicos e suas citocinas
inflamatdrias que podem atravessar a barreira hematoencefalica e envolvem a modulacdo do
eixo Hipotdlamo- pituitaria- adrenal (HPA) (FARZI; FROHLICH; HOLZER, 2018;
LOGSDON et al., 2018; STILLING; DINAN; CRYAN, 2014).

O estresse, profundamente relacionado com a depressao, pode influenciar a microbiota
através da desregulacéo do eixo HPA tornando o ambiente mais favoravel para a colonizagao
de Escherichia, Serratia e a Enterobacteriaceae, bactérias que favorecem a inflamacéo
(DINAN; CRYAN, 2015; FOSTER; MCVEY NEUFELD, 2013; LATALOVA; HAIDA;
PRASKO, 2017; ZALAR; HASLBERGER; PETERLIN, 2018; ZORZO, 2017).

Mudangas presentes na microbiota fecal de pacientes diagnosticados com depressao
foram identificados por Jiang et al. (2015), a exemplo do aumento na abundancia de bactérias
disbidticas como a familia Enterobacteriaceae e o0 género Alistipes, a reducdo de bactérias
benéficas como o género Faecalibacterium indicando uma modulacdo da microbiota.
Alteracdes na microbiota também podem implicar em modificacbes no metabolismo de
triptofano, principal precursor da 5-HT afetando, assim, a produgdo desse neurotransmissor
(AGUS; PLANCHAIS; SOKOL, 2018). Além disso, Tianet al. (2019), observaram que 0
género Bifidobacterium é capaz de modular a sinalizacdo glutamatérgica, além de aumentar a
via de biossintese de triptofano e aliviar a disbiose causada pelo estresse.

Hu et al. (2019), demonstraram que o estado psiquiatrico da mée altera a colonizacéo do

bebé, sugerindo uma ligacéo entre o eixo cérebro — intestino e a composi¢ao da microbiota do
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recém-nascido. Dawson et al. (2021) observaram em uma coorte de 213 mulheres, uma
associacdo entre o aumento de abundancia de algumas familias como Lachnospiracea e
Ruminococcacea e 0 comportamento normativo de seus filhos apds o nascimento, enquanto o
aumento de Bacteroides e Lachnospiraceae foram associados ao aumento da conectividade da
rede neuronal em recém-nascidos (KELSEY et al., 2021).

Estudos sobre o eixo cérebro — intestino e o desenvolvimento de doencas psiquiatricas
ja vém sendo realizados e novas op¢oes terapéuticas, como a classe de probioticos conhecida
como psicobidticos, ja estdo sendo testados como novas possiveis op¢des de tratamento para a
depresséo.

O termo psicobidtico e relativamente recente e foi cunhado por Dinan, Stanton e Cryan
em 2013, e se refere a uma nova classe de probidticos que podem ser usados para o alivio de
sintomas neuropsiquiatricos. Os géneros mais utilizados e mais estudados, por possuirem um
potencial terapéutico, sdo os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus e seus neuroativos como
GABA e 5-HT, que sdo capazes de atuar no eixo cérebro intestino. Muitos ainda permanecem
em estudos clinicos para verificacdo de eficacia e seguranca(DINAN, STANTON e CRYAN,
2013; SHARMA et al., 2021; BARRIO, ARIAS-SANCHEZ E MARTIN-MONZON, 2022).

Apesar do uso de probidticos ter sido sugerido como terapia adjuvante desde 2005,
pouco se sabe sobre o seu mecanismo de acdo. No entanto, recentes estudos usando
psicobidticos no tratamento da depressdo tem se mostrado promissores, como o Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 que se mostrou eficaz ao melhorar os sintomas depressivos de mulheres
diagnosticadas com depressdo pos-parto. (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2018; EVRENSEL,;
CEYLAN, 2015; MESSAOUDI et al., 2011; SLYKERMAN et al., 2017; ZORZO, 2017).

Nesse contexto, se faz importante caracterizar a microbiota fecal de pacientes
diagnosticadas com depressao durante e ap6s o parto, assim como caracterizar a microbiota do
seu bebé, a fim de que possamos entender melhor as mudancgas que ocorrem e se, porventura,
existe alguma conexdo com o eixo cérebro — intestino, o que permitiria inclusive novas
abordagens terapéuticas.

O presente estudo foi realizado em colaboragéo com a Dra. Vera Lucia Carvalho Tess,
coordenadora do Grupo de Gestantes do Servico de Interconsulta do Instituto de Psiquiatria
(IPg) do Hospital das Clinicas da FMUSP e do Dr. Marco Aurélio Knippel Galletta,

coordenador do Ambulatorio de Neuropsicopatologia e Gravidez do Hospital das Clinicas da



FMUSP além, também do Dr Carlos Tadashi, coordenador do ambulatério de obstetricia do

Hospital Universitario da Universidade de S&o Paulo.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora ja se tenha conhecimento de que a microbiota da mulher passa por alteracoes
durante o periodo perinatal, ainda sdo escassos 0s estudos que descrevem as mudancas ocorridas
em gestantes que possuem alguma condicdo psiquiatrica como a depressdo. E importante
ressaltar que a depressdo no periodo perinatal é considerada um grave problema de salde
publica, responsavel por uma parcela significativa da morbidade e mortalidade tanto da mée
quanto do recém-nascido. Portanto, torna-se crucial investigar detalhadamente a composic¢éo da
microbiota intestinal das mulheres que apresentam sintomas depressivos em diferentes
intensidades a fim de abrir caminho para novas pesquisas e possiveis abordagens terapéuticas,
como o uso de psicobioticos.

Este estudo foi desenvolvido em colaboracdo entre os departamentos de Psiquiatria e
Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (HCFMUSP), do Hospital Universitario da USP e da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF-USP). Essa abordagem interdepartamental foi de extrema importancia
para o0 desenvolvimento do estudo, triagem de participantes, coleta e armazenamento de

amostras bioldgicas e os demais recursos que foram necessarios para o estudo.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo caracterizar a microbiota intestinal durante os

periodos perinatal e pds-natal de mulheres com diferentes intensidades de sintomas depressivos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. ldentificar e classificar a intensidade de sintomas depressivos nas
pacientes gestantes através da escala de Edimburgo, acompanha-las até o

puerpério e coletar amostras fecais nos periodos pré e pos-natal.

ii. Analisar a composi¢cdo da microbiota intestinal das pacientes por
sequenciamento do gene 16S rRNA, nas amostras fecais dos

periodos perinatal e p6s-natal.

iii. Através de analises estatisticas, verificar se existe alguma
diferenca significativa entre as pacientes com sintomas
ausentes/leves (AL) e pacientes com sintomas moderado/grave
(MG) nas amostras dos periodos relatados.

iv. Analisar se existe uma possivel correlacdo entre a pontuacdo na
escala de edimburgo e a modulacdo da microbiota intestinal das
participantes.

v. Quantificar e comparar os acidos graxos de cadeia nas amostras
fecais utilizando GS-MS e identificar se existe uma possivel
correlacdo entre os sintomas e a quantidade de cada composto.

vi. Identificar a composicao da microbiota de lactentes das mulheres
do grupo moderado/grave e verificar possivel associacdo com a

microbiota de suas maes.
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4. DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo se caracteriza como um estudo observacional, longitudinal e
prospectivo. Dessa forma, o grupo amostral foi estabelecido através de questionario pré-
estabelecido e condicBes clinicas da paciente. Para que participasse do projeto, era
imprescindivel que a participante estivesse no terceiro trimestre de gestacéo e que realizasse
seu pré-natal no HCFMUSP ou no HU-USP.

4.1 GRUPO MG (sintomas moderados/graves)

As participantes que compuseram o grupo MG, foram recrutadas logo ap0s a primeira
consulta psiquiatrica no ambulatério de gestantes e puérperas do Instituto de psiquiatria -
HCFMUSP. Todas as participantes deste grupo passaram por avaliagdo psiquiatrica e tiveram
acompanhamento clinico, no qual puderam ser diagnosticadas e tratadas terapeuticamente por
médicos psiquiatras. Além disso, preencheram o questionario de Edimburgo no qual obtiveram
uma pontuacdo acima ou igual a 10 pontos classificando seus sintomas depressivos como

moderado ou grave.

4.2 GRUPO AL (sintomas ausentes/leves)

As participantes do grupo AL foram recrutadas apds a consulta do pré-natal no
ambulatorio de obstetricia do HU-USP. Como ndo apresentavam nenhuma queixa psiquidtrica,
ndo foram submetidas a uma avaliacdo especializada da area fazendo apenas 0s exames e
avaliacOes pertinentes ao pré-natal. Como néo foi possivel a avaliacdo médica psiquiatrica as
participantes deste grupo ndo possuiam qualquer diagnostico psiquiatrico naguele momento
sendo impossivel afirmar a auséncia da patologia uma vez que a investigacdo para doencas
psiquiatricas ndo € comum no pré-natal. Entretanto, todas as participantes preencheram o
questionario de Edimburgo. Foram incluidas no estudo apenas as pacientes que pontuaram de
0-9 dentro da escala, sinalizando sintomas depressivos ausentes ou leves. As demais pacientes

foram encaminhadas para maior investigacdo medica.
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4.3 COLETAS
Foram coletadas amostras de cada grupo nos periodos gestacional e puerpério. Sendo a

primeira coleta dos grupos no terceiro trimestre de gestacdo (G), a segunda no pos-parto
imediato, ainda na internacdo hospitalar do pds-parto (P1) e a ultima ocorrendo no primeiro
més do pds-parto (P2). Em posse das amostras, procederemos com as analises descritas a seguir

(Figura 1).

Figura 1: . Delineamento do estudo. Grupo MG : moderado/grave; Grupo AL: ausente/leve; G: periodo gestacional; P1:periodo
do pés-parto imediato; P2: 1 més do po6s-parto

- 1 G P1/R1 :
INCLUSAO DI(‘;III‘%AP%EM 27-40 SEMANAS 1°-3° DIA POS PARTO | MES E%S%ZPARTO ANALISE

GRUPO MG

pontuagdo = 10
n=28

INCLUSAO
DE
PACIENTES

3° Trimestre de

gestacao
=50 = % Total
GRUPO AL n=23
P2
pontuagio < 10 ] G | P1 | 3
= I = | | n=
n=22 i n=16 1 n=6 i :
H | 1 I L
i 1
xclusdes : :
p=4 k9
desisténcias : * desisténcias Bebés
n=5 Bebés -~
B n=2

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTO ETICO

As pacientes receberam informacOes detalhadas por escrito e verbalmente sobre os
procedimentos, riscos, objetivo e importancia do estudo e, quando de acordo, assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice Il). Elas também foram
instruidas de como coletar as amostras tanto verbalmente quanto por meio de panfleto e video
tutorial produzido pela aluna, como acessorio de apoio para coleta. Os procedimentos foram
conduzidos de acordo com a Declaracdo de Helsinque e as normas éticas do Ministério da Saude
(Conselho Nacional de Saude - Resolucdo n° 466/2012). O presente estudo foi enviado para o
Comité de Etica do Universidade de S&o Paulo e aprovado pela plataforma Brasil no niimero
CAAE: 22725119130030076 (Apéndice I).Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, Hospital Universitario da Universidade de Sdo Paulo e da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

5.2 PARTICIPANTES

Foram incluidas nesse estudo, mulheres gravidas que estavam no terceiro trimestre
gestacional e que estavam fazendo o acompanhamento do pré-natal tanto no HCFMUSP quanto
no HU-USP, ambos em Sédo Paulo -SP. As pacientes foram incluidas apés a assinatura do TCLE
e preenchimento dos questionarios pré-estabelecidos. Todas as participantes do grupo MG
tiveram entrevistas com a equipe médica do ambulatorio de gestantes e puérperas do Instituto
de Psiquiatria-HCFMUSP para confirmacdo diagndstica psiquiatrica seguida de tratamento e
acompanhamento psiquiatrico de acordo com o diagnostico. As participantes, que desejaram
permanecer no projeto, foram acompanhadas desde a triagem até o primeiro més pos-parto.
Também foram incluidos os bebés das pacientes do grupo MG para analise de microbiota
intestinal e possivel relagdo com a microbiota de suas maes. As participantes do grupo AL foram
incluidas apds assinatura do TCLE durante a consulta regular do pré-natal no HU-USP. As que
desejaram permanecer no projeto também foram acompanhadas até o primeiro més do pos-
parto e foram incluidos seus lactentes. No total, 50 mulheres foram abordadas e se dispuseram

a participar do estudo.
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5.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Pacientes com idade inferior a 18 anos e superior a 45 anos.

- Pacientes em uso de antibidticos.

- Pacientes com certas doencas que ja foram relacionadas com alteracdo da microbiota
intestinal, a saber: Diabetes Mellitus, doencas gastro-intestinais como Doenga de Crohn,
infeccdes agudas ou crénicas.

- Diagndstico de malformacao fetal grave.

Os dados aqui obtidos foram comparados com os dados obtidos da literatura e de nossos
estudos prévios. As limitacdes dessas comparacGes foram consideradas nas analises, como por
exemplo, diferente local de origem das amostras.

As amostras de pacientes que foram excluidas ou que desistiram de participar do projeto

nao foram incluidas no estudo.

5.4 INSTRUMENTOS DE AVALIACAO

5.4.1 Questionario de dados sociodemografico e clinicos

Foram coletadas informac@es abrangentes, incluindo caracteristicas sociodemogréaficas
gerais, dados clinicos e antecedentes relevantes. As caracteristicas sociodemogréaficas
compreenderam idade, estado civil e nivel de escolaridade. Os dados clinicos incluiram a
presenca de outras doencas, consumo de alcool e tabaco, tipo de parto, idade gestacional, peso
do neonato, intercorréncias obstétricas, presenca de ruptura de membranas e tempo decorrido
até o parto. Também foram registrados os antecedentes obstétricos e psiquiatricos dos

participantes, e, se aplicavel, os medicamentos em uso (Apéndice I11).

5.4.2 Escala de depressédo de Edimburgo (EPDS)

Para identificar pacientes com sintomas relacionados a depressdo, foi utilizado o
Questionario de Escala de Depressdo de Edimburgo (SANTOS et al., 2004). Todas as pacientes
responderam a este questionario no inicio da entrevista, com o objetivo de classifica-las em seus
respectivos grupos. A pontuacdo total da Escala de Edimburgo varia de 0 a 30 pontos, com uma
pontuacdo igual ou superior a 10 indicando triagem para o grupo MG, enquanto aquelas com
pontuacao abaixo de 10 foram triadas para o grupo AL. Vale destacar que 0s questionarios

foram auto
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aplicados, mas houve supervisdo durante a entrevista caso houvesse alguma ddvida a ser

sanada pela entrevistadora (Apéndice V).

5.4.3 Coleta de amostras

Cada pacientes que concordou em participar da pesquisa, levou para casa um kit com os
materiais da coleta que constavam em: um panfleto com informacdes sobre a coleta, cuidados
a serem tomados e informacdes para contato em caso de davidas, um kit com luvas, espatula e
mascara esterilizados para serem utilizados na coleta, uma etiqueta de identificacdo, uma caixa
de poliestireno expandido (EPS), um coletor universal onde as amostras foram armazenadas
assim que coletadas, além de um acessorio de apoio para coleta chamado Coloff®@™., As
amostras de fezes recém coletadas foram armazenadas em freezer até a entrega. Essas amostras
foram coletadas em 3 momentos. Para ambos 0s grupos, a primeira coleta ocorreu no terceiro
trimestre de gestacdo, segunda amostra foi coletada entre o primeiro e o terceiro dia do
puerpério e a Gltima amostra foi coletada ao completar 1 més do puerpério. As amostras de
fezes dos bebés foram coletadas em dois momentos do puerpério: entre 0 primeiro e o terceiro
dia do puerpério e ao completar o primeiro més de vida. As amostras foram armazenadas em
congelamento a -20°C até o envio da amostra ao Laboratério de pesquisa em Microbiologia
Molecular do Servico de Laboratério Clinico do Hospital Universitario da USP, esse processo
ocorreu nas 24 horas seguintes a coleta. No Laboratorio, as amostras foram separadas em

aliquotas e armazenadas a -80°C até o0 momento do uso.
5.5 EXTRACAO DE DNA BACTERIANO DAS AMOSTRAS DE FEZES

O DNA total das amostras de fezes coletadas foi extraido com o kit QlAamp Power
Fecal Pro DNA Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acordo com as recomendacgdes do
fabricante, e armazenados a -20°C até o momento do uso. Apds a extracdo de DNA total, as
amostras de fezes foram quantificadas em relacé@o a concentracdo de DNA presente na amostra

pelo equipamento Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

5.6 DETERMINACAO DA MICROBIOTA FECAL POR SEQUENCIAMENTO DO
GENE 16S rRNA

Apo0s a extracdo do DNA, foi realizada a amplificacdo do dominio V4 do segmento

16S ribossdmico bacteriano, conforme previamente estabelecido por Kozich et al. (2013). O
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protocolo seguido para esta regido envolveu o uso de sequéncias iniciadoras de acordo com a

nomenclatura de nucleotideos IUPAC padrao, as quais foram as seguintes:

Sequéncia Iniciadora 16S Forward (5-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3?)
Sequéncia Iniciadora 16S Reverse (5-GTCTCGTGGGC

TCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3?)

Todas as etapas do procedimento foram executadas seguindo as orientacGes do
fabricante (Illumina-16S Metagenomic Sequencing Library Preparation). Apds a obtencédo das
sequéncias, realizou-se a demultiplexagdo das amostras com base nas sequéncias dos barcodes
correspondentes.

Para a andlise dos resultados das bibliotecas de 16S rRNA obtidas por sequenciamento,
utilizou-se o software QIIME 2.0 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology), uma
ferramenta de bioinformatica de codigo aberto, conforme descrito por Caporaso et al. (2010).
Neste estudo, empregou-se 0 método "Amplicon Sequence Variant" (ASV) para analise das
sequéncias.

Os programas computacionais foram empregados em varias etapas do processo,
incluindo a remocéo das sequéncias de barcodes e primers, eliminacao de artefatos quiméricos,
alinhamento das sequéncias, construgdo da matriz de distancia, agrupamento das ASVs e
calculo de indices de diversidade, bem como a conducao de testes de hipdteses. As sequéncias
das bibliotecas resultantes foram agrupadas em ASVs com o objetivo de identificar

semelhancas de 97% em relagdo a base de dados Silva versdo 128.

5.7 DOSAGEM DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC)

As dosagens de AGCC (acetato, propionato e butirato). foram efetuadas na Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP), em colaboragdo com o
grupo de Pesquisa em Compostos Bioativos coordenado pelos professores Dr Franco Maria
Lajolo e Dra. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto. A extracdo de AGCC das amostras de fezes
foi feita através de agua acidificada com Acido fosférico 0,5% e acetato de etila adicionado de
padrdo interno (&cido 2-metil pentanoico) e analisados em cromatégrafo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (GC-MS; Agilent 5977, CA, EUA) em condigdes otimizadas a partir.
Condic6es cromatograficas: injecdo de 1 L de amostra empregando o modo de injecéo splitless

e temperatura do injetor em 240 °C; hélio como géas carreador em fluxo constante de 2.9
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mL.min%; coluna cromatografica CPWax (30 m x 0,32 um x 0,2 pm); programa de temperatura
iniciando com uma rampa de temperatura a 15 °C.min" de 50 °C a 180 °C, seguido de uma
aumento de 35 °C.min até 200 °C e de 50 °C.min até 250 °C; temperatura da interface entre
cromatografo e espectrometro de massas de 250 °C; ionizagéo por impacto de elétrons (70 eV)

com a fonte de ions mantida a 230 °C: intervalo de massa de 70-600 m/z a 20 scans.s .

5.8 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada através do software Rstudio (4.3.1) que utiliza a
linguagem R. Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade, por meio do Teste de
Shapiro- Wilk. Quando as variaveis apresentaram distribuicdo normal, foi utilizado o Teste T
de Student ou o Teste Anova. Para variaveis que apresentaram distribuicdo ndo normal e ndo
homogénea, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney na variacdo Wilcoxon
presente no software R. Para calcular associacdo entre duas variaveis categoricas, foi
empregado o teste Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher. Para analise de regresséo foi
aplicado o pacote MAaslin2 e para analise de correlacao, foi aplicado o teste de Spearman. Para
amostras pareadas com distribui¢do ndo normal, foi utilizado o teste de Friedman com post-hoc
de Dunn. Para a andlise de diversidade beta, foi aplicado o teste de PERMANOVA e as analises
de diversidade alfa (Shannon, Chaol e Simpson) foram submetidas a analise de Wilcoxon. O

nivel de  significdncia  considerado foi de  p=<0,05.
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6. RESULTADQOS

Ao todo, aceitaram participar do projeto cinquenta gestantes. Através da avaliacdo dos
resultados obtidos por meio da escala de Edimburgo, vinte oito foram triadas para o grupo MG
enquanto vinte e duas foram alocadas no grupo AL. Durante o periodo de conducéo do estudo,

esse numero diminuiu para 18 no grupo MG e 16 no grupo AL.

6.1 GESTANTES

As pacientes do Grupo MG foram recrutadas a partir do momento em que compareciam
a primeira consulta psiquiatrica. Todas elas ja chegavam na consulta entre o fim do segundo
trimestre e 0 comeco do terceiro trimestre de gestacdo. Dessa forma, todas as amostras de fezes
coletadas e utilizadas no estudo foram correspondentes a esse trimestre de gestagdo. A partir da
assinatura do TCLE, todas as participantes preencheram o questionario de dados sécio

demogréficos e clinicos e os resultados podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1.Dados socio-demograficos e clinicos de participantes gestantes

Dados S6 io -demograficos e Cli icos

Variaveis Grupo AL Grupo MG Total D

quantitativas (N=16) (N=18) N=(34)

min- Média min- Média min-  Média

max (®) max (®) max (#)
Idade

21- 30,9(£5,4) | 18-43 32,722(+6,2) 18- 31,882 0,351

38 43 (£5,8)

Escala de Edimburgo

EB 0-9  48(x2,6) 10-27 19,5(x4,4) 0-27 12,6(#8,2) <0,001***
ES 0-7 38(x2,2) 6-23  14,1(x4,2) 0-23 9,2(#6,2) <0,001***
Variaveis N % N % N % p

categoricas

Escolaridade

Sem ensino 7 46,7 13 72,2 20 60,6 0,135
superior

completo

Com ensino 8 53,3 5 27,8 13 39,4

superior

completo

Sem registro

1)
Estado civil
Solteira 4 25 6 33,3 10 29,4 0,595
Casada 12 75 12 66,7 24 70,6
Histdrico Gestacional
Primigesta 11 68,8 5 27,8 16 47,1 0,017*
Multigesta 5 31,2 13 72,2 18 52,9
Abortos

Néo 15 93,8 10 58,8 25 75,8 0,019*
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Sim 1 6,2 7 41,2 8 24,2
Sem registro
1)
Historico psiquiatrico
Néo 15 93,8 5 27,8 20 58,8 <0,001***
Sim 1 6,2 13 72,2 14 41,2
Antidepressivo
Néo 16 100 0 0 16 471 <0,001***
Sim 0 0 18 100 18 52,9
Medicacéo psiquiatrica complementar
Néo 16 100 9 50% 25 73,5% <0,001***
Sim 0 0 9 50% 9 26,5%
Avaliacao de Edinburgo
Alto (>10) 0 0 16 88,9% 16 47,1% <0,001***
Baixo (<10) 16 100 2 11,1% 18 52,9%

AL: sintomas ausentes/ leves, MG: sintomas moderados/graves. Utilizado o pacote “arsenal” no software Rstudio,
aplicado Teste de Qui-quadrado de Pearson aplicado a varidveis categéricas e teste de Kruskall-Wallis aplicado nas

variaveis quantitativas.*p<0,05, ***p<0,001. Fonte: Elaborado pelo autor

A faixa etaria média ficou entre 30-35 anos em ambos 0s grupos o que torna a populagéo

estudada mais homogénea e descartando a variacdo de idade. Apesar disso, pode-se notar que

0s maiores extremos de idade (18 anos e 43 anos) estdo presentes no grupo MG. Os valores da

escala de Edimburgo séo significativos entre os grupos demonstrando que existe uma variacao

na intensidade de sintomas de forma mais perceptivel nas participantes do grupo MG. Os demais

fatores sociais ndo apresentaram associacdo em relacdo aos grupos. Os dados clinicos, por sua

vez, demonstraram uma forte associacdo do estado depressivo das pacientes quanto a paridade,

historico de abortos e historico psiquiatrico. Em relacdo a medicagdo, apenas as pacientes

diagnosticadas com Depressao, fizeram uso de tratamento terapéutico e farmacologico. No

geral, apenas uma participante do grupo AL ndo preencheu nenhuma das alternativas de

escolaridade e uma do grupo MG ndo respondeu sobre histérico de aborto.
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6.1.1 Composicdo da microbiota

Durante a andlise da microbiota intestinal, pudemos observar que, apesar de ambos 0s
grupos apresentarem 0s mesmos géneros bacterianos como mais predominantes, suas
abundancias se diferenciam. Ambos 0s grupos possuem o género Blautia como mais abundante
e suas medias, mesmo com o desvio padrdo, sdo bem proximas. No entanto, alguns géneros
acabam se destacando por possuirem uma diferenca em sua abundancia media entre os grupos,
como pode ser constatado pela média do género Bacteroides, no qual se mostra mais abundante
no grupo MG. Outros géneros sdo notadamente aumentados, quando comparamos a abundancia
relativa entre os grupos, como o género Oscillospira que parece dobrar em abundancia quando
comparado com o grupo AL, a familia Enterobacteriaceae que possui uma média de abundancia
relativa maior no grupo MG, além do género Bifidobacterium que parece estar mais abundante
no grupo AL em detrimento ao grupo MG. Apesar destas diferengas, nenhum dos resultados
apresentou diferenca estatistica significativa. A composi¢do da microbiota de gestantes no

terceiro trimestre de gestacao pode ser observada na Figura 2 e Tabela 2.
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Figura 2: Composicao da microbiota de participantes gestantes pertencentes aos grupos AL e MG. Teste de

Wilcoxon. p>0,05.
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Tabela 2.Dados da composicdo da microbiota das participantes gestantes dos grupos AL e MG.

Microbiota -Gestacéo (G)

Principais Grupo AL Grupo MG Total P
Géneros (N=16) (N=18) (N=34)
min-  Média min-  Média min- Média
max (1) max (®) max (®)
Blautia 4,0- 24,2 3,3- 218 3,3-50,6 22,9 0,6
49,6 (£135) 50,6  (x15,1) (£14,2)
Bacteroides 0,04 - 53 0-50,9 195 0-27 12,6 0,2
399 (9,8) (x4,4) (£8,2)
Roseburia 0,3 - 6,8 0-28 8,6 0-28 7,8 0,5
193  (%6,2) (£8,3) (x7,3)
Faecalibacterium 6,9 7,3 71 0,7
0-98 (#51) 0-86 (#55) 0-198 (£5,2)
Coprococcus 0,4- 6,1 1,2- 6,9 6,5 1
112 (#33) 214 (#54) 04-214 (4,5
Ruminococcus 0- 4,0 0,7 - 57 49 0,1
10,7  (¥3,8) 140 (£4,3) 0- 14,0 (4,1)
Bifidobacterium 0- 3,2 2,2 2,7 0,5
137 (49 078 (¥2,1) 0- 13,7 (£3,6)
Clostridium 0,2- 338 2,3 0,06- 3,0 0,3
11,7 (#36) 0-53 (1,5 11,7 (+2,8)
Lachnospiraceae 0,2- 3,0 0,1- 2,2 2,6 0,3
g.Ruminococcus 8,8 (£2,6) 9,8 (25 01-98 (£2,5)
f.Enterobacteriaceae 0,4 3,2 19 0,1
0-22 (x0,6) 0-489 (x115) 0-489 (£8,4)
Prevotella 0,9 18 14 0,7
0-76 (1,9 0-20,2 (x4,7) 0- 20,2 (£3,6)
Streptococcus 0,07 - 0,6 1,7 1,2 0,6
2,1 (#0,6) 0-214 (4,9 0-214 (£3,6)
Oscillospira 0,8 0,09 - 1,6 1,2 0,1
0-33 (20,9 7,6 (£1,8) 0-7,6 (£1,5)
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Dorea 0,3- 15 0,1- 15 15 0,8
46  (#10) 44  (#¥12) 01-46  (*11)
Outros 9,6- 31,9 7,8- 22,0 26,7 0,058
629 (x14,7) 355 (#83) 7,8-629 (x12,6)
Acidos Graxos de Cadeia Curta
(9/g)
Acetato 0,3- 50 0,2- 4,5 0,2-15,6 |48 0,9
156 | (£53) |10,8 | (£3,5) (x4,4)
Propionato 0,6- 2,4 0,1- 2,1 0,1-9,6 2,2 0,5
9,6 (£2,8) |63 (£1,5) (£2,1)
Butirato 0,1- 0,9 0,2- 1,0 0,1-2,3 1,0 0,5
2,3 (x0,6) 2,2 (£0,5) (£0,6)

AL: sintomas ausentes/ leves, MG: sintomas moderados/graves. Teste de Shapiro- Wilke <0,05. Utilizado o
teste de Kruskall-Wallis para variaveis ndo paramétricas. Fonte: Elaborado pelo autor

A presenca de outros géneros bacterianos que possuiam abundéncia relativa menor que
1 % foi representada na legenda como “Outros” e demonstra estar ligeiramente aumentado no
grupo AL, o gque pode indicar um aumento na diversidade microbiolégica deste grupo. Para
avaliacdo mais profunda da diversidade, foram realizados os testes de alfa diversidade e beta

diversidade e seus resultados podem ser observados na Figura 3.



Figura 3: Indices de alfa e beta diversidade dos grupos AL e MG. a) Indice de Chaol de riqueza
estimada,teste de Wilcoxon p=0,6. b) Indice de diversidade de Shannon, teste de Wilcoxon, p=0,6.c)
Indice de dominancia de Simpson,teste de Wilcoxon, p=0,3.d)Indice de dissimilaridade de Bray

curtis, PERMANOVA, p=0,2,r2=0,02.e)PcoA de métrica ponderada,PERMANOVA,
p=0,5,r2=0,01.f)PcoA de métrica ndo ponderada.PERMANOVA, p=0,08,r2=0,02.
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Através das analises de alfa diversidade conseguimos observar que, de fato, existe uma
tendéncia do grupo AL em ter uma microbiota mais rica e mais diversa que o grupo MG, apesar
de ndo termos encontrado diferencas estatisticas significativas. J& nas analises de beta
diversidade, apesar de também n&o terem sido observadas mudancas significativas, observamos
a formacdo de dois clusters que se diferenciam por suas distancias através das analises de
coordenadas principais (PCoA) e a existéncia de uma tendéncia de que os clusters possam exibir
composicdes distintas entre 0s grupos quanto a presenca e auséncia de espécies dentro das
amostras observadas pela analise Unifrac ndo ponderada (Figura 3, letra f).

Quanto aos acidos graxos de cadeia curta dosados a partir das amostras de fezes
coletadas, também néo foi encontrada nenhuma diferenca significativa tanto nas concentracoes
de acetato, propionato e butirato entre os grupos (Figura 4) quanto a correlagdo de suas
concentragdes com a pontuacdo na escala de Edimburgo para presenca de sintomas depressivos.
No entanto, conseguimos observar uma tendéncia a diminuicao de concentracdo desses acidos
a medida em gue a pontuacdo na escala aumenta, obtendo, portanto, uma relacdo inversa entre

a concentragdo de AGCC e a quantidade de sintomas depressivos. (Figura 5).

Figura 4: .Concentracdo de AGCC em gestantes pertencentes 0s grupos AL e MG. a) concentragdo de acetato
p=0,9; b) propionato p=0,1; c) butirato p=0,2. Teste de Wilcoxon.
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Figura 5: Correlacdo de Pearson entre as concentracdes de AGCC e a pontua¢do na escala de Edimburgo. a)
Correlacdo entre a concentracdo de acetato e a pontuacdo na escala, p=0,5, cor:-0,1. b) Correlacdo entre a
concentracdo de propionato e a pontuacéo na escala, p=0,3, cor=-0,1.c) Correlacéo entre a concentracdo de
butirato e a pontuacdo na escala, p=0,8, cor=-0,04.,

Correlacao entre as concentracdes de AGCC

e a pontuacdo na Escala de Edimburgo
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6.2 PUERPERAS

6.2.1. Puerpério imediato (P1)

Todas as participantes que escolheram prosseguir com o projeto eram orientadas a
informar quando ocorreria o parto, além disso, as participantes adquiram um adesivo colocado
na carteira de pré-natal para que a equipe obstétrica soubesse da sua participagdo na pesquisa e
pudesse informar sobre a ocorréncia dos partos. Mesmo assim, muitas pacientes perderam o
contato nesse periodo. Resultando em uma diminuicdo dréastica principalmente no grupo AL.
No grupo MG, no entanto, a perda foi menor uma vez que as participantes faziam
acompanhamento médico psiquiatrico e eram assistidas de perto pela equipe médica. As
amostras foram coletadas pela participante no periodo do pds-parto imediato, correspondente
ao primeiro até o terceiro dias apds o parto, ainda em internacdo hospitalar. Os nimeros totais

e a composicdo da microbiota de pacientes do periodo do pos-parto imediato (P1) podem ser

observados na Tabela 3 e Figura 6.

Tabela 3 Dados da composi¢do da microbiota e concentracdo de AGCC.

Microbiota -Pds parto imediato (P1)

Principais

Géneros

Blautia

Bacteroides

Roseburia

Faecalibacterium

Coprococcus

Grupo AL Grupo MG Total
(N=6) (N=14) (N=20)
min-  Média min-  Média min- Média
max (&) max (®) max (®)
12,1- 26,7 0,4- 17,9 0,4-50,2 20,5
922 (4142) 363 (+10,7) (*12.2)
0,4 - 57 0,6 - 118  0,4- 66,3 10
18,9 (+6,8) 66,3 (x17,1) (£14,8)
0,1- 6,4 0-31 53 0-31 57
13,5 (£5,6) (£8,7) (£7,8)
8,2 0,02- 6,7 0,02 — 7,2
0,715  (¢6,4) 38,3 (£10) 38,3 (£8,9)
3,2- 6,4 0- 5.9 0- 6,1
15,1 (#4,5) 175 (£4,6) 17,5 (%4,5)

0,2

0,2

0,3

0.4
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Ruminococcus 1,2 - 4,6 0,2 - 4,8 0,2 - 4,7 1
106  (¥34) 155  (+4,5) 15,5 (+4,1)
Bifidobacterium 0,1- 2,9 0,05 - 4,0 0,05 - 3,7 0,7
8,5 (#38) 241 (£6,8) 24,1 (£6)
Clostridium 0,1- 15 0,1- 19 0,1- 18 0,6
4 (+1,5) 52  (¥1,7) 5,2 (+1,6)
Lachnospiraceae 0,5 - 2,4 0,07 - 2 0,07 - 2,1 0,5
g.Ruminococcus 6,9 (x2,3) 106 (x2,7) 10,6 (£2,5)
f.Enterobacteriacea 1 49 3,7 0,02**
e 0-61 (2,4 0-179 (£6,4) 0-17,9 (#5,7)
Prevotella 0,9 2,2 1,8 0,9
0-48 (19 0-102 (%3,7) 0-10,2 (£3,2)
Streptococcus 0,01 - 0,5 0- 53 0- 3,8 0,3
2 (#0,7) 56,2  (%14,8) 56,2 (£12,5)
Oscillospira 0- 11 0,01- 15 0- 1,4 0,2
2,5 (£1) 35 (£1,2) 35 (£1,2)
Dorea 0,6- 14 0,02 - 1 0,02 - 11 0,2
2,5 (*0,7) 2,7 (£0,7) 2,7 (0,7)
Outros 9,8 - 29,6 3,0 - 24 3,0- 25,7 0,5
441  (x13,3) 50,1 (%14,1) 50,1 (£13,8)
Acidos Graxos de Cadeia Curta
(Lg/g)
Acetato 31- 4,5 0,9-10 | 6,3 0,9-10 57 0,2
6,1 (£1,4) (£2,9) (£2,6)
Propionato 0,8-31 |17 0,04- |13 0,04-32 |14 0,6
(£1,2) |32 (£1) (£1)
Butirato 0-0,9 0,6 0,05- 07 0-1,7 0,7 0,7
(#0,4) 17 (x0,5) (x0,5)

AL.: sintomas ausentes/ leves, MG: sintomas moderados/graves. Teste de Shapiro- Wilke <0,05. Comparagao
entre grupos. Teste de wilcoxon.p<0,05**. Fonte: Elaborado pelo autor

Blautia ainda foi a bactéria com maior abundancia, encontrada nos dois grupos

estudados. Assim como nos resultados de abundancia relativa observado nas amostras de

gestantes, Bacteroides foi encontrado com maior abundancia no grupo MG e Faecalibacterium

foi encontrada em maior abundancia no grupo AL, apesar dos resultados
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ndo serem significativos. A familia Enterobacteriaceae aparece como uma diferenca
significativa entre os grupos. No entanto, ndo se pode afirmar qual ou quais géneros podem
estar associados ao aumento da abundéncia dessa familia em participantes do grupo MG,
possivelmente por um artefato da andlise de bioinformatica. Essa diferenca encontrada na
abundancia néo foi refletida na estrutura de comunidade analisada na beta diversidade, nem nos

indices de alfa diversidade, como observado na Figura 7.



Figura 6: Abundancia relativa da microbiota de puérperas (P1). Teste de Wilcoxon, p<0,05*
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Figura 7: Indices de alfa e beta diversidade dos grupos AL e MG. a) Indice de Chaol de riqueza estimada,
teste de Wilcoxon p=0,8. b) indice de diversidade de Shannon, teste de Wilcoxon, p=0,4.c) indice de
dominancia de Simpson, teste de Wilcoxon, p=0,2. d) indice de dissimilaridade de Bray curtis,
PERMANOVA, p=0,8,r2=0,05.e)PcoA de métrica ponderada,PERMANOVA, p=0,5,r2=0,04.f)PcoA de
métrica ndo ponderada.PERMANOVA, p=0,4,r2=0,06.
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N&o houve diferenca estatistica nas concentracées de AGCC entre 0s grupos, muito
embora se possa observar uma tendencia ao aumento de acetato no grupo MG. (Figura 8.)
Figura 8: Concetracdo de AGCC em puérperas (P1). a) Concentragdo de acetato em P1. Teste de Wilcoxon
com Bonferroni, p=0,09. b) Concentra¢éo de propionato em P1. Teste de Wilcoxon com Bonferroni, p=0,3.

c)Concentracédo de butirato em P1. Teste de Wilcoxon com Bonferroni, p=0.5.
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6.2.2. Puerpério -1° més (P2)
Apesar de nossos esfor¢os, a grande maioria das pacientes evadiu do estudo ap6s o
parto.

Com isso, tivemos uma grande reducao do numero de participantes do grupo AL, uma vez que
o0 hospital universitario encaminhou as pacientes sem vinculo com a universidade para Unidade
Basica de Saude, impossibilitando o retorno da paciente com a amostra. A descricdo da
microbiota das pacientes encontra-se na tabela 4. Abundancia relativa de filo e género

encontram-se na Figura 9.



Tabela 4. Composicdo da microbiota de pacientes apds 1 més do pds-parto (P2). Teste de Wilcoxon.
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Microbiota -1 més ap6és parto (P2)

Principais
Géneros

Blautia

Bacteroides
Roseburia
Faecalibacterium
Coprococcus
Ruminococcus
Bifidobacterium
Clostridium
Lachnospiraceae
g.Ruminococcus
f.Enterobacteriace
ae

Prevotella

Streptococcus

Grupo AL Grupo MG Total
(N=3) (N=14) (N=20)
min-  Média min-  Média min- Média

max (&) max (®) max (£
12,1- 20,5 0,4- 21,4 0,4-50,2 21,2
922 (418 363 (+124) (11)
0,6 - 4.4 0,07 - 4,6 0,07 - 4,6
11,3 (459) 15 (+4,7) 15 (+4,7)
3,8 - 106 0,09 - 5 0,09 - 6,1
21,8 (9,7) 221 (£6,5) 22,1 (£7,2)
58 - 8,6 0,1- 57 0,1- 57
14 (x46) 13 (+4,9) 14 (£4,9)
52 - 7,2 11- 9,4 8,9
10,3 (x2,6) 206 (#54) 1,1-206 (4,9
34— 57 0,4 - 5 52
10 (3,79 103 (#3) 04-103 (£3)
0,6 - 4,2 0,03 - 8,1 0,03 - 7,3
8,7 (£4) 28,3  (%10,7) 28,3 (£9,7)
0,5 - 2,3 0,06 - 34 0,06 - 3.2
52 (#2,4) 106 (*3,7) 10,6 (£3,4)
2,3 - 34 0,4 - 33 0,4 - 33
5 (£1,3) 6,6 (£2,5) 6,6 (£2,3)
0,03 0- 2,4 0- 1,9
0-08 (x0,04) 127 (£4,5) 12,7 (4,1)
0- 0,8 0- 0,4 0- 0,5
2,5 (£1,4) 2,5 (x0,7) 2,5 (£0,8)
0,05- 0,2 0,01 - 19 0,01 - 1,6
0,7 (#0,3) 196 (£5,5) 19,6 (£5)

0,6

0,1

0,1

0,5

08

0,7

0,7

0,7

0,08

0,8

0,5
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Oscillospira 0,1 0,8 0- 2,8 0- 2,4 0,3
14 (x0,6) 18,8 (£5,1) 18,8 (£4,6)
Dorea 1,2- 1,7 0,07 - 11 0,07 - 1,3 0,2
2 (0,4) 35 (1) 35 (£0,9)
Outros 22,5 - 28,7 39 - 254 3,9- 26 0,4
38 (+8,1) 484  (¥13,4) 484 (+12,4)
Acidos Graxos de Cadeia Curta
(g/9)
Acetato 28 -]16/4- 03 -|41 0,3 - 4,7 0,4
98 (£34) |92 (£3,3) 98 (£3,3)
Propionato 13 —-128 0,08 —| 14 0,08- 1,7 0,2
4,9 (£1,8) |29 (0,9 (49 (%1,2)
Butirato 0,6- 11 0,06- 0,6 0,06 — 0,7 0,2
15 (+1,5) 17 (05 17 (+0,5)
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tes em pacientes dos grupos AL e MG. Teste
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Podemos notar uma tendéncia ao aumento na abundancia relativa do filo Actinobacteria
e do género Bifidobacterium no grupo MG. Além disso, nota-se mais fortemente a presenca do
género Oscillospira e da familia Enterobacteriacea no grupo MG, enquanto o grupo AL
apresenta uma aparente maior diversidade. Novamente, ndo observamos diferencas estatisticas
entre os grupos. Os indices de diversidade alfa e beta ndo apresentaram nenhuma diferenca
estatistica uma vez que o numero de participantes do grupo AL nao foi suficiente para que
fossem feitas as elipses das métricas de beta diversidade. Outro parametro que ndo mostrou

diferenca significativa foi a concentragdo de AGCC. (Figura 10)

Figura 10: Concentragdo de AGCC. Teste de Wilcoxon., p>0,05

Concentracao de AGCC em Puérperas (P2)
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6.3 LACTENTES

Durante todo o estudo, ambos os grupos foram acompanhados, no entanto, o grupo MG
por ter um diagnostico clinico, foi mais frequente na sua ida ao hospital, dessa forma, tanto a
entrega de amostras como de troca de informacdes foi mais eficiente.

Ao final do estudo, foi analisado os dados clinicos de cada lactente das gestantes que
optaram por continuar no projeto (Tabela 5). No entanto, apenas os bebés das participantes do
grupo MG obtiveram um nimero de amostras suficiente o bastante para a realizacdo a descricéo
de sua microbiota intestinal (Figura 11). Como o grupo MG tinha a variavel de tratamento, foi

feito um teste de anova de medidas repetidas para rastrear a variagdo da
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pontuacdo na escala de Edimburgo (Figura 12) ao longo do tratamento assim como a analise

de comparacdo da microbiota durante esse periodo (Figuras 13,14 e 15).

Tabela 5. Dados clinicos dos recém-nascidos do grupo AL e do grupo MG.

Dados Clinii os - Recém-nascidos (R1)

Variaveis Grupo AL Grupo MG Total p
categoricas (N=4) N=9 (N=13)
N % N % N %
Forma de parto
Ceséria 1 25 8 88,9 9 69,2 0,02*
Vaginal 3 75 1 11,1 4 30,8
Amamentacao
Formula 0 0 2 22,2 2 15,4 0,3
Leite materno 4 100 7 77,8 11 84,6
Idade Gestacional
Pré-termo 0 0 3 33,3 3 23,1 0,1
Termo 4 100 6 66,7 10 76,9

Peso ao nascer

Variaveis Grupo AL Grupo MG Total p
guantitativas (N=4) N=9 N=(13)
min- Média min- Média min- Média
max (dp) max (dp) max (dp)
Peso
2.910- 3.292kg  2.050-  2.895kg 2.050-  3017kg 0,2
3.700kg (+331g) 3.730kg (%5829) 3.730kg  (£538g)

AL: sintomas ausentes/ leves, MG: sintomas moderados/graves. R1: recém -nascido. R2: bebé com 1 més de
vida. Teste de Shapiro- Wilke <0,05. Comparacéo entre grupos. Teste de Wilcoxon, p<0,05*. Fonte: Elaborado
pelo autor



55

Apesar do menor numero de lactentes em comparagdo com o de participantes recrutadas
no inicio do estudo, podemos observar que o grupo MG teve uma maior quantidade de partos
cesareos do que o grupo AL sendo possivel uma associagdo entre sintomas depressivos e a
forma de parto (p<0,05).

Em relacdo a composicdo da microbiota dos lactentes das participantes do grupo MG, a
sucessdo bacteriana fica evidente ja na anélise de abundancia relativa de filos. A reducéo do filo
Proteobacteria e 0 aumento de Actinobacteria presentes nos lactentes com 1 més de vida (R2)
é visivel e o filo Actinobacteria diferenca significativa entre os grupos (p<0,001***). A
sobreposicao de géneros especialmente de bactérias anaerdbias facultativas como Enterococcus
para bactérias anaerdbias estritas como Bifidobacterium, além da mudanca na abundéancia de
alguns géneros como a Veillonela, Clostridium, Lactobacillus, Ruminococcus, Blautia e
Streptococcus que apresentaram diferenca em suas abundancias de forma significativa e podem
ser observadas na Figura 11.

Corroborando com os dados de abundéncia relativa, os indices de alfa e beta diversidade

também mostraram a diferenca na riqueza e diversidade da microbiota (Figura 12).
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Figura 11: Composicdo da microbiota de recém-nascidos e lactentes das participantes do

grupo MG em filo e géneros. Wilcoxon,p<0,05*,p<0.01**, p<0,001***
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Figura 12: indices de alfa e beta diversidade dos grupos AL e MG. a) Indice de Chao1 de riqueza estimada,
teste de Wilcoxon p=0,5. b) Indice de diversidade de Shannon, teste de Wilcoxon, p<0,05*.c) indice de
dominancia de Simpson, teste de Wilcoxon, p=0.056. d) indice de dissimilaridade de Bray curtis,
PERMANOVA, p<0,01**,r2=0,26. €)PcoA de métrica ponderada, PERMANOVA, p<0,05*,r2=0,16.f)PcoA de
métrica ndo ponderada.PERMANOVA, p=0,1,r2=0,06
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6.4 ACOMPANHAMENTO DO GRUPO MG

Como o grupo MG se manteve quase que constante em namero de participantes, foram
realizadas andlises para fins de acompanhamento e descricdo da microbiota das pacientes deste
grupo em relacdo aos periodos de gestacdo e puerpério e, consequentemente ao tempo de
tratamento psiquiétrico.

Primeiramente é possivel constatar que todas as pacientes do grupo apresentavam
sintomas depressivos moderados ou graves o suficiente para que fossem acompanhadas pela
equipe psiquidtrica do IPg-HC. Os sintomas depressivos dessas pacientes foram registrados em
forma de pontuacdo pela escala de Edimburgo assim que a paciente passava pela primeira
consulta psiquiéatrica, o qual foi denominada de Edimburgo base (EB). Durante essa primeira
consulta, as pacientes eram acolhidas, esclarecidas quanto a sua condi¢cdo mental e fisica e
orientadas quanto ao uso das medicacOes receitadas. O retorno da paciente para uma nova
consulta acontecia cerca de 1 més apds a primeira consulta e novamente as pacientes respondia
ao questionario de Edimburgo para verificacdo da presenca de sintomas depressivos e sua
intensidade. A variacdo dos sintomas depressivos durante a progressdo do tratamento e periodos

da gestacdo e puerpério podem ser visualizados na Figura 13.

Figura 13: Variacdo de sintomas depressivos no Grupo MG. EB = pontua¢gdo no momento da triagem,
G= ap0s entrega da amostra na gestacdo, P1=apds entrega da amostra do p6s-parto imediato, P2= ap06s
entrega da amostra de 1 més pds-parto. Anova de medidas repetidas com post hoc Bonferroni. <0,01***
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Os sintomas depressivos das pacientes do grupo MG diminuiram em sua intensidade de
forma significativa quando comparados com o inicio do tratamento. No entanto, ndo houve
mudanca estatistica durante os periodos tratados, apesar de que se pode visualizar uma queda
progressiva na quantidade e intensidade desses sintomas de acordo com o tempo de tratamento.

Em relagdo a composicéo da microbiota das pacientes do grupo MG, quando comparado
com os periodos gestacional e puerpério e, consequentemente, com o tempo de tratamento,
observamos uma modulagéo da microbiota entre os periodos com uma aparente diminuicao dos
filos Bacteroidetes e Proteobacteria em detrimento do aumento progressivo de Actinobacteria e
Firmicutes (Figura 14).
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Figura 14: Abundancia relativa de filos e géneros em amostras de pacientes do grupo MG ao longo

do tratamento e dos periodos de gestacéo e pos-parto. Teste de Wilcoxon p>0,05.
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Além disso, a visivel diminuicdo dos géneros Bacteroides e Prevotella parece confirmar
que a modulacédo esta ocorrendo de acordo com a ja vista na abundancia relativa de filos. A
diminuicao da familia Enterobacteriaceae também é um marco importante durante a progressao
do tratamento. Apesar de ndo apresentar nenhuma diferenca significativa durante os periodos
de gestacdo e puerpério tanto na abundancia relativa quanto nos indices de diversidade alfa e
beta, nota-se que o gradual aumento do filo Actinobacteria (p=0,07) e mais especificamente do
seu membro, o género Bifidobacterium (p=0,06) durante o mesmo periodo no grupo MG (Figura
15).

Figura 15: Variacdo do filo Actinobacteria e do genéro Bifidobacterium em pacientes do grupo MG ao
longo do tempo. Teste de anova, p=0.07 e p=0.06.
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Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica nos indies de alfa e beta diversidade entre
os periodos (Figura 16), a diversidade também pode ser notada com um ligeiro, porém
progressivo aumento no decorrer dos periodos e se apresentar em forma de diferentes clusters
em especial no indice de Shannon no qual o periodo P2 apresenta uma mediana ja superior a
dos outros periodos, e na analise de Unifrac ponderada no qual os clusters formados parecem

diferir em abundancia apesar de compartilharem as mesmas espécies.
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Figura 16: . Indices de alfa e beta diversidade do grupo MG.ao longo dos periodos a) Indice de Chaol
de riqueza estimada, teste de Wilcoxon p=0,9. b) indice de diversidade de Shannon, teste de Wilcoxon,
p=0,9.c) indice de dominancia de Simpson, teste de Wilcoxon, p=0,9. d) indice de dissimilaridade de
Bray curtis, PERMANOVA, p=0,9,r2=0,33. e)PcoA de métrica ponderada,PERMANOVA,
p=0,2,r2=0,06.f)PcoA de métrica ndo ponderada.PERMANOVA, p=0,5,r2=0,02.
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N&o houve mudanca significativa na concentracdo de AGCC durante os periodos em
que o grupo MG foi acompanhado, no entanto, conseguimos visualizar uma maior variagao na
concentracdo de acetato, além disso, a mediana no periodo P2 consegue ser superior ao do

periodo G porém inferior ao grupo P1 (Figura 15).

Figura 17: Concentracdo de AGCC rm diferentes periodos da gestacéo e do puerpério.
Teste anova com post hoc Tukey p>0,05.

Concentracgdo de AGCC durante os diferentes periodos de
gestacdo e puerpério no grupo MG

. AGCC

E Acetato
‘ Butirato

E Propionato

Concentragéo

Grupo

Apesar dos resultados ndo demostrarem diferencas significativas, foi possivel verificar
que a microbiota tem variagdes entre esses periodos e acabam, consequentemente, refletindo na
concentracdo de seus metabdlitos como 0os AGCC. Nesse estudo, foi possivel acompanhar a
modulacdo da microbiota em pacientes gestantes com diagndstico clinico de Depressdo e em
tratamento com antidepressivos e descrevé-las de acordo com a abundancia relativa dos
principais géneros que a compdem. O acompanhamento frequente com a equipe de psiquiatria
e aadesdo aos protocolos do estudo por parte das pacientes, possibilitou a construgéo de graficos
individuais contendo as abundancias relativas dos géneros presentes nas amostras das pacientes
do grupo MG, coletadas durante os periodos da gestagdo e do puerpério, e as presentes nas

amostras dos seus lactentes. Além disso, cada amostra coletada era
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acompanhada do preenchimento do questionario de Edimburgo para verificacdo da existéncia
e da intensidade de sintomas depressivos. I1sso possibilitou a visualizacdo da variacdo desses
sintomas acompanhados da variacdo da microbiota durante os periodos (Figural8).

Mesmo sem diferengas significativas, pode-se visualizar um aumento progressivo do
género Bifidobacterium em muitas pacientes ao longo dos periodos, esse aumento
frequentemente aparece associado a queda na pontuacdo da escala de Edimburgo demonstrando
uma diminuicéo de sintomas depressivos. Outro fator que pode ser visualizado € a correlacao
entre Bifidobacterium e a familia Enterobacteriaceae. No qual podemos ver uma correlagdo
inversa, especialmente durante o periodo P2. Além disso, 0 género Clostridium também
demonstra uma correlagdo inversa com a pontuacao de Edimburgo, uma vez que sua abundancia
parece aumentar a medida que ha uma diminuicdo de sintomas depressivos. Essa correlacdo
com o0s sintomas também pode ser observada com o género Dorea que parece aumentar a
medida que a pontuacgdo na escala, diminui.

Independentemente do resultado do Edimburgo, as variac6es da escala demonstram que
as pacientes acabam vivenciando o tratamento de forma individual, algumas respondendo ao
tratamento de forma mais rapida e eficaz enquanto outras respondiam de forma mais lenta e até
mesmo necessitando do acréscimo de medicacdo complementar essa sendo, geralmente da
classes dos antipsicoticos, muitas vezes a fim de melhorar a qualidade do sono das pacientes
que tinham a insénia como um sintoma frequente. Isso também pode ser levado em
consideracdo quando observamos as varia¢des da microbiota, uma vez que observamos que a
medida que a escala se mantém continua, em alguns pacientes, podemos observar que a
microbiota também parece se manter constante, havendo apenas algumas flutuacGes na
abundancia relativa dos géneros (Figura 18, letras a, b, g, j). O contrario também parece ocorrer,
uma vez que quando a mudanga na escala acontecia de forma quase que abrupta, as variagoes
na abundancia também se tornavam mais aparentes. 1sso pode ser observado na Figura 18 em
especial nas letras f, h, I, m, n.

Nesse estudo, apenas as pacientes dos graficos k, I, n ndo tiveram parto cesareo, € a
forma de parto esta refletida na microbiota dos lactentes das pacientes com o aumento da
abundancia de Staphylococcus e Streptococcus. Embora a maioria dos partos do grupo MG
tenham sido cirdrgicos, a amamentacao no primeiro més foi exclusiva de leite materno para a
maioria dos bebés. Apenas o0s lactentes dos graficos f, i , j fizeram uso exclusivo de férmula
infantil.

Mesmo sem apresentar significancia estatistica, podemos observar que 0s sintomas
depressivos demonstrados pela escala de Edimburgo, parecem sofrer variacdes que podem ser

refletidas na microbiota das pacientes do grupo MG



Figura 18: De a- n) Abundéncia relativa dos géneros encontrados em cada paciente do grupo MG com mais de trés
amostras, onde G indica a amostra coletada no terceiro trimestre gestacional, P1 no periodo de 12 3 dias apds o parto,
P2 o periodo de 1 més pés-parto, R1 é amostra de mecénio e R2 amostra de 1 més de vida do lactente. A linha preta
indica a variacdo de sintomas segundo o Edimburgo aplicado em cada periodoparto, P2 o periodo de 1 més p6s-
parto, R
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7. DISCUSSAO

A depressdo durante a gestacdo e 0 pds-parto esta presente em ao menos 20% da
populacdo mundial. Os riscos da falta de diagnostico e tratamento podem gerar efeitos
indesejaveis tanto no desenvolvimento do feto quanto nos desfechos obstétricos como partos
prematuros e baixo peso. Além disso, em casos extremos, a depressdo pode induzir tanto ao
suicidio materno quanto ao infanticidio. Portanto, o rastreio, acompanhamento e tratamento
adequado tornam -se fundamentais no cuidado a saude da mulher nessa fase de extrema
vulnerabilidade e transformagio (BERNABE et al., 2019; EDWARDS et al., 2017; FANG et
al., 2023).

Dessa forma, durante este estudo, foram recrutadas gestantes do terceiro trimestre que
faziam acompanhamento de pré-natal nos ambulatérios de obstetricia do Hospital das Clinicas-
FMUSP e no Hospital Universitario- USP. Para triagem de pacientes, foi utilizada a escala de
Edimburgo que possui uma escala de pontuacdo que vai de 0 a 30 pontos. Essa escala possuli
um ponto de corte que pode variar dependendo da localidade. Neste estudo, foi aplicado o ponto
de corte de valor > 10 pontos, uma vez que esse € 0 ponto de corte mais recomendado e adotado
em estudos brasileiros (EDIPOGLU; ASLAN, 2021;SANTOS et al. 2007). Portanto,
participantes que obtiveram a pontuacdo igual ou acima de 10 pontos na escala foram
designadas para o grupo de sintomas moderados ou graves (MG) e as demais para o grupo de
sintomas ausentes ou leves (AL).

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento de uma depressdo durante a gestacao
e puerpério encontram-se: maes solteiras, apresentacao de pouco suporte social, multiparidade,
baixa escolaridade, baixa renda ou desemprego, evento traumatico nos Gltimos 12 meses,
histdrico psiquiatrico, e conflitos conjugais. Todas as nossas participantes do grupo MG se
encaixavam em pelo menos trés dos riscos acima citados (CAMACHO et al.,, 2006;
KOSHCHAVTSEV; MUL’'TANOVSKAYA; LORER, 2008; MAGALHAES et al., 2021;
TAKAHASHI; TAMAKOSHI, 2014).

Os resultados observacionais a partir do preenchimento de questionarios de dados
sociodemograficos, obstétricos e psiquiatricos, apontam para um perfil de pacientes que
corrobora com o encontrado na literatura (MAGALHAES et al., 2021). Segundo Alves et al.
(2017) ha uma tendéncia observada na sociedade de que as gestacOes estdo acontecendo mais
tardiamente na vida da mulher uma vez que a mesma busca por uma educacdo mais

especializada e, portanto, posicGes profissionais melhores, esses fatores acabam por adiar a
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gestacéo e isso corrobora com a média de idade de cerca de 30 -35 anos em ambos 0s grupos
estudados.

Bennet et al. (2004) apontam que existe uma prevaléncia de depressdo na gravidez que
varia de acordo com o trimestre de gestagdo. Esse dado corrobora com o perfil de pacientes
encontrado e recrutado para o grupo MG, uma vez que a primeira consulta psiquiatrica ocorria
entre o final do segundo trimestre e inicio do terceiro. Um segundo dado relevante diz respeito
ao historico obstétrico das pacientes do grupo depressdo. De acordo com Magalhdes et al.
(2021) pacientes multigestas apresentam maior chance de desenvolver depressao uma vez que
quanto maior o nimero de filhos e mais avancada a idade reprodutiva da mulher, maior o risco
do distdrbio psiquiatrico. Esse dado condiz com os achados do estudo que apresentou
associacdo (p<0,001) entre multigestas e o grupo MG em comparagdo com 0 grupo AL.

Conforme dados da literatura, pacientes com antecedentes psiquiatricos, em especial
episodios depressivos prévios a gestacdo, apresentam cerca de 50% de chance de desenvolver
depressdo durante a gestacdo e o puerpério (HARTMANN; MENDOZA-SASSI; CESAR,
2017) . Corroborando com essa informacéo, a associacao entre histdrico psiquiatrico prévio foi
significativa (p<0,001) onde 72,2% das pacientes do grupo MG ja haviam apresentado ao
menos um episddio de depressdo anterior a gestacdo atual quando comparado com o grupo AL.

Tanto os dados sociodemograficos quanto os dados obstétricos e psiquiatricos,
demonstram um perfil de paciente que pode ser identificado durante o préprio pré-natal. O
Colégio Americano de Obstetricia e Ginecologia recomenda o rastreio de riscos para depressao
como um dos componentes obrigatérios do pré-natal. Para isso, desde 2015, o manual “Salde
mental materna: Depress&o e ansiedade no periodo perinatal” vem resumindo as recomendagdes
para a melhor identificacdo dessas mulheres e seus sintomas pelos de profissionais da saude.
Entre as varias recomendacdes, 0 uso de questionarios auto aplicados ¢ uma escolha de fécil
interpretacdo e acesso em diversas linguas. Apesar de ndo ser um instrumento diagndstico, o
questionario de Escalas de Edimburgo possui cerca de 70% de sensibilidade e mais de 90% de
especificidade e é capaz de ser usado tanto no periodo perinatal quanto no pos-parto, sendo um
dos mais utilizados tanto em pesquisas quanto na clinica (FIGUEIRA et al., 2009; DE
ANDRADE BOSKA; WISNIEWSKI; LENTSCK, 2016; KENDIG et al., 2017; ROJAS et al.,
2023; RUBERTSSON et al., 2011).
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A identificacdo precoce de sintomas depressivos logo no inicio da gestacdo pode
impactar significativamente o prognéstico da paciente no pos-parto, como evidenciado na
figura 11, no qual se observa a diminuicao dos sintomas depressivos a partir do diagnostico até
0 pos-parto. E importante ressaltar que, durante o acompanhamento das gestantes do grupo MG,
todas receberam atencdo psiquidtrica e obstétrica adequadas o que resultou na auséncia do
agravamento da doenca durante o pos-parto. Isso corrobora com os dados da literatura que
demonstram que, a depressdo no pds-parto é antecedida pela depressdo no perinatal e que o
agravamento no pds-parto pode levar a riscos tanto para a mie quanto para o bebé (BERNABE
etal., 2019; RUBERTSSON et al., 2011).

O tratamento escolhido para pacientes diagnosticadas com depressdo foram os
antidepressivos pertencentes a classe dos inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
(ISRS) devido aos poucos efeitos colaterais e baixa concentracdo encontrada no leite materno
(MILGROM et al., 2015). O medicamento de referéncia no ambulatério das gestantes no IPq é
a sertralina havendo mudanca para fluoxetina ou outros antidepressivos apenas se a paciente ja
tiver historico de uso com a medicacdo ou apresentar efeitos adversos. A relacdo entre 0s
antidepressivos e a composicao da microbiota ja estd comecgando a ser discutida, um exemplo
disso foi 0 achado de Gao et al. (2023) que demonstrou um aumento na abundécia relativa dos
géneros Bifidobacterium, Blatiua e Coprococcos apenas em pacientes responsivos ao
tratamento com ISRS. No entanto, é importante entender se essa relacdo se extende para as
demais classes de antidepressivos e de que forma acontece essa alteragdo na composi¢do uma
vez que a microbiota pode promover um ambiente para melhor absor¢cdo do medicamento,
influenciar no metabolismo e na biodisponibilidade das medica¢des (Xu et al., 2023).

A gestacdo e o poOs-parto sdo periodos caracterizados por uma série de mudancas na
mulher. Desde alteracbes anatdbmicas e fisiolégicas, como modificacdes hormonais,
metabdlicas, imunoldgicas e, até mesmo, mudangas psicolégicas e socioldgicas. A microbiota
ndo estd isenta dessas mudangas e possui alteraces que podem afetar o feto através da interface
materno-fetal e por meio de metabdlitos microbianos que possam ultrapassar a barreira
placentaria. Além disso, a microbiota intestinal também € conhecida por sua relagdo com o
sistema imunoldgico, responsavel por promover a protecdo do hospedeiro contra bactérias
patogénicas e a producdo de produtos inflamatdrios e anti-inflamatorios (ANTONSON, 2023;
GALLEY etal., 2023; KOREN et al., 2013; LONG et al., 2023; URBONAITE et al., 2022).

Durante o terceiro trimestre de gestacdo, hd um aumento na diversidade e uma reducéo
na riqueza dessa microbiota e um aumento na abundancia relativa dos filos Proteobacteria e
Actinobacteria (SMID et al., 2018; SPARVOLI et al., 2020; TADDEI et al., 2018). Apesar das
gestantes desse estudo apresentarem um aparente aumento dos filos Proteobacteria e
Actinobacteria, ndo conseguimos estabelecer uma diferenca estatistica entre os filos presentes

nos grupos AL e MG e nem nos indicies de diversidade entre os grupos. Esse fato pode ser
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explicado pelo numero reduzido de participantes em cada grupo, o que diminui a forca

estatistica dos dados, ou que, para esse grupo de gestantes aqui acompanhadas, as mudancas
da microbiota durante a gestacao sao independentemente do estado psiquiatrico da mulher.

O mesmo periodo € caracterizado por mudangas na via metabdlica do triptofano
alterando as proteinas responsaveis por suprimir a rejeicdo fetal. Essa mesma via, é utilizada
por componentes da microbiota como o género Bifidobacterium que se destacou no estudo por
seu aparente aumento da abundancia relativa no Grupo MG ao longo do tempo e tratamento
(Figura 13). Além disso, como observado na Tabela 2 e Figura 2, o grupo AL possui uma media
de abundancia relativa desse género maior quando comparado com o grupo MG o que indica
que pode existir uma tendéncia a correlacdo inversa entre 0s sintomas depressivos e a
concentragéo de Bifidobacterium nas participantes do estudo ainda que néo se possa estabelecer
significancia estatistica.

O aumento do género Bifidobacterium e, consequentemente do filo Actinobacteria, pode
ser visto na Figura 15. Nota-se uma tendéncia ao aumento da abundéncia do filo e do género no
decorrer do periodo de forma progressiva nas participantes do grupo MG. Huang et al. (2019)
também verificaram o aumento do filo Actinobacteria ap6s tratamento com cetamina em
animais submetidos a modelos de depressao e sugeriram que o filo possa ser um possivel
biomarcador de eficacia do tratamento antidepressivo. Apesar de ainda ndo se ter conhecimento
dos mecanismos por tras dessas hipéteses, se sabe que um dos géneros mais abundantes dentro
do filo Actinobacteria € o prdprio género Bifidobacterium que é conhecido pela producdo de
acetato, um dos acidos graxos de cadeia curta que também foram identificados como uns
metabolitos possivelmente aumentados na Figura 17 e que possui uma provavel correlacdo
inversa com a intensidade de sintomas depressivos (Figura 5). Sabe-se que algumas espécies
do género Bifidobacterium juntamente com o acetato estdo relacionados a sintese de 5-HT por
meio da modulacdo de células enterocromoafins, aumento dos niveis de BDNF, diminuicao dos
niveis de cortisol e influéncia no amadurecimento da microglia através de regulacdo génica
(ENGEVIK et al., 2021; TIAN et al., 2019; YE et al., 2021). Apesar disso, ndo encontramos
nenhuma correlagéo significativa entre as concentracdes de acetato e o género Bifidobacterium
em nosso estudo assim como ndo encontramos diferencas estatisticas quanto a concentracdo
outros AGCC entre os grupos AL e MG e ao longo do tempo de tratamento no grupo MG. O
que sugere que esse aparente aumento de Bifidobacterium (p=0.06) néo é refletido na producao
de AGCC e que o aparente aumento de AGCC na correlacdo com a diminuigdo de sintomas
depressivos possa estar envolvendo outros géneros e outras vias que possam compor 0 €ixo

cérebro-intestino.
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A conexao entre cérebro-intestino parece estar associada a quadros psiquiatricos como
Alzheimer, esquizofrenia e depressdio (MORAIS; SCHREIBER; MAZMANIAN, 2021,
ZHUANG et al., 2020). Da mesma forma, o periodo gestacional de pacientes diagnosticadas
com depressao pode estar relacionado a um desequilibrio desse eixo através de uma possivel
disbiose na microbiota intestinal (KAPOURCHALI; CRESCI, 2020). O desequilibrio entre
géneros comensais e patobiontes pode ser achada em gestantes acometidas com diabetes,
obesidade e depressdo (NIKOLOVA et al., 2021; TADDEI et al., 2018). Dentro desse aspecto,
podemos observar um aumento da familia Enterobacteriacea nas participantes do grupo MG,
sendo significativamente diferente em relacdo ao grupo AL no puerpério imediato (P1). O
achado é corroborado por estudos que também verificaram o0 aumento da familia
Enterobacteriacea em modelos animais de depressao e em pacientes com o diagnéstico (FANG
etal., 2023; HUANG et al., 2019; LIU et al., 2022).

A familia Enterobacteriaceae habita normalmente no intestino, no entanto, sua
proliferacdo aumenta em estados inflamatérios. Composta por bactérias gram-negativas e com
potencial disbiotico, essas bactérias podem se transloucar para os sistemas circulatério e
linfatico, promovendo um aumento da resposta imunoldgica e liberacdo de citocinas
inflamatdrias que podem atravessar a barreira hematoencefalica e gerar neuroinflamacao,
estado comum em pacientes com depressdo (JIANG et al., 2015; MENEZES-GARCIA et al.,
2020). Durante o periodo do estudo, foi possivel a observacdo da aparente diminuicdo da
abundancia dessa familia entre os periodos do pos-parto no grupo MG (figura 12).
Interessantemente, da mesma forma progressiva que pode ser observada o aumento do género
Bifidobacterium. Isso se da, muito provavelmente, por conta da producdo de acetato pelo
Bifidobacterium . Esse acido graxo de cadeia curta é essencial para a protecdo contra bactérias
patogénicas como Escherichia-Shigella, género pertencente a familia Enterobacteriaceae, que
se encontra significativamente aumentada no grupo MG no periodo P1 observado na Tabela 3
(BINDA et al., 2018; FUNG et al., 2019; TIAN et al., 2019). Toda essa interagcdo pode ser
observada nas Figuras 14 e 18.

Ja ao que corresponde aos indices de diversidade entre os grupos, a literatura nédo
apresenta um consenso quanto as alteragOes relacionadas a depresséo, no entanto, podemos
observar que em sua maioria, ndo ha grandes mudangas entre o grupo AL e MG. Liu et al.
(2022) observaram que mais da metade dos estudos envolvendo microbiota e depressdo ndo
possuiam diferenca significativa entre os grupos quanto a alfa diversidade o que corrobora com

os resultados observados nas Figuras 3 e 6.
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Apesar de ndo encontrarmos outras diferencas estatisticas entre 0s grupos e nem ao

longo do tempo, podemos acompanhar e observar as modulacbes na microbiota da mulher
diagnosticada com depressdo e tratada com antidepressivos entre os periodos perinatal e pos-
parto assim como os primeiros colonizadores da microbiota intestinal de seus lactentes no pos-
parto imediato e 1 més apos o parto (Figura 16). Sha et al.(2022) j& haviam utilizado a escala
de Edimburgo como medidor de sintomas depressivos em gestantes e puérperas, demonstrando
que citocinas inflamatorias e metabolitos do triptofano, encontrados em amostras de sangue,
podiam estar correlacionados com a predicdo desses sintomas e de sua intensidade. A presenca
de citocinas inflamatorias também pode ser encontrada em pacientes gestantes com uma
microbiota de perfil disbidtico no qual pode-se encontrar uma diminuicdo de Bifidobacterium e
Faecalibacterium e aumento de Escherichia, Enterobacteria, Bacteroides (KAPOURCHALI;
CRESCI, 2020; TADDEI et al., 2018; URBONAITE et al.,
2022), o que é visto nas pacientes do grupo MG neste estudo. A disbiose é conhecida por ser
responsavel por perturbacBes no sistema imunolégico uma vez que os metabolitos dessas
bactérias patobiontes podem estimular a resposta imunoldgica da lamina prdpria através da
passagem pela barreira intestinal que, em niveis de grande estresse e de diminuicdo producéao
de AGCC podem levar sua maior permeabilidade. Pacientes diagnosticadas com depressao
possuem um quadro de estresse caracterizado pelo aumento do nivel de cortisol na corrente
sanguinea e exibem uma diminuicdo de producdo de AGCC (Wu et al., 2020). Além disso, a
depressdo também é conhecida como um guadro neuroinflamat6rio com a apresentacdo de altas
concentracgdes de citocinas inflamatorias que podem estar presentes na circulacéo tanto materna
quanto fetal e sdo capazes de induzir mudancas epigenéticas no feto e provocar distirbios no
seu neurodesenvolvimento (KRATIMENOS; PENN, 2019). A presenca de bactérias capazes
de gerar respostas inflamatérias aparece relativamente aumentada nas pacientes do grupo MG
quando comparadas com as pacientes do grupo AL. Esse perfil acaba se modificando com o
decorrer do tratamento psiquiatrico dessas pacientes e a melhora de seus sintomas depressivos.
O aumento aparente do género Clostridium e a diminuicdo dos géneros Oscillospira e
Prevotella podem estar associados ao aumento de producdo de AGCC, que sdo naturalmente
antiinflamatdrios e a diminuicdo de citocinas inflamatorias. 1sso também corresponde com a
melhora dos sintomas depressivos visto nos graficos da Figura 18.

No geral, as pacientes do grupo MG apresentaram uma melhora significativa do quadro
depressivo no periodo do tratamento juntamente com uma aparente modulagdo da microbiota a

favor de géneros ja associados na literatura a melhora do quadro depressivo.
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A microbiota dos bebés acompanhados nesse estudo mostrou um aumento de
abundéancia de Bifidobacterium entre a amostra do terceiro dia de vida e a amostra de um més
de vida. Esse fato pode ser explicado pela amamentacdo do bebé durante o periodo com leite
materno. Bifidobacterium é o principal género da microbiota do bebé que metaboliza os
oligossacarideos do leite materno (ZIMMERMANN; CURTIS, 2020). O aumento da
abundancia deste género no bebé amamentado ja foi demonstrado anteriormente em coortes
brasileiras (CORTEZ et al., 2021), e 0s nossos dados sugerem que a doenca psiquiatrica materna
ndo interfere no aumento da abundancia deste género, favorecido pelo leite materno.
Observamos que houve uma significancia estatistica na forma de parto entre os grupos, no qual
as pacientes do grupo MG, em sua maioria, tiveram parto cesareo. Isso acabou refletindo na
composicdo microbiota de seus lactentes que obtiveram um predominio de bactérias como
Staphylococcus, Enterococcus e Streptococcus, j& relacionados anteriormente com o parto
ceséreo (STOKHOLM et al., 2016).

Das limitagcbes que ocorreram durante a elaboracdo do estudo podemos destacar o
ndmero participantes e, consequentemente, de amostras coletadas. Além de desisténcias e
exclusdes comuns de todo estudo cientifico, a pandemia de Sars-Cov2 acabou impossibilitou a
entrega de amostras além de prejudicar a triagem de participantes do grupo AL, uma vez que
ndo houve permissdo do Hospital Universitario para a continuacdo de pesquisas durante este
periodo. Além disso, a troca de acompanhamento no pré-natal, e a mudanca para a UBS ap6s o
parto, fizeram com que o grupo AL perdesse mais da metade de suas participantes. Além disso,
0 acompanhamento do ganho de peso da gestante e a mudanca de IMC foi perdido durante o
acompanhamento uma vez que a maioria das pacientes do estudo acabavam néo reveleando o
peso para a pesquisa e a grande quantidade de desisténcias e abandonos condizem com o que é
comum em trabalhos com gestantes e puérperas.

Apesar de todas as dificuldades, o estudo foi capaz de demonstrar a dificuldade de
diagnostico e tratamento da gestante com sintomas depressivos além de observar e descrever a
composicdo da microbiota dessas gestantes e de seus lactentes. N&o encontramos nenhum
estudo de caracterizacdo da microbiota que acompanhasse essa populagéo até o pos-parto sendo
este, portanto, o primeiro trabalho a fazé-lo.
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8. CONCLUSAO

e Os sintomas depressivos refletidos em sua intensidade na escala de Edimburgo,
sofrem variagdes ao longo do tratamento das pacientes do grupo MG, e essas variagdes parecem
ser refletidas na microbiota dessas pacientes.

e Pacientes dos grupos MG apresentaram um aumento significativo da abundancia
relativa maior da familia Enterobacteriacea nas amostras do perinatal, sugerindo que pode haver
uma ligacdo entre a microbiota e a depressao reforgando a teoria de que pacientes com esse
diagnostico tendem a ter disbiose.

e A presenca de bactérias capazes de gerar respostas inflamatdrias como as presentes
na familia Enterobacteriaceae aparece relativamente aumentada nas pacientes do grupo MG
quando comparadas com as pacientes do grupo AL. Esse perfil acaba se modificando com o
decorrer do tratamento psiquiatrico dessas pacientes e a melhora de seus sintomas depressivos
pode ser relacionada com alteracdes da microbiota das pacientes do grupo MG ao longo do
estudo.

e A concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta parece se correlacionar de maneira
inversa com a intensidade de sintomas depressivos, apesar de ndo possuir significancia
estatistica, nota-se a tendéncia de diminuicdo de acetato, propionato e butirato em participantes
do grupo MG.

e A microbiota dos lactantes refletiu os efeitos da amamentacdo no primeiro més de
vida, mostrando que esse efeito € independente da doenca psiquiatrica da mae.

e Houve uma diminuicdo significativa de sintomas depressivos desde sua primeira
consulta até a consulta do periodo P2, evidenciando a importancia da inclusdo do Edimburgo

no Pré Natal.
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Apéndice | — Aprovacdo do Comité de ética

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacdo da microbiota do leite e evolucdo da microbiota fecal de
mulheres diagnosticadas com depressdo durante os periodos pré-natal e
puerpérios e de seus lactentes

Pesquisador: Carla Taddei de Castro
Neves Area Tematica:

Versao: 1
CAAE: 22725119.1.3003.0076

Instituicdo Proponente:Hospital Universitario da Universidade de S&o Paulo

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.499.533

Apresentacao do Projeto:

Entre as justificativas apresentadas pelas pesquisadoras estdo as seguintes: 1° A depressao e a
depressdo pos-parto (DPP) sdo as complicagfes mais comuns e a0 mesmo tempo mais sub
diagnosticadas que ocorrem durante o periodo perinatal e puerpério respectivamente. 2°
Recentemente, foi observado que a microbiota intestinal esta ligada a doencas psiquiatricas
como a depressdo, possivelmente pela comunicacgédo entre a microbiota e o eixo cérebro -
intestino. O presente trabalho tem como objetivo caracterizar a microbiota fecal e do leite de
pacientes diagnosticadas com depressdo em diferentes graus nos periodos perinatal e
puerpério e analisar a evolugdo da microbiota fecal dos bebés através do consumo de leite
materno.

Apresenta critérios de exclusédo muito claros: - Pacientes com idade inferior a 18 anos e
superior a 45 anos, -Pacientes com certas doencas que ja foram relacionadas com alteracéo da
microbiota intestinal, a saber: Diabetes Mellitus, infec¢Ges agudas ou cronicas. - Interrup¢ao
do aleitamento materno, - Pacientes com parto prematuro (< 37 semanas), - Diagndstico de
malformagcéo fetal grave. Também ndo serdo incluidos nesse estudo, um grupo de bebés
submetidos ao uso restrito de formulas infantis.

Objetivo da Pesquisa:

O presente estudo tem como objetivo geral caracterizar a microbiota fecal e o leite materno
tanto
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de gravidas e puérperas diagnosticadas com depresséo, assim como a caracterizacdo e
evolucdo da microbiota fecal do bebé nos primeiros meses de vida e comparagdo com
pacientes sem o diagndstico. De maneira mais especifica elencamos:- Avaliar a composi¢édo
da microbiota fecal das gravidas e puérperas diagnosticadas com depresséo, por
sequenciamento do gene 16S rRNA. - Avaliar o estabelecimento da microbiota fecal durante
0s primeiros meses de vida, em bebés de mées diagnosticadas com depressao pos -parto, por
sequenciamento do gene 16S rRNA. - Caracterizar a composi¢éo da microbiota do leite de
mées diagnosticadas com depressdo pos-parto.

- Quantificar e comparar os acidos graxos de cadeia curta e produtos intermediarios (butirato,
propionato e lactato) nas amostras fecais. - Comparar os resultados frente aos diferentes
grupos incluidos no trabalho. Pretende-se um N de 160 participantes, a saber:- 40 pacientes
diagnosticadas com depressdo. - 40 pacientes diagnosticadas sem depressdo. - 40 bebés de
pacientes diagnosticadas com depressdo. - 40 bebés de pacientes pacientes diagnosticadas sem
depresséo.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos de participacdo sdo muito baixos, e ndo se espera um beneficio especifico para as
participantes, mas acredita-se que o conhecimento gerado auxiliara na conducao futura de
pacientes.

Comentarios e Consideraces sobre a Pesquisa:

Equipe envolvida: -Pesquisador Executante: Amanda Sodré Mota

(Doutoranda) Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Carla Taddei de Castro

Neves (Orientadora) Pesquisadores Colaboradores:

Marco Aurélio Knippel Galletta (Departamento de Obstetricia e Ginecologia da FMUSP)
Hermano Tavares

(Departamento de Psiquiatria da FMUSP) Vera Lcia Carvalho Tess (Instituto de Psiquiatria
do Hospital das Clinicas da FMUSP)
Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

As pacientes receberdo informag6es detalhadas por escrito quanto & natureza, objetivos,
procedimentos, riscos e relevancia do estudo e, se de acordo, assinardo um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).O mesmo esta em conformidade com as normas
em vigéncia.

Recomendagdes:
Né&o existem recomendag0es para o projeto em tela.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Né&o foram encontradas nem pendéncias ou inadequac6es neste projeto.

Considerac6es Finais a critério do CEP:

O projeto foi apresentado e aprovado na reunido de hoje.Lembramos que cabe ao pesquisador
elaborar e apresentar a este Comité, relatdrios parciais e final, de acordo com a Resolugéo n°
466/2012 do Conselho Nacional de Saude, inciso XI1.2, letra “d”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem | Autor | Situagdo
Documento
Outros CadastroHU_Pesq_CaracterizacaoMicro | 09/12/2020 Wilma Aceito
biota.pdf 11:41:21 | Monteiro
Frésca
Outros AnuenciaSLC.pdf 17/11/2020( Carla Aceito
19:08:09 | Taddei
de
Castro
Neves
TCLE/ TCLEHU.pdf 17/11/2020| Carla Aceito
Termos de 19:07:16 | Taddei
Assentimento de
/ Castro
Justificativa Neves
de
Auséncia
Projeto Projeto.pdf 16/01/2020| Carla Aceito
Detalhado / 19:04:31 | Taddei
Brochura de
Investigador Castro
Neves
TCLE/ TCLE.pdf 16/01/2020( Carla Aceito
Termos de 19:04:13 | Taddei
Assentimento de
/ Castro
Justificativa Neves
de
Auséncia
Outros CartaCEPFCFAmanda.pdf 16/01/2020| Carla Aceito
10:56:54 | Taddei
de
Castro
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Neves

Outros

Escala_de_Edimburgo.docx

03/10/2019
13:07:00

Carla
Taddei
de
Castro
Neves

Aceito

Outros

QFCA.docx

03/10/2019
13:06:16

Carla
Taddei
de
Castro
Neves

Aceito

Outros

Equipe.doc

03/10/2019
13:05:43

Carla
Taddei
de
Castro
Neves

Aceito

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

SAO PAULDO, 15 de Janeiro de 2021

Assinado por:
Mauricio Seckler

(Coordenador(a))
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Apéndice 11- Termo de Consentimento livre e Esclarecido- HCFMUSP

PROJETO: “Caracterizacdo da microbiota do leite e evolucdo da microbiota fecal
de mulheres diagnosticadas com depressdo durante os periodos perinatal e
puerpério e de seus lactentes”

1. Informac0es do Participante da Pesquisa
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Nome:

Documento de Identidade (tipo): NO.: Sexo: ()M ()F
Local de Nascimento: Data de Nascimento: / /
Endereco: Ne°..
Complementos: Bairro:

Cidade: Estado:

CEP: Telefones:

2. Informacdes do Responsavel Legal

Nome:

Documento de Identidade (tipo): NO.: Sexo: ()M ()F
Local de Nascimento: Data de Nascimento: / /
Endereco: Ne°.:
Complementos: Bairro:

Cidade: Estado:

CEP: Telefones:

3. Titulo do Projeto de Pesquisa

“Caracterizagdo da microbiota do leite e evolugédo da microbiota fecal de mulheres
diagnosticadas com depressdo durante os periodos perinatal e puerpério e de seus
lactentes”

4. Duracdo da Pesquisa

104 anos

5. Nome do Pesquisador Responsavel

Carla Taddei de Castro Neves
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\ Cargo/ Fungdo: Pesquisadora \ NC de registro do Conselho Regional:

6. Instituicio/Instituicdes

Universidade de S&o Paulo — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de S&o Paulo — Instituto de Psiquiatria

A senhora esté sendo convidada para fazer parte do projeto de pesquisa intitulado
“Caracterizagao da microbiota do leite ¢ evolu¢ao da microbiota fecal de mulheres
diagnosticadas com depressdo durante os periodos perinatal e puerpério e de seus lactentes”
cuja principal investigadora é a Dra. Carla Taddei da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da USP. Esse projeto tem como colaboradores os médicos Dr Hermano Tavares, Dra Vera
Tess e 0 Dr Marco Aurélio Knippel Galleta atuantes no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP, onde ocorrerdo as coletas de amostras.

O objetivo deste estudo é analisar a composi¢cdo da microbiota, isto €, a composi¢do
de bactérias nas fezes e no leite de pacientes diagnosticadas com depressdo, nos periodos da
gravidez e no pds-parto e analisar a evolucdo da composicao destas bactérias nas fezes dos
bebés através do consumo de leite materno. A depressdo é uma doenca debilitante que pode
aparecer tanto no periodo gestacional quanto no periodo p6s-parto e as consequéncias dessa
complicacdo podem afetar ndo sé a mae como também seu bebé. O estudo da microbiota de
pacientes nesta condi¢do podera auxiliar na investigacdo do papel da destas bactérias na
depressdo. Caso concorde, vocé precisara coletar amostras de fezes e trazer na consulta ja
agendada. A primeira coleta a acontecer logo ap6s a primeira consulta e a segunda na ultima
consulta antes do parto. VVocé recebera todas as instru¢des de como e quando coletar as fezes,
além de como proceder para trazer as fezes até o ambulatério. Na consulta do pés-parto,
pediremos para coletar fezes do seu bebé diretamente das fraldas, sem a necessidade de
incomodar seu bebé. Pediremos também uma pequena quantidade de leite a ser tirada pela
senhora no momento da consulta e que vocé colete fezes suas e traga na proxima consulta
agendada. As fezes, tanto suas quanto do seu bebg, e o leite a serem coletados serdo
espontaneos no momento entre o primeiro e o terceiro dia apds o parto, e em alguma consulta
a acontecer no prazo de 4 meses apds o parto. A cada entrega de amostra, faremos um
questionario sobre sua alimentacéo e, em conjunto com a equipe de psiquiatria, faremos um

questionario a fim de sabermos como a senhora estd emocionalmente.
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Ap0s assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé sera convidada
a responder um questionario sécio demografico. Nao ha beneficio direto ao participante. Os
riscos de sua participacdo no projeto serdo minimos, apenas relacionados aos incémodos da
coleta de fezes. Trata-se de um estudo exploratorio testando a hipotese de que mudancas na
microbiota da paciente com depressdo podem influenciar na colonizagéo inicial da
microbiota intestinal do bebé, além de influenciar no comportamento do individuo. Somente
no final do estudo poderemos concluir se existe ou ndo alguma alteracdo que pode ser
relacionada a depressdo. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Os médicos Dra Vera
Tess e Dr Marco Aurélio Knippel Galleta serdo os responsaveis pelo acompanhamento do
recrutamento de pacientes, apresentacdo e esclarecimentos a respeito do presente termo,
coleta de amostras e armazenamento até que as amostras sejam levadas ao laboratério da
Dra. Carla Taddei. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento,
assim deixando de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na instituicdo. A pesquisa terd duracdo de quatro anos, periodo que poderao

ocorrer o recrutamento de pacientes.

Apenas serdo utilizados dados referentes a medicacdo prescrita e condicdes clinicas
psiquidtricas relevantes a pesquisa e obtidas através de consultas ao seu prontuario. As
informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a sua identificacdo, dados pessoais ou dados do seu acompanhamento no
ambulatorio. A qualquer momento, vocé podera se atualizar sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores. Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participacao. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da
pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo, o participante tera direito a assisténcia imediata bem como
assisténcia integral no que se refere as complicagdes e danos recorrentes da pesquisa. O
participante da pesquisa que vier a sofrer qualquer dano resultante de sua participacdo na
pesquisa tem direito a uma indenizacgéo, por parte do pesquisador, do patrocinador e das
instituicdes envolvidas. O pesquisador utilizara os dados e o material coletado somente para

esta pesquisa.
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Este termo esta sendo disponibilizado em duas vias originais; uma ficara com o

participante da pesquisa e a outra com o pesquisador. Todas as folhas deverdo ser rubricadas

(assinadas) pelo pesquisador e pela participante no momento da aplicacdo do termo de

consentimento.

9. Consentimento Pos-Esclarecido

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Caracterizacdo da microbiota do leite e
evolucdo da microbiota fecal de mulheres diagnosticadas com depressao durante os periodos
perinatal e puerpério e de seus lactentes”. Ficaram claros para mim quais so os propdsitos
do estudo, os procedimentos a serem realizados e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar disponivel quando
necessario. Concordo em fornecer meus dados para que a aluna delegada entre em contato
comigo a fim de garantir o transporte das amostras. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste servigo.

Li ou leram por mim, e entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha

participacdo na pesquisa e concordo em participar.

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sé&o Paulo, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa Assinatura do Pesquisador Responsavel ou do
Responsavel Legal

Prof® Dr2 Carla Taddei de Castro Neves - Laboratorio Clinico de Biologia Molecular
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Endereco: Avenida Professor Lineu Prestes, 2565, Butanta, SP
Hospital Universitario da USP
CEP: 05508-000 — Telefone: 3091-9509

Para qualquer questdo, davida, esclarecimento ou reclamacao sobre aspectos éticos relativos
a este protocolo de pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo: Av. Prof. Lineu
Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantd, Sdo Paulo, CEP 05508-000, Telefones 3091-3622 e 3091-
3677, e-mail: cepfcf@usp.br.
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Apéndice Il — Questionario sdcio-demografico

Projeto: Caracterizacdo da microbiota do leite e evolugdo da microbiota fecal de mulheres

diagnosticadas com depressdo durante os periodos pré-natal e puerpérios e de seus lactentes

10. FICHA DE DADOS CLINICOS E SOCIO-DEMOGRAFICOS

Nome:

Endereco:

CEP: Natural:

Telefone: Celular:

Data de nascimento I 1 (Idade: ) N° do prontuario:__
Peso atual: IMC:

Estado civil: () casada ( ) unido consensual ( ) solteira ( ) Outras:
Escolaridade:

() sem instrucéo () ensino fundamental incompleto
() ensino fundamental completo () ensino médio incompleto
() ensino médio completo ( ) ensino superior incompleto

() ensino superior completo ( ) pos-graduacdo  Antecedentes
Pessoais:

Tabagismo () Nao ( ) Sim

Frequéncia durante a gestacdo:

Etilismo ( ) Nao ( ) Sim

Frequéncia durante a gestacao:

Antecedentes Clinicos:

( ) Diabetes tipo | () Diabetes tipo Il
() Hipertensdo ( ) Doenca cardiaca
() Doenga renal crénica ( ) Doenca hepatica cronica

() Hipertireoidismo ( ) Asma
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( ) Anemia grave ou outra hemoglobinopatia () Convuls6es / Epilepsia ( )

Acidente Vascular Cerebral

11. FICHA DE DADOS CLINICOS E SOCIO-DEMOGRAFICOS

Projeto: Caracterizacdo da microbiota do leite e evolucdo da microbiota fecal de mulheres

diagnosticadas com depressao durante os periodos pré-natal e puerpérios e de seus lactentes

() Doenca auto-imune (exemplo: Lupus, artrite reumatdide, febre reumatica)

( ) Doenca psiquiatrica. Se sim, qual?

( ) Outros:

Faz uso de medicacdo? () Nao () Sim - Se sim, quais?

Internacdes clinicas: () Ndo () Sim - Motivo:

Transfusdo sanguinea: ( ) N&o ( ) Sim - Motivo:

Antecedentes obstétricos (doenca durante a gestacao):

() Diabetes gestacional

( ) Infecgdes agudas ou crénicas (especificar)

() Hipertensdo gestacional (se sim, em qual periodo gestacional)

( ) Doenca psiquiatrica. (se sim, qual? Indique a duracéo do tratamento e medicamentos
utilizados)

NUmero de gestacdes anteriores: NUmero de

abortos anteriores:

Resultado perinatal:

Nome:

N° do prontuario:

Data do parto: / / Idade gestacional: semanas

Tipo: ( ) Normal () Forcipe ( ) Cesariana Indicacgéo:

Tipo de gestacdo: ( ) Unica ( ) Gemelar
Sexodo RN:  Masculino () Feminino () Indefinido ()

Peso ao nascer:
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Apresentou malformacédo congénita: Ndo ( ) Sim ()

Uso de medicagdes no RN: N&o ( ) Sim () . Quais:




Apéndice IV — Questionario de depressdo pos-parto de Edimburgo

12. Questiondrio para auto-avaliacdo de Depressdo Pos-Parto
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Nome:

Periodo da gestacéo/pos-parto: Data:

Idade do bebé: Numero do questionario
Numero da consulta: Pontuacéo da escala:

Tipo (s) de amostra (s): Identificacéo da (s) amostra (S):

A Escala de depressao de Edimburgo (EPDS) é um questionario de
auto-avaliacdo que contém dez perguntas com quatro opg¢des que sao
pontuadas de 0 a 3, de acordo com a presencga ou intensidade dos sintomas.
Vocé teve um bebé ha pouco tempo e gostariamos de saber como vocé esta se
sentindo nos Gltimos 7 dias e ndo apenas hoje. Vamos comegar?

Questionario:
1. Eutenho sido capaz de rir e achar graca das coisas
[ 1 Como eu sempre fiz

[ ] Néo tanto quanto antes
[ 1 Sem davida, menos que antes
[ ] De jeito nenhum

2. Eusinto prazer quando penso no que esta por acontecer em meu dia-a-dia
[ 1 Como sempre senti

[ ] Talvez, menos que antes
[ ] Com certeza menos
[ ] De jeito nenhum

3. Eutenho me culpado sem necessidade quando as coisas saem erradas
[ 1 Sim, na maioria das vezes

[ 1Sim, algumas vezes
[ 1 N&o muitas vezes
[ ] N&o, nenhuma vez

4. Eutenho me sentido ansiosa ou preocupada sem uma boa razao
[ ] Néo, de maneira alguma

[ ] Pouquissimas vezes

[ ] Sim, algumas vezes
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[ ] Sim, muitas vezes

5. Eutenho me sentido assustada ou em panico sem um bom motivo
[ 1 Sim, muitas vezes

[ 1Sim, algumas vezes
[ 1 Nao muitas vezes

[ ] Néo, nenhuma vez

6. Eutenho me sentido esmagada pelas tarefas e acontecimentos do meu dia-a-dia
[ 1 Sim. Na maioria das vezes eu ndo consigo lidar bem com eles

[ ] Sim. Algumas vezes ndo consigo lidar bem como antes
[ ] Nao. Na maioria das vezes consigo lidar bem com eles

[ 1 Néo. Eu consigo lidar com eles tdo bem quanto antes

7. Eutenho me sentido tdo infeliz que eu tenho tido dificuldade de dormir
[ 1 Sim, na maioria das vezes

[ 1Sim, algumas vezes
[ 1 N&o muitas vezes

[ ] N&o, nenhuma vez

8. Eutenho me sentido triste ou arrasada
[ 1 Sim, na maioria das vezes

[ 1Sim, muitas vezes
[ 1 N&o muitas vezes
[ 1 Néo, de jeito nenhum

9. Eutenho me sentido tdo infeliz que eu tenho chorado
[ ] Sim, quase todo o tempo

[ ] Sim, muitas vezes

[ 1 Devezemquando [ ]
Nao, nenhuma vez

10. Aidéia de fazer mal a mim mesma passou por minha cabeca
[ 1 Sim, muitas vezes, ultimamente

[ ] Algumas vezes nos altimos dias



[ ] Pouquissimas vezes, ultimamente
[ 1 Nenhuma vez

Acabamos! Obrigada pela sua participagéo!

APENAS PARA O APLICADOR:
Pontuacio:
Questdes 1, 2,e 4

-Se vOCé marcou a primeira resposta, ndo conte pontos.
-Se vocé marcou a segunda resposta, marque um ponto.

-Se vOcé marcou a terceira resposta, marque dois pontos. -Se
VOCEé marcou a quarta resposta, marque trés pontos.

Questdes 3,5,6,7,8,9e10

-Se vOCé marcou a primeira resposta, marg ue trés pontos.
-Se vocé marcou a segunda resposta, marque dois pontos.

-Se vocé marcou a terceira resposta, marque um ponto. -Se
VOCé marcou a quarta resposta, ndo conte pontos.

Escala de Edimburgo
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