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RESUMO

Com o inicio da gravidez, profundas alteracGes anatémicas e fisioldgicas
afetam praticamente todos os 6rgdos do corpo da mée. Essas mudancas séo induzidas
principalmente para atender as complexas demandas de desenvolvimento e protecao fetal
e para preparar 0 organismo materno para o parto. Os microRNAs sdo pequenas
moléculas enddgenas nédo codificantes capazes de regular a expressdo génica no periodo
pos-transcricional e foram recentemente estudados para melhor compreender as
condicdes fisioldgicas e patoldgicas da gestacdo. Nesse sentido, também é enfatizada a
identificacdo do polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) rs6505162. O SNP rs6505162
estd localizado no pré-microRNA-423 e mapeia para 17g11.2, com uma mudanca
nucleotididica de C para A. Esse polimorfismo foi considerado funcional, regulando os
niveis de expressdo do microRNA-423. Dessa forma, esta dissertacdo teve como objetivo
avaliar a associacdo entre 0 SNP rs6505162 e a expressdo de microRNAs (microRNA-
423-5p e microRNA-221-3p) em gestantes. Nossa amostra incluiu 173 gestantes.
Questionarios com questdes sociodemograficas foram aplicados para caracterizar a
amostra. A genotipagem do SNP rs6505162 foi avaliada por PCR em tempo real. A
expressao de microRNA-423-5p, microRNA-221-3p foi avaliada por PCR quantitativa.
A anélise de bioinformatica foi realizada através do software DIANA Tools, mirPath v.3.
Os resultados mostram uma associacgdo entre o genotipo CC e o microRNA-221-3p (p =
0,015), bem como com o alelo C e 0 microRNA-423-5p (p = 0,037) e 0 microRNA-221-
3p (p = 0,025). A associacdo foi mantida apos a anélise de regressdo linear ajustada. As
portadoras do alelo C apresentaram niveis de expressdo de microRNA-423-5p e
microRNA-221-3p mais altos no soro sanguineo. A analise de correlagdo mostrou uma

correlacdo positiva entre os microRNAs (p = 0,001). A andlise de bioinformatica revelou



a via de sinalizacdo do estrogénio (p = 0,002) e o gene do proto-oncogene Raf-1, serina /
treonina-quinase (RAF1). Em conclusdo, nossos resultados mostram que o SNP
rs6505162 influencia a expressdo do microRNA-423-5p e do microRNA-221-3p no
sangue periférico e que a expressdo de ambos os microRNAs esta positivamente
correlacionada na gestag. Assim, a interacdo entre SNP e microRNAs pode representar
um importante alvo de estudo na busca de biomarcadores para condic¢des fisioldgicas e
patoldgicas.

Palavras-chave: Gestacdo, polimorfismos, rs6505162, microRNA-423-5p, microRNA-

221-3p.



ABSTRACT

With the onset of pregnancy, profound anatomical and physiological changes
affect virtually all organs in the mother’s body. These changes are mainly induced to meet
the complex demands of fetal development and protection and to prepare the maternal
organism for parturition. MicroRNAs are small non-coding endogenous molecules
capable of regulating gene expression in the post-transcriptional period and have been
recently studied in order to better comprehend the physiological and pathological
conditions of pregnancy. In this sense, the identification of the rs6505162 single
nucleotide polymorphism (SNP) is also emphasized. The rs6505162 SNP is located in
pre-microRNA-423 and maps to 17q11.2, with a nucleotide change from C to A. This
polymorphism has been considered functional, regulating levels microRNA-423
expression. Thus, this study aimed to evaluate the association between rs6505162 SNP
and microRNAs (microRNA-423-5p and microRNA-221-3p) expression in pregnancy.
Our sample included 173 pregnant. Questionnaires with socio demographic questions
were applied to characterize the sample. And rs6505162 SNP genotyping were evaluated
by real time PCR. MicroRNA-423-5p, microRNA-221-3p expression were evaluated by
quantitative PCR. Bioinformatics analysis was performing using the DIANA Tools
software, mirPath v.3. The results shows an association between the CC genotype and
microRNA-221-3p (p = 0.015), as well as with allele C and microRNA-423-5p (p =
0.037) and microRNA-221-3p (p = 0.025). The association was maintained after the
adjusted linear regression analysis. The C allele carriers have higher levels of microRNA-
423-5p and microRNA-221-3p expression in the blood serum. The correlation analysis
showed a positive correlation between the microRNAs (p = 0.001). The bioinformatics

analysis revealed the estrogen signaling pathway (p = 0.002), and the Raf-1 proto-



oncogene, serine/threonine kinase (RAF1) gene. In conclusion, our results show that the
rs6505162 SNP influences the peripheral blood expression of microRNA-423-5p and
microRNA-221-3p, and that both microRNAs expression are positively correlated in
pregnancy. Thus, this SNP and microRNAs interaction could represent an important

study target to seek biomarker for physiological and pathological conditions.

Keywords: Pregnancy, polymorphisms, rs6505162, microRNA-423-5p, microRNA-

221-3p.
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CARTA JUSTIFICATIVA

O projeto inicial foi qualificado intitulado “Investigacdo de polimofismos da
familia do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na depressédo pré-natal e pos-
parto” tinha como objetivo investigar polimorfismos da familia do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) no transtorno depressivo maior em gestantes da cidade de
Pelotas, a fim de ampliar as bases do conhecimento acerca da influéncia destes
polimorfismos na prevencéo, no diagndstico e no tratamento da depresséo no periodo pre-
natal e pos-parto, evitando, dessa maneira, as suas provaveis consequéncias sobre as
diades. Porém, diante da oportunidade de aninhar a dissertacdo ao estudo intitulado:
“Transtornos neuropsiquiatricos maternos no ciclo gravidico-puerperal: deteccdo e
intervengao precoce e suas consequéncias na triade familiar” foi realizada a altera¢do da
dissertacdo com o novo titulo “Associacao entre o SNP rs6505162 SNP e a expressdo de
microRNAs em gestantes” com o objetivo de avaliar a associagao entre 0 SNP rs6505162
e a expressdo de microRNAs (microRNA-423-5p e microRNA-221-3p) em gestantes. A
escolha do novo projeto se deu pela relevancia clinica do tema, visto que o periodo
gestacional é um momento de grande vulnerabilidade da mulher e quaisquer alteracao
pode acarretar efeitos adversos a diade mae-feto/bebé. E ainda, os polimorfismos de
microRNAs tém apresentado papel importante fisiologicamente e/ou patologicamente

junto a expressdo dos microRNAs quando avaliados durante a gestacao.
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1 PROJETO
1.1 INTRODUCAO

O Transtorno Depressivo Maior, é conhecido popularmente como depresséo e
caracterizado como um transtorno mental complexo comum e uma das principais causas
de incapacidade no mundo (Buttenschon, Demontis et al. 2015). No entanto, apesar da
complexidade, estima-se que mais de 300 milhdes de pessoas, de todas as idades, sofram
com o transtorno, no mundo, de acordo com a Organiza¢ao Mundial de Satude (OMS).

A depressdo pode ser caracterizada por tristeza persistente ou pela perda de
interesse em atividades que normalmente séo prazerosas, acompanhadas da incapacidade
de realizar atividades diarias. Contudo, sintomas como, perda de energia, mudancgas no
apetite, alteracbes no padrdo do sono, ansiedade, falta de concentracdo, indeciséo,
inquietude, sensacdo de ndo ter valor, sensacdo de culpa ou desesperanca, e pensamentos
suicidas ou de causar danos a si mesmos, também podem ser comuns durante os episodios
depressivos . E especialmente quando os distirbios se tornam de longa duracdo e com
intensidade dos sintomas, em moderado ou grave, a depressdo é vista como uma condicao
critica para a satde publica, onde, nos piores casos pode levar ao suicidio .

O TDM pode surgir em gqualquer momento da vida. Contudo, o periodo pré-natal
e pos-parto, é considerado um momento de grande vulnerabilidade da mulher (Yim,
Tanner Stapleton et al. 2015), visto que as mulheres enfrentam uma série de mudancas e
desafios que podem aumentar seu estresse, e que, por vez, influenciar no humor e bem-
estar. Assim, estudos tém relatado que entre 13 e 19% das mulheres experimentardo ao
menos um episodio depressivo durante o periodo, que compreende desde o inicio da

gestacdo, até 12 meses apds o parto. Em consoante, mulheres com histérico de TDM
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prévio, possuem maior risco para depressdo pés-parto (O'Hara and Wisner 2014, Pope,
Sharma et al. 2018).

Em adicdo aos sintomas depressivos, a doenca também age biologicamente.
Assim, evidéncias recentes tém demonstrado que alterac6es no eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA) desempenham papéis importantes na etiologia do TDM durante a
gravidez. Visto que alteragfes hormonais (entre estrogénio e progesterona) interagem
com o eixo HPA com a capacidade de desencadear anormalidades do eixo em mulheres
suscetiveis. Dessa forma, em condi¢cbes normais durante a gestacdo, 0 aumento da
estimulagdo hormonal ocasiona uma hiperatividade do eixo HPA acarretando em niveis
elevados de cortisol plasmatico. Além disso, o sistema de adaptacdes hormonais
estabelecido ao longo da gravidez € repentinamente interrompido no momento do parto,
e assim desafia 0 organismo materno a restaurar um novo equilibrio endécrino (Yim,
Tanner Stapleton et al. 2015). Logo, o desequilibrio enddcrino no periodo pds-parto
imediato, pode ser visto como um indicativo para uma DPP subsequentemente.

Diante do contexto, denota-se a necessidade de um acompanhamento cuidadoso
com as mdes, em especial as que estdo em vulnerabilidade social, ou seja, predispostas
aos fatores de risco consistentes para a depressao (Silva, Jansen et al. 2012).

O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é bastante conhecido por suas
propriedades endoteliais em regular a diferenciacao celular na angiogénese fisioldgica e
patologica, inclusive mantendo um papel chave no processo de placentacdo (Andraweera,
Dekker et al. 2012), essencial para o desenvolvimento da rede vascular feto placentaria
(Gao, Zhou et al. 2014, Sharma, da Costa e Silva et al. 2016). Além de suas atividades
pré angiogénica, estudos dos ultimos anos revelam um potencial neurotrofico e

neuroprotetor do VEGF tanto no sistema nervoso central quanto no periférico. Exercendo



17

influéncias diretas, induzindo a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia de células
nervosas de diferentes tipos. Tais descobertas langam possiveis caminhos sobre o papel
do VEGF na regulacdo fisiologica cerebral, permitindo vislumbrar um possivel
envolvimento do VEGF na patofisiologia da depressdo. De fato, estudos tém mostrado
uma desregulacéo da expressdao do VEGF em pacientes deprimidos quando comparado
com seus controles (Iga, Ueno et al. 2007, Nowacka and Obuchowicz 2012). O papel do
VEGF como potencial neurotrofico e neuroprotetor, vem sendo consolidado nos ultimos
anos, e portanto a sua possivel relevancia na depressdao vem sendo sugerida (Pelletier,
Roudier et al. 2015). No entanto, o seu envolvimento na depressao pré-natal e pos-parto
ainda permanece obscura. Assim, apoiando-se nos dados obtidos a partir do TDM e da
funcdo do VEGF no cérebro, hipotetizamos uma possivel relagdo entre SNPs do gene do
VEGF e a depressdo no periodo pré- e pos-natal, bem como na resposta ao tratamento as
psicoterapias breves.

Nesse contexto, a identificacdo de Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP’s)
que possam prever a suscetibilidade a depressdo e/ou um auxilio na resposta ao
tratamento, pode influenciar diretamente na implicacdo da préatica clinica. Assim,
pesquisas acerca dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da depressdo e na
resposta ao tratamento com psicoterapias breves, permitem a implementacdo de seus
achados na predicdo de risco personalizada e num tratamento mais direcionado a
depresséo (Xie, Stathopoulou et al. 2017).

Assim, este projeto esta sendo elaborado com a finalidade de ampliar as bases do
conhecimento acerca da influéncia dos polimorfismos do VEGF na prevencdo, no
diagnostico e no tratamento da depressdo pré-natal e pés-parto, no intuito de evitar, as

provaveis consequéncias sobre as diades. Como produto direto deste projeto almeja-se a
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publicacdo de um artigo Al, bem como a divulgacdo dos seus resultados em congressos

da &rea medicina .
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Geral

Investigar polimorfismos da familia do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) no transtorno depressivo maior em gestantes da cidade de Pelotas, a fim de
ampliar as bases do conhecimento acerca da influéncia destes polimorfismos na
prevencao, no diagndstico e no tratamento da depressdo no periodo pré-natal e p6s-parto,

evitando, dessa maneira, as suas provaveis consequéncias sobre as diades.

1.2.2 Especificos

- Analisar e correlacionar a frequéncia genotipica dos polimorfismos rs4416670,
rs2010963 e rs10434 do VEGF nas gestantes com depressdo pré-natal com o grupo
controle;

- Analisar e correlacionar a frequéncia genotipica dos polimorfismos rs4416670,
rs2010963 e rs10434 do VEGF nas mées com depressao pds-parto com o grupo controle;

- Analisar e correlacionar a frequéncia genotipica dos polimorfismos rs4416670,
rs2010963 e rs10434 do VEGF com a remissdo dos sintomas depressivos das gestantes,
no periodo pré-natal e pds-natal, frente ao tratamento com psicoterapia breve (Terapia
cognitiva-comportamental/Terapia cognitiva-comportamental associada a Terapia

cognitiva narrativa).
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1.3 HIPOTESES

- A frequéncia genotipica dos polimorfismos, TC (rs4416670), GC/CC
(rs2010963) e GA (rs10434) serd maior em gestantes com transtorno depressivo pré-natal
quando comparadas ao grupo controle;

- A frequéncia genotipica dos polimorfismos TC (rs4416670), GC/CC
(rs2010963) e GA (rs10434) sera maior nas maes com depressdo poOs-parto em
comparagdo com o grupo controle;

- Havera uma correlacdo negativa entre a frequéncia genotipica dos polimorfismos
TC (rs4416670), GC/CC (rs2010963) e GA (rs10434) e a remissdo dos sintomas
depressivos nas gestantes, no periodo pré-natal e pos-natal, em resposta ao tratamento

com psicoterapia breve.
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1.4. REVISAO DE LITERATURA

1.4.1 Transtorno Depressivo Maior (TDM) no periodo pre-natal

O Transtorno Depressivo Maior, popularmente conhecido como depressao € um
transtorno mental complexo comum e uma das principais causas de incapacidade no
mundo (Buttenschon, Demontis et al. 2015). Apesar da complexidade da depresséo, sua
ocorréncia a nivel mundial tem sido relatada com frequéncia, pois estima-se que mais de
300 milhdes de pessoas, de todas as idades, sofram com esse transtorno, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

A depressdo pode ser caracterizada por tristeza persistente ou pela perda de
interesse em atividades que normalmente séo prazerosas, acompanhadas da incapacidade
de realizar atividades diarias. Contudo, sintomas como, perda de energia, mudancas no
apetite, alteracbes no padrdo do sono, ansiedade, falta de concentracdo, indeciséo,
inquietude, sensagé@o de ndo ter valor, sensacao de culpa ou desesperanca, e pensamentos
suicidas ou de causar danos a si mesmos, também podem ser comuns durante os episodios
depressivos (Brown, Mclntyre et al. 2018). Para consolidar o diagndstico, requer-se um
periodo de duas semanas durante as quais pelo menos cinco dos sintomas acima devem
estar presentes. Especialmente quando os distdrbios se tornam de longa duracdo e com
intensidade dos sintomas, em moderado ou grave, a depressao é vista como uma condicao
critica para a saude publica, onde, nos piores casos pode levar ao suicidio (Brown,
Mclntyre et al. 2018).

Definida também como uma sindrome multidimensional composta de disturbios
psicologicos entre as dimensfes humorais, cognitivas e vegetativas. Sua psicopatologia é
subvencionada por mudancas neurobioldgicas que podem ser descritas como circuitos

neurais e redes assincronas em sua reciprocidade (Brown, Mcintyre et al. 2018).
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Evidenciando que sua etiologia ainda néo € totalmente elucidada (Buttenschon, Demontis
et al. 2015).

Nesse sentido, vale salientar que as mulheres sdo a populacdo mais afetada
(Parker, Fletcher et al. 2014). Distarbios afetivos, como ansiedade e depressdo, sdo
desproporcionalmente prevalente em mulheres, atingindo cerca de 10-20% apds a
puberdade , entre 15 e 19 anos (Faravelli, Alessandra Scarpato et al. 2013). Essa tendéncia
persiste até os 54 anos e declina durante a idade avancada, quando é chegada a menopausa
(Faravelli, Alessandra Scarpato et al. 2013).

Em consoante, o estudo de Silva e colaboradores, realizado com gestantes na
cidade de Pelotas, apresentou uma prevaléncia de sintomas depressivos de 20,5% no ano
de 2011 (Silva, Jansen et al. 2012). O qual continua compativel na atualidade, de acordo
com os dados do acompanhamento pré-natal de um grande estudo de coorte de base
populacional no sul do Brasil realizado por Coll e colaboradores, no ano de 2017, onde a
proporcao de mulheres gravidas com triagem positiva para depressao pré-natal foi de 16%
em Pelotas (Coll, da Silveira et al. 2017).

Sendo assim, é necessario chamar a atencdo para o periodo pré-natal, pois
caracteriza-se como um momento de vulnerabilidade da mulher, abrindo espaco para o
desenvolvimento da depresséo pré-natal, principalmente durante o primeiro trimestre de
gestacdo (Shakeel, Eberhard-Gran et al. 2015). Nesse sentido, evidéncias recentes tém
demonstrado que alteragBes no eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) desempenham
papéis importantes na etiologia do TDM durante a gravidez. Visto que alteracBes
hormonais (entre estrogénio e progesterona) interagem com o eixo HPA com a
capacidade de desencadear anormalidades do eixo em mulheres suscetiveis. Dessa forma,

em condigdes normais durante a gestacdo, o aumento da estimula¢do hormonal ocasiona
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uma hiperatividade do eixo HPA acarretando em niveis elevados de cortisol plasmatico
(Gelman, Flores-Ramos et al. 2015).

Por conseguinte, sabe-se que a placenta representa uma interface essencial entre
as circulagdes materna e fetal, com propriedades importantes como, transporte de sangue
e nutrientes ricos em oxigénio. Contudo, também é dotada de fungdo enddcrina, atraves
da producédo de hormonios peptidicos (CRH, gonadotrofina coriénica humana, horménio
do crescimento e lactogénio placentario humano), citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento (EGF de ligacdo a heparina, IGF1, VEGF), cortisol, prostaglandinas,
estrogénios e progesterona (Thomson 2013). Sendo assim, denota-se a complexidade das
alteracbes ocorridas durante a gestacdo, e 0s inUmeros marcadores envolvidos no
processo para que funces metabolicas, energéticas e associadas ao crescimento, ocorram
simultaneamente e em homeostasia. No entanto, quaisquer interferéncias ou
desequilibrios entre os fatores acima, tém sido implicados em transtornos de humor e/ou
comportamentos depressivos. Evidenciando assim, que a atividade enddcrina da placenta
interage com o cérebro e com o eixo HPA no intuito de manter um equilibrio
homeostatico, a fim de levar a gravidez a termo e com sucesso no desfecho neonatal
(Gelman, Flores-Ramos et al. 2015).

No entanto, o diagnostico de TDM nesse periodo pode ser complicado devido a
grande variedade de sintomas normais da gestacdo como, alteraces do sono, alteracdes
do apetite e fadiga, sendo sobrepostos a alguns dos sintomas diagndsticos da doenca
(Sidebottom, Harrison et al. 2012). Nesse sentido, se faz necessario, concomitantemente,
uma avaliacdo dos fatores de risco psicossociais nas gestantes incluindo questdes sobre
instabilidade de moradia, recursos financeiros, apoio social, violéncia doméstica,

transtornos psiquiatricos ativos e abuso de substancias (Pearlstein 2015).
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Nesse contexto, a triagem e a identificacdo de transtornos psiquiatricos e das
necessidades psicossociais no pré-natal devem ocorrer o mais breve possivel. Assim,
dentre os métodos diagndsticos utilizados para identificacdo da depressdo, o mais
conhecido é o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM), um
manual que lista critérios e categorias diagnosticas, a fim de auxiliar os profissionais de
salde mental a diagnosticar pacientes com transtornos mentais, como o TDM (Uher,
Payne et al. 2014). Um outro método também bastante conhecido € a MINI - International
Neuropsychiatric Interview (MINI-Plus), uma entrevista diagnostica estruturada,
desenvolvida para avaliar os diagnosticos de pacientes psiquiatricos de acordo com 0s
critérios do DSM-1V, citado anteriormente, e do Cadigo Internacional de Doengas (CID-
10) (van Vliet and de Beurs 2007). Em conjunto aos métodos citados anteriormente, ainda
podem ser utilizados instrumentos que realizam uma avalia¢do quanto a severidade dos
sintomas depressivos, como por exemplo, o Inventario de Depressdo de Beck (BDI),
composto por 21 itens, e que tem a finalidade de auxiliar os profissionais de saude na
avaliacdo acerca da psicoterapia que serd utilizada para a depressdo. Sua facil
aplicabilidade e solidez psicométrica popularizaram seu uso em uma variedade de
amostras e ambientes de saide no mundo todo (Vieira Da Silva Magalhaes, Tavares
Pinheiro et al. 2008, Wang and Gorenstein 2013).

De acordo com a OMS, é fundamental salientar que o TDM é um transtorno
tratavel, seja por meio de psicoterapias, medicamentos antidepressivos ou a combinagao
de ambos, variando de acordo com a responsividade do individuo. Portanto, o tratamento
terapéutico da depressdo pré- e pos-natal € um julgamento clinico que deve ser
individualizado e que pondera o beneficio materno da terapia em relacdo ao risco de

efeitos adversos para o feto (Pearlstein 2015).
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Assim, estratégias ndo farmacoldgicas como as psicoterapias breves, sdo
preferidas pelas gestantes para a prevencgéo da recorréncia da depresséo, bem como para
0 tratamento da doenca, no intuito de minimizar a exposi¢do fetal a medicamentos
psicotropicos. A partir disso, a terapia cognitivo-comportamental (TCC) é uma forma de
psicoterapia breve com uma eficécia ja consolidada para o tratamento e prevencdo da
depressdo (Beijers, Buitelaar et al. 2014). A TCC baseia-se na premissa de que o
sofrimento emocional e os comportamentos desadaptativos sdo causados por padrdes
disfuncionais de cognicéo (Beck and Haigh 2014, da Silva, Wiener et al. 2018). Nesse
sentido, o objetivo da TCC é ajudar os pacientes a identificar, avaliar, desafiar e modificar
suas crencas disfuncionais, no intuito de alterar os comportamentos desadaptativos
(Sockol 2015, da Silva, Wiener et al. 2018).

Em um ensaio clinico randomizado realizado na cidade de Pelotas por Moreira e
colaboradores, foi avaliado o impacto de dois modelos de terapia cognitiva breve para
depressdo, TCC e Terapia Cognitiva Narrativa (TCN), um outro modelo de psicoterapia
breve que visa reformular narrativas pessoais, elaborando uma nova biografia baseada em
historias de vida que perderam sentido e se tornam incoerentes. Dentre os resultados do
estudo, observou-se que o0s sintomas depressivos da populacdo avaliada foram
significativamente reduzidos ap6s a intervencdo em ambos 0s modelos de psicoterapia.
No entanto a TCC foi mostrou-se mais eficaz em relacdo a remissdo dos sintomas
(Moreira, Cardoso Tde et al. 2015).

Entretanto, nos casos mais graves da doenga, a intervencdo medicamentosa se faz
necessaria, no entanto, o feto fica exposto a potenciais efeitos adversos a curto e longo
prazo. Pois 0 uso de medicacao antidepressiva durante a gravidez leva a um aumento do

risco de aborto esponténeo, risco de malformacfes cardiacas congénitas, e sintomas
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neonatais transitérios em até um terco dos neonatos (Pearlstein 2015). Dentre as
medicacGes mais conhecidas estdo os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina
(ISRS), entretanto, € dificil identificar seus efeitos especificos, o que pode influenciar no
desenvolvimento do sistema serotoninérgico do feto (Brown, Mclintyre et al. 2018).
Uma vez que o estresse pré-natal ndo tratado, a ansiedade e a depressdo podem
levar a resultados semelhantes, salienta-se que as decisfes quanto ao tratamento, além de
individualizadas precisam envolver a gestante, seu parceiro e clinicos de multiplas
especialidades (Pearlstein 2015). Contudo, a triagem e a identificacdo de transtornos
psiquiatricos e necessidades psicossociais no pré-natal precisam de melhorias. Visto que,
mesmo quando as gestantes reconhecem a necessidade de tratamento, ainda existem
muitas barreiras para 0 acesso ao tratamento efetivo (Brown, Mclintyre et al. 2018).
Logo, a depressdo pré-natal vem sendo reconhecida como preditora para
depressao pds-parto. Ressaltando sua associacdo a uma série de resultados negativos para
0 decorrer da gestacdo, ou até mesmo aos filhos, como, aumento do risco de parto
prematuro, baixo peso ao nascer, restricdo de crescimento intrauterino, problemas
emocionais e comportamentais da mae e da crianca, dificuldades cognitivas e, transtornos

de humor (Coll, da Silveira et al. 2017).

1.4.2 Depressdo pés-parto

O periodo pés-parto, € considerado o tempo transcorrido desde o nascimento do
bebé e saida da placenta, e pode ser estendido até 12 meses pés-parto (Yim, Tanner
Stapleton et al. 2015). Logo, estudos tém relatado que entre 13 e 19% das mulheres
experimentardo ao menos um episodio depressivo durante o periodo pré-natal, ou seja,

desde o inicio da gestacdo, até o final do pos-parto. Entretanto, mulheres com histérico
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de TDM prévio, possuem maior risco para depressdo pos-parto (O'Hara and Wisner 2014,
Pope, Sharma et al. 2018).

Apobs o0 nascimento do bebé, as mulheres enfrentam uma série de mudancas e
desafios que podem aumentar seu estresse, e que, por vez, pode influenciar no humor e
bem-estar. Pode-se assim dizer que a DPP é um disturbio um tanto distinto de outras
depressdes, sendo o unico apresentado de duas maneiras. Primeiramente, é precedido e
acompanhado por adaptacdes bioldgicas importantes capazes de afetar o humor. E num
segundo momento, a DPP ndo afeta apenas a mae, mas também o desenvolvimento
cognitivo, comportamental e emocional do recém-nascido, com efeitos potencialmente
duradouros na adolescéncia (Yim, Tanner Stapleton et al. 2015).

De acordo com Viguera e colaboradores, 4,6% das mulheres com TDM tiveram,
ao menos, um episodio da doenca durante a gestacdo, enquanto que 30% delas tiveram
um episodio durante o periodo pds-parto, denotando uma frequéncia maior de episédios
depressivos no periodo poés-parto (Viguera, Tondo et al. 2011). De fato, O'Hara e
colaboradores também estimaram que até 84% das mulheres experimentem sintomas de
humor em graus variados no periodo inicial do po6s-parto. Além disso, mulheres com
historia de transtorno depressivo maior tém um risco aumentado de recorréncia durante

esse periodo (O'Hara and Wisner 2014).

Em um estudo realizado nas maternidades da cidade de Pelotas por Moraes e
colaboradores, foi encontrada uma prevaléncia de DPP de 19,1% no ano de 2000. O
estudo utilizou a Escala de depressdo de Hamilton (HAM-D) para avaliar as puérperas, e
encontrou uma média de pontos na escala de 10,60. Foi possivel denotar também que
precarias condigdes socioeconémicas e a nao aceitacdo da gravidez sdo os fatores mais

influentes no aparecimento da doencga (Moraes, Pinheiro et al. 2006).
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Num outro estudo, realizado por Silva e colaboradores, também na cidade de
Pelotas, a prevaléncia de sintomas depressivos encontrada no periodo pos-parto foi de
16,5%. Contudo, os fatores de risco se mantém préximos aos citados anteriormente,
como, menor nivel socioeconémico (p = 0,002), ndo viver com parceiro (p = 0,026),
transtornos psicolégicos e / ou psiquidtricos prévios (p <0,001), transtorno psiquiatrico
familiar (p = 0,046) e uso de tabaco durante a gravidez (p = 0,007). Este estudo ainda
salienta que a presenca de sintomas depressivos no periodo neonatal aumentou o risco
para o desenvolvimento de sintomas depressivos relevantes no pds-parto (p <0,001)
(Silva, Jansen et al. 2012).

Em consoante aos sintomas depressivos, a doenca também age biologicamente,
como por exemplo, através dos hormdnios relacionados ao eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA), implicados na depressdo ndo puerperal. No entanto, os hormoénios seguem
um padrdo semelhante aos hormdnios reprodutivos, de modo que aumentam ao longo da
gravidez e caem apo6s o parto. Assim, o hormonio liberador de corticotropina (CRH) do
neuropeptideo aumenta exponencialmente ao longo da gestacdo, visto que durante a
gestacdo o CRH, que normalmente € liberado pelo hipotalamo, também é produzido pela
placenta, estimulado pelo cortisol. Nesse sentido, afirma-se que o cortisol aumenta
precocemente na gravidez e pode resultar em aumentos acelerados de CRH ao longo da
gestacdo (Yim, Tanner Stapleton et al. 2015).

O funcionamento descrito acima, implica num sistema de adaptacGes hormonais
estabelecido ao longo da gravidez que é repentinamente interrompido no momento do
parto, e assim desafia 0 organismo materno a restaurar um novo equilibrio enddcrino

(Yim, Tanner Stapleton et al. 2015). Através disso, o desequilibrio enddcrino no periodo
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pos-parto imediato, pode ser um indicativo para o desenvolvimento da DPP
subsequentemente.

Dentro do contexto demonstrado até aqui, denota-se a necessidade de um
acompanhamento cuidadoso com as méaes, em especial as que estdo em vulnerabilidade
social, ou seja, com fatores de risco consistentes para a depressao (Silva, Jansen et al.
2012), como: multiparidade, idade avancada, baixa escolaridade, ndo morar com cénjuge
ou companheiro, gravidez planejada, pensar em aborto, historico de sofrimento psiquico
e / ou psiquiatrico, uso de tabaco ou alcool, e experiéncia de eventos estressantes no
passado (Silva, Jansen et al. 2010). Sendo assim, fundamentais, acdes integradas de satde
que levem em conta os fatores associados ao TDM, com a finalidade de prevenir graves
problemas pessoais e familiares decorrentes da DPP (Moraes, Pinheiro et al. 2006).

Ainda assim, € necessario chamar atencdo para a recorréncia dos sintomas, visto
que Silva e colaboradores, demonstraram que a0 mesmo tempo em que o tratamento
anterior pode sugerir assisténcia adequada em termos de cuidados de saude mental
durante a gestacdo, também pode indicar que episddios depressivos recorrentes podem
ser desencadeados (Silva, Jansen et al. 2010).

Nesse sentido, enfatiza-se a necessidade de disponibilidade de instrumentos
adequados as equipes de salde, para que haja uma avaliacao efetiva das gestantes quanto
aos transtornos mentais, visto que estes estdo associados ao aumento do risco de DPP, no
intuito de oferecer as mées um cuidado especial e individualizado (Silva, Jansen et al.
2012). Assim, a literatura sugere que a aplicacdo de instrumentos breves para triagem de
sintomas depressivos, como o BDI, e a HAM-D para mulheres durante a assisténcia pré-

natal podem ser altamente benéficos (Silva, Jansen et al. 2010).
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1.4.3 Fator de crescimento endotelial vascular: na depressao pré-natal e pos-parto

Pesquisas tém sido realizadas buscando relacionar e compreender a importancia
do VEGF nos processos que concernem a patofisiologia da depressdo na populacdo em
geral. No entanto, pouca ou nenhuma literatura se faz notar no tocante do entendimento
da relacdo dessa molécula na depressao pré-natal e pos-parto. No intuito de moldar essas
relacbes, € necessario compreender o papel do VEGF no cérebro durante o processo
fisiol6gico ou até mesmo no decorrer do TDM.

O VEGF caracteriza-se como um mitogeno celular bem conhecido e um fator de
crescimento vascular regulador de permeabilidade (Nowacka and Obuchowicz 2012),
localizado no cromossomo 6p21.3. Sua regido codificante abrange oito éxons separados
por sete introns. Composto por uma familia de moléculas semelhantes, chamadas de
isoformas, geradas a partir de um splicing alternativo de um Unico RNA mensageiro
(Robinson and Stringer 2001), identificadas por letras: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D e VEGF-E, além do Fator de crescimento placentario (PIGF). Outra via de
atuacdo do VEGF é atraveés de seus receptores, divididos em duas classes: os receptores
de tirosina-quinase incluindo o receptor VEGF-1 (VEGFR1, Flt-1), receptor VEGF-2
(VEGFR2, KDR, Flk-1) e o receptor VEGF-3 (VEGFR3, Flt-4); e os receptores nédo-
tirosina quinase, incluindo a neuropilina-1 (NRP-1) e neuropilina-2 (NRP-2), que também
séo receptores de semaforinas e funcionam como co-receptores para os VEGFRs (Gao,

Zhou et al. 2014), (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo das isoformas da familia do VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D e PIGF) de acordo com seus receptores especificos (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-2, NRP1 e
NRP2).

Além de suas atividades pr6 angiogénica, estudos dos ultimos anos revelam um
potencial neurotréfico e neuroprotetor do VEGF tanto no sistema nervoso central quanto
no periférico. Exercendo influéncias diretas, induzindo a proliferacdo, migracdo e
sobrevivéncia de células nervosas de diferentes tipos, como as células de Schwann, as
células progenitoras neuronais, 0s astrdcitos e a microglia (Nowacka and Obuchowicz
2012). Pois, este fator desempenha um papel importante nos processos de
desenvolvimento do tecido nervoso, implicado na neurogénese e na regulagdo do
desenvolvimento neuronal, além da diferenciacéo e formacéo de novos vasos no cérebro,
0s quais sdo conhecidos por estarem envolvidos na fisiopatologia do TDM (lga, Ueno et
al. 2007, Nowacka and Obuchowicz 2012). Nesse sentido, 0 VEGF como fator trofico,

com influéncia sobre as células endoteliais vasculares e cerebrais, vem sendo foco de
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estudos acerca das desordens neuropsiquiatricas, assim como 0 mecanismo de acao de
drogas psicotropicas (Iga, Ueno et al. 2007, Nowacka and Obuchowicz 2012).

Nesse contexto, Kirbya e colaboradores, consideram o VEGF como uma molécula
essencial para a plasticidade cerebral. Pois, no cérebro de camundongos adultos, sua
superexpressdo enddgena estimula a neovascularizagcdo, melhora a cognicdo e a
neurogénese do hipocampo através da protecdo das células progenitoras neuronais. Em
contrapartida, um bloqueio enddgeno, prejudica as respostas cognitivas e neurogénicas a
estimulos como antidepressivos. Nesse sentido, o estudo demonstra também que as
células-tronco e progenitoras neurais (NSPC) adultas sdo uma fonte endégena de VEGF
no hipocampo adulto. E logo, podem ser um contribuinte potente para fatores de
crescimento secretados no nicho neurogénico adulto (Kirby, Kuwahara et al. 2015).

Tais descobertas lancam possiveis caminhos sobre o papel do VEGF na regulagéo
fisioldgica cerebral, permitindo vislumbrar um possivel envolvimento do VEGF na
patofisiologia da depressdo. Assim, através de estudos como o de Sharma e
colaboradores, que realizaram uma revisdo sistematica de literatura com a finalidade de
compilar as evidéncias acerca das alteracbes nos fatores, GDNF, IGF-1 e VEGF em
pacientes deprimidos e como tais fatores neurotréficos podem ser afetados por
medicacdes antidepressivas. Foi possivel observar um panorama geral do que a literatura
traz sobre os niveis de VEGF em individuos com TDM. Demonstrando que tais niveis
tém sua expressdo aumentada no soro e plasma de individuos deprimidos em comparacéao
aos controles (Sharma, da Costa e Silva et al. 2016). Ainda, a literatura tem demonstrado
uma correlacéo entre depresséo e polimorfismos do VEGF (Galecki, Galecka et al. 2013,

Elfving, Buttenschon et al. 2014, Han, Qiao et al. 2017, Xie, Stathopoulou et al. 2017).
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Diante destes dados, o papel do VEGF como potencial neurotréfico e
neuroprotetor, vem sendo consolidado nos ultimos anos, e, portanto, a sua possivel
relevancia na depressdo vem sendo sugerida. No entanto, o seu envolvimento na
depressdo pré-natal e pés-parto ainda permanece obscura. Assim, apoiando-se nos dados
obtidos a partir do TDM e da fungdo do VEGF no cérebro, hipotetizamos uma possivel
relacdo entre 0 VEGF e o TDM no periodo pré- e pos-natal. E assim o aparecimento de
polimorfismos de VEGF podem representar uma vertente chave para a fisiopatologia da

depressdo pré-natal e pos-parto.

1.4.4 Polimorfismos derivados do VEGF associados a Depresséo

Polimorfismos genéticos sdo caracterizados como pequenas mutacdes genéticas,
com uma ocorréncia regular e simultanea em determinadas populacdes, superior a 1%.
Os polimorfismos incluem diferencas em genétipos que variam em tamanho de um Unico
local de nucleotideo, chamado polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP), até grandes
sequéncias alélicas visiveis a nivel cromossdmico (Blazej, Paegel et al. 2003).

Em consoante, as varia¢fes genéticas sao vistas como subjacentes a diferencas de
suscetibilidade a doencas, como por exemplo, a idade de inicio da doenca, a variabilidade
e gravidade clinica e a maneira como o organismo responde aos tratamentos (Shaw 2013).
Através disso, os polimorfismos podem atuar como marcadores genéticos, visto que sdo
transmitidos associados a outros genes localizados em regides cromossdmicas proximas.
Assim, os SNPs chamados “funcionais”, possuem a capacidade de afetar o processamento
de genes, a ligacdo do fator de transcrigédo, a degradacdo do RNA mensageiro e demais
fatores que influenciam a transcrigdo do gene e a traducdo do mMRNA em proteinas (Shaw

2013).
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Nesse contexto, a identificacdo de SNPs que possam prever a suscetibilidade a
depressdo e/ou um auxilio na resposta ao tratamento com psicoterapias breves, podem
influenciar diretamente na implicacdo da prética clinica. Assim, pesquisas acerca dos
mecanismos envolvidos na depressdo e na resposta ao tratamento, permitem a
implementacdo de seus achados na predigéo de risco personalizada e num tratamento mais
direcionado a doenca (Xie, Stathopoulou et al. 2017).

Dentre os estudos que tém se dedicado a analisar polimorfismos do VEGF na
depressdo, destacam-se os abaixos citados denotando uma diferenga significativa. De
acordo com o conhecimento de Han e colaboradores, h4 uma interacdo entre o
polimorfismo VEGF +405 G/C e eventos adversos da vida com a patologia do TDM. Na
qual, individuos portadores dos alelos C (CC, CG) tiveram maior suscetibilidade ao TDM
qguando expostos a eventos de vida altamente negativos. Os resultados indicaram que as
interacdes entre o polimorfismo do gene VEGF e fatores ambientais aumentam o risco de
desenvolver TDM (Han, Qiao et al. 2017). Nesse sentido, a interacdo dos polimorfismos
do VEGF com o meio ambiente pode ser explicada pelo modelo de diatese-estresse, que
postula que individuos com 'genes de vulnerabilidade' sdo mais suscetiveis a depressao
guando experimentam eventos negativos de vida. Entretanto, € reforcada uma
vulnerabilidade genética, visto que eventos negativos de vida sdo comuns, e nem todos
gue vivenciam tais eventos, desenvolvem o TDM (Han, Qiao et al. 2017).

No estudo de Xie e colaboradores, foram analisados diversos polimorfismos do
VEGF com a finalidade de relaciona-los a depressdo, todos previamente identificados por
meio do GWAS (genome-wide association study). No entanto, apenas um SNP
(rs4416670) foi relacionado aos niveis de VEGF com o aumento do risco para depressao.

O alelo C deste polimorfismo tem sido previamente associado a niveis reduzidos de
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VEGF plasmético. Assim, vale salientar que este polimorfismo possui uma alta
frequéncia, podendo chegar a 50%. Dessa forma, o efeito do seu alelo C pode afetar uma
grande porcentagem da populagéo, acarretando um grande impacto a sade publica (Xie,
Stathopoulou et al. 2017).

Dentre as observagdes obtidas por Elfving e colaboradores, esta um aumento dos
niveis séricos de VEGF nos individuos depressivos em comparagdo com individuos
controle. Assim como, uma associacéo significativa entre o SNP rs10434 e a depressao,
sugerindo o alelo A como um fator de risco para doenca. Bem como uma associagdo
positiva entre os episddios depressivos prévios e 0 aumento nos niveis sericos de VEGF.
Denotando que o VEGF sérico pode ser um biomarcador atil para identificacdo da
gravidade de depressdo e episodios depressivos anteriores (Elfving, Buttenschon et al.
2014).

Para Galecki e colaboradores, a frequéncia da variante VEGFA + 405G/C, diferiu
significativamente entre pacientes com TDM e controles saudaveis, pois o alelo C e 0
gendtipo CC foram demonstrados como fatores de risco para o desenvolvimento do
transtorno depressivo. Para salientar a significancia do estudo, observou-se uma
associacdo do alelo C do polimorfismo com os niveis plasmaticos de VEGF. Além disso,
a eficacia de tratamentos antidepressivos também pode ser mediada pelo polimorfismo,
no entanto influenciada pelo receptor do fator de crescimento (VEGFR) (Galecki,
Galecka et al. 2013).

No estudo de Viikki e colaboradores, o alelo —2578 C do VEGF foi associado a
resisténcia ao tratamento em pacientes deprimidos. O gen6tipo CC foi mais comum nos
pacientes com terapia eletroconvulsiva (TEC) do que nos controles (p = 0,015). Por ser

um grupo heterogéneo de doengas, 0s pacientes com o transtorno depressivo maior
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respondem prontamente e facilmente ao tratamento basico com ISRS, enquanto outros
sdo resistentes ao tratamento medicamentoso e requerem TEC, que é o método de
tratamento mais eficaz para depressao atualmente. Nesse sentido, pacientes depressivos
séo clinicamente diferentes, e assim podem diferir biologicamente entre si (Viikki, Anttila
et al. 2010). Visto que, os vasomediadores derivados do endotélio, como a endotelina-1
(ET-1), induzem uma vasoconstri¢ao e uma vasodilatacdo do 6xido nitrico. Assim, ambos
séo capazes de regular positivamente a expressao VEGF, supondo uma associagdo com
polimorfismo VEGF 2578 C/A, modificando a imagem da depresséo e desempenhando
um papel na resisténcia a TEC (Viikki, Anttila et al. 2010).

Sendo assim, para dar maior énfase aos resultados citados pelos estudos acima,
foi realizada uma metanalise, considerada o topo na piramide de evidéncias, por Carvalho
e colaboradores no ano de 2015. O estudo obteve a finalidade de compilar a literatura
acerca do tema, atribuindo confiabilidade dos dados acerca dos niveis periféricos de
VEGF em individuos com TDM em comparacdo a controles saudaveis. E os dados
encontrados demonstram que o0s participantes com TDM apresentaram maiores
concentracdes periféricas de VEGF (no soro ou no plasma) quando comparados aos
controles saudaveis (p <0,01) (Carvalho, Kohler et al. 2015).

Em suma, a literatura cientifica demonstra-se vasta e abrangente em relacdo as
causas da depressdo maior na populacdo em geral. No entanto, as evidéncias sobre
preditores especificos de depressdo em mulheres durante os periodos pré e p6s-natal sao
escassas. Entretanto, a similaridade fisiopatoldgica de TDM em ambos 0s momentos
sugere uma possivel associagdo do VEGF com a depressdo pré-natal e pds-parto.

Acarretando vertentes para que os polimorfismos sejam considerados como fatores de
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risco para a doenca em gestantes portadoras de alelos mutados, ou até mesmo em resposta

a tratamentos com psicoterapia breve.



Método

Polimorfismo(s)

Autor, ano N amostral o Resultado(s) significativo(s) ]
Diagnostico analisado(s)
Casos (132 homens + 305 | Manual Diagnoéstico e O rs4416670 foi associado a um aumento do risco para
o . L VEGEF: rs6921438,
) mulheres) Estatistico de depressdo, enquanto o alelo menor C foi mais frequente nos
Xie, 2017 ) ) o ) rs4416670, rs6993770 e
Controles (187 homens + Transtornos Mentais | pacientes deprimidos em comparacdo aos controles. O alelo menor 10738760
rs .
290 mulheres) (critérios do DSM-IV) | tem sido previamente associado a niveis diminuidos de VEGF.
Manual Diagnéstico e
Estatistico de Houve uma diferencga significativa na distribuicdo dos
Casos (274 / 82 homens + Transtornos Mentais | gendtipos entre os pacientes com MDD e controles (P = 0,003).
H 2017 192 mulheres) (critérios do DSM-1V) | Osindividuos portadores de alelos C e que tiveram eventos de vida VEGF: rs2010963 (+405
an,

Controles (273 /79

homens + 194 mulheres)

e a severidade dos
sintomas através da
Escala de Depressao de
Hamilton (HRSD-24)

altamente negativos deram um OR de 3.873. InteracOes entre o
polimorfismo no gene VEGF e fatores ambientais aumentam o

risco de desenvolvimento da depresséo.

GIC)
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Casos (155 / 25 homens +

VEGF: RS3025042,
RS3024994, RS2146323,

Elfving, 130 mulheres) CID-10 (World Health O rs10434 apresentou associacdo significativa com RS3025000, RS3025047,
2014 Controles (290 / 57 Organization, 1993) | depressao. rs10434, RS3025030,
homens + 223 mulheres) RS998584, RS6899540,
RS6900017, RS6905288.
CID-10 (World Health Observou-se que ambos os niveis de mMRNA de VEGFA
Organization, 1992) e proteina foram significativamente maiores em pacientes que
Casos (268 / 152 mulheres L y 3
. Classificacdo de sofrem de Depressdo em comparagdo o0s controles. Uma VEGFA: + 405G/ C -
Gatecki, + 116 homens) 3 . L o .
Depressdo de Hamilton | correlacdo significativa entre mRNA, niveis proteicos e a | rs2010963e+936C/ T -
2013 Controles (200 / 121 o ] ] . .
Scale (HDRS) para distribuicdo dos polimorfismos foi observada. A andlise dos rs3025039
mulheres + 79 homens) ) ) ) o o
avaliar o nivel haplétipos encontrou diferenga significativa na distribuicéo entre
sintomas depressivos. | pacientes e controles para haplotipos TG e CC.
119 Pacientes em . )
) Manual Diagndstico e
eletroconvulsoterapia . ) . ) ) .
. Estatistico de O polimorfismo VEGF 2578 C / A foi associado a
. (ECT) - 98 Pacientes com . . . - . .
Viikki, 2010 Transtornos Mentais, | depressdo resistente ao tratamento. O gendtipo CC foi mais VEGF 2578 C/ A

inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina
(ISRS) - 394 Controles

Quarta Edigédo (DSM-
V)

comum nos pacientes com ECT do que nos controles (p=0,015).

Tabela 1: Descri¢do dos estudos realizados sobre polimorfismos do VEGF relacionados a depresséo.
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1.5. METODOLOGIA

1.5.1 Delineamento

Este € um estudo transversal aninhado a um projeto de coorte, intitulado
“Transtornos neuropsiquiatricos maternos no ciclo gravidico-puerperal: deteccdo e
intervengdo precoce € suas consequéncias na triade familiar”, sob coordenagdo do
professor doutor Ricardo Tavares Pinheiro, financiado pela Fundacdo Bill e Melinda
Gates.

Atualmente, o presente projeto encontra-se em desenvolvimento, no qual a
primeira etapa do estudo foi encerrada com um N total de 1002 gestantes, captadas antes
das 24 semanas de gestacdo. A segunda etapa, realizada 2 meses apds a primeira,
completou um N atual de 694 gestantes, no entanto ainda sdo esperadas mais 180
gestantes para a avaliacdo. Logo, a terceira etapa do estudo, ja avaliou cerca de 500 maes,

3 meses apds o parto, contudo, ainda sdo previstas mais 280 avaliacdes.

1.5.2 Participantes
1.5.2.1 Captacdo da amostra

O processo de amostragem estd sendo realizado em multiplos estagios, tendo
setores censitarios delimitados pelo Instituto Brasileiro de Estatistica (IBGE) como
unidades amostrais primarias. Assim, foram listados 488 setores censitarios da zona
urbana da cidade de Pelotas de acordo com a malha do Censo de 2010 para o sorteio
sistematico de 244 setores (50% do total). Apds os moradores de todas as casas dos

setores sorteados, recebem uma visita (“bate¢do”) realizada por bolsistas treinados, para



41

a identificacdo dos domicilios com gestantes nas primeiras 24 semanas de gestacdo. E
estas serdo convidadas a participar da pesquisa.
1.5.2.2 Célculo amostral

O ndmero estimado de mulheres, entre os trés trimestres gestacionais, por setor
censitario é de 7,8, o0 que acarretaria uma amostra de 1.903 gestantes, porém a amostra é
composta apenas por mulheres no primeiro e segundo trimestre, assim a expectativa de
amostra final € em torno de 1.256 mulheres.

Dessas 1.256 gestantes, estima-se que 20% tenham diagnostico positivo para
transtorno depressivo maior (n=252), e que 25% apresentem riscos para depressdo maior

(n= 314), restando 691 gestantes para o grupo controle.

1.5.2.3 Critérios de inclusao

Estar gravida e no maximo na 24° semana de gestacao;

= Possuir entre 15 e 49 anos;

= Residir nos setores censitarios pré-estabelecidos na cidade de Pelotas, Rio Grande
do Sul, Brasil;

= Aceitar a aplicacdo dos instrumentos de classificacdo econémica, diagnostico e
severidade de sinais e sintomas de depressao maior;

= Aceitar a coleta de material biolégico;

= Gestantes do grupo caso - pré-natal deverao ser consideradas deprimidas segundo
0 modulo A do MINI, versédo plus (MINI - Plus) (Anexo X) apresentar valor de
pontuacédo para BDI-1l (Anexo X) igual ou maior que 15;

= Gestantes do grupo controle deverdo apresentar valor de pontuagédo para BDI-I1I

igual ou menor que 9;
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1.5.2.4 Critérios de excluséo

= N&o ser gestante;

= Estar com mais de 24 semanas de gestacao;

» Ter idade fora da faixa entre 15 e 49 anos;

= Nao residir nos setores censitarios pré-estabelecidos;

= Estar em tratamento psicoterapéutico ou farmacologico;

= Apresentar risco de suicidio;

= Fazer uso abusivo de alguma substancia psicoativa;

= Nao aceitar a aplicacdo dos instrumentos de classificacdo econémica, diagnoéstico
e severidade de sinais e sintomas de depressao maior;

» NA4o aceitar a coleta de material biol6gico.

1.5.3 Procedimentos e Instrumentos
1.5.3.1 Coleta de dados

A coleta de dados, para avaliacdo das maes, é prevista em trés momentos: o
primeiro, chamada 1a etapa, ou entrada, momento em que a gestante é identificada, antes
das 24 semanas gestacionais. O segundo, 2a etapa ou pos terapia, ocorre 2 meses apos a
primeira abordagem, de modo que as gestantes com risco para depressao maior e com
depressdo maior, ja tenham concluido o tratamento com psicoterapia, caso necessario. E
num terceiro momento, 3 meses apos o0 parto, chamada 3a etapa ou pds-natal. Ambas as

etapa sdo compostas de aplicacdo de questionarios, utilizando-se métodos e escalas
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previamente validados. As equipes de coleta de dados e de material biologico sdo
previamente treinadas.

Vale ressaltar que para todas as gestantes identificadas com depressdo, ou seja,
com os escores do BDI Il maiores ou iguais a 20, serdo ofertados dois modelos de terapia,
de modo randomizado — TCC e TCC em associacdo com terapia motivacional. A TCC
consistird em 6 sessdes semanais, com duracdo de 50 minutos cada e a TCC em
associacdo com a terapia motivacional consistird em 8 sessfes semanais, também com

duracdo de 50 minutos

1.5.3.2 Instrumentos para coleta de dados

Séo aplicados os seguintes instrumentos: MINI-Plus (Anexo A), BDI-II (Anexo
B) e uma adaptacdo do Critério de Classificacdo Econdmica Brasil do ano de 2015
(Anexo C). A MINI-Plus é aplicada para identificacdo diagnostica de transtorno
depressivo. Concomitantemente, o BDI-1l é aplicado para deteccdo de risco para
depressao ou depressdo. Pois, 0 instrumento prevé que serdo consideradas gestantes com
risco para depressdo maior ou depressao maior aquelas gestantes que pontuarem escores
igual ou maiores que 15. O Critério de Classificacdo Econdmica Brasil do ano de 2015 é
aplicado para determinar a classe social das gestantes participantes, seguindo o0s

procedimentos recomendados pela ABEP.

1.5.3.3 Coleta de material bioldgico
A coleta de material biolégico das gestantes para a extracdo de DNA total
acontece na etapa 1, concomitantemente a coleta de dados. As amostras de sangue total

sdo coletadas por pungdo venosa periférica no turno da manha entre 8:00 e 12:00 horas,
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e encaminhadas para o Laboratorio de Neurociéncias Clinicas (LANEC), da UCPel. O
sangue € centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos, em temperatura ambiente (18°C). Uma
vez encerrado o ciclo de centrifugacdo, o plasma fica suspenso, seguido de uma fina
camada de leucocitos, e ao fundo do tubo ficam depositadas as hemacias.
Subsequentemente, o0s leucocitos sdo armazenados em falcons de 15ml, e armazenadas

em geladeira para posterior extracdo de DNA.

1.5.3.4 Anélise dos polimorfismos

Apdbs a coleta do material biologico, o DNA total serd extraido a partir de
leucdcitos do sangue periférico utilizando-se 0 método descrito por Lahiri e Nurnberger
(1987). Posteriormente o DNA total sera quantificado por espectrofotometria e
armazenado a -20°C até se proceder a analise molecular. Os polimorfismos de VEGF
rs4416670, rs2010963 e rs10434 serdo genotipados utilizando ensaios de discriminacao
alélica por PCR em tempo real no termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System
(Anexo D)(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Primers e sondas do tipo
TagMan MGB serdo designados utilizando-se o software Primer Express v3.0 e a
sequéncia consenso do gene obtida a partir do GeneBank (www.ncbi.nlm.nih). As reacdes
de PCR serdo realizadas utilizando-se o tampdo TagMan Genotyping Master Mix
(Applied Biosystems), 900 nmol/l de cada primer, 200 nmol/I de cada sonda (VIC e FAM)
e 2 ng de DNA, conforme determinagéo do fabricante. Os resultados serdo analisados no

software System Sequence Detection v.1.4 (Applied Biosystems).

1.5.4 Anélise de dados
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O processamento dos dados sera realizado através de dupla entrada no programa
Epi-Info 6.04d com checagem automatica no momento da digitacdo. Além disso, sera
testado no mesmo software inconsisténcias de digitacdo comparando as duas entradas de
dados. Para o tratamento estatistico dos dados sera utilizado o programa SPSS13. Para a
comparacao de variaveis continuas com distribuicdo normal entre os grupos de pacientes
serdo utilizados o teste t de Student ou anélise da variancia (ANOVA), e o teste do qui-
quadrado para a comparagao entre variaveis normais. Para a analise da interacdo entre 0s
fatores sera realizado o teste do modelo linear geral. Valores de p < 0,05 serdo

considerados estatisticamente significativos.

1.5.5 Aspectos éticos

O desenvolvimento desta dissertacdo esta aninhado a um projeto maior, intitulado
“Transtornos neuropsiquiatricos maternos no ciclo gravidico-puerperal: deteccdo e
intervengdo precoce e suas consequéncias na triade familiar”, previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UCPel, sob o nimero de protocolo 1.729.653.
Assim, seguem em anexo a Carta de Aceite da Instituicdo (Anexo E), bem como o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para gestantes maiores (Anexo F) e

menores de idade (Anexo G).
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Atividades

Semestres/Ano

1/
2016

2/
2016

1/
2017

2/
2017

1/
2018

2/
2018

1/
2019

2/
2019

Estudo piloto do

campo

Captacéo de

participantes

Revisdo de

literatura

Qualificagédo do

projeto

Estudo piloto da
genotipagem dos

polimorfismos

Anélise dos

genotipos

Redacdo do artigo 1

Submissdo do artigo
1

Apresentacdo dos
resultados finais em

eventos cientificos

Defesa

Tabela 2: Cronograma de atividades a serem realizadas.
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Valor Valor total
Materiais unitario | Quantidade (R$)
(R$)
Reagentes e materiais de consumo para i
extracio do DNA. 2.491,00 2.491,00
Master Mix 3.492,00 1 3.492,00
Primers 1.245,00 4 4.980,00
Material de consurr;garl)ara PCR em tempo 1.500,00 i 1.500,00
Total R$12.463,00

Tabela 3: Orgcamento de material para extracdo do DNA e genotipagem dos polimorfismos.
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Abstract

Background: With the onset of pregnancy, profound anatomical and physiological
changes affect virtually all organs in the mother’s body. These changes are mainly
induced to meet the complex demands of fetal development and protection and to prepare
the maternal organism for parturition. MicroRNAs are small non-coding endogenous
molecules capable of regulating gene expression in the post-transcriptional period and
have been recently studied in order to better comprehend the physiological and
pathological conditions of pregnancy. In this sense, the identification of the rs6505162
single nucleotide polymorphism (SNP) is also emphasized. The rs6505162 SNP is located
in pre-microRNA-423 and maps to 17g11.2, with a nucleotide change from C to A. This
polymorphism has been considered functional, regulating levels microRNA-423
expression. Thus, this study aimed to evaluate the association between rs6505162 SNP
and microRNAs (microRNA-423-5p and microRNA-221-3p) expression in pregnancy.
Methods: Our sample included 173 pregnant. Questionnaires with socio demographic
questions were applied to characterize the sample. And rs6505162 SNP genotyping were
evaluated by real time PCR. MicroRNA-423-5p, microRNA-221-3p expression were
evaluated by quantitative PCR. Bioinformatics analysis was performing using the
DIANA Tools software, mirPath v.3. Results: Our results shows an association between
the CC genotype and microRNA-221-3p (p = 0.015), as well as with allele C and
microRNA-423-5p (p = 0.037) and microRNA-221-3p (p = 0.025). The association was
maintained after the adjusted linear regression analysis. The C allele carriers have higher
levels of microRNA-423-5p and microRNA-221-3p expression in the blood serum. The
correlation analysis showed a positive correlation between the microRNAs (p = 0.0001).

The bioinformatics analysis revealed the estrogen signaling pathway (p = 0.002), and the



57

Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase (RAF1) gene. Conclusions: In
conclusion, our results show that the rs6505162 SNP influences the peripheral blood
expression of microRNA-423-5p and microRNA-221-3p, and that both microRNAS
expression are positively correlated in pregnancy. Thus, this SNP and microRNAs
interaction could represent an important study target to seek biomarker for physiological

and pathological conditions.
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Introduction

With the onset of pregnancy, profound anatomical and physiological changes
affect virtually all organs in the mother’s body (Foo, Collins et al. 2017). These changes
are mainly induced to meet the complex demands of fetal development and protection
and to prepare the maternal organism for parturition. Changes start early in pregnancy
and peak during the second trimester, after which they may remain constant or decrease
towards term. Thus, pregnancy is a complex physiological process, and well-being
depends on the establishment and maintenance of an appropriate maternal-fetal interface
(Dallmann, Ince et al. 2017).

MicroRNAs are characterized as small non-coding endogenous molecules capable
of regulating gene expression in the post-transcriptional period (Hinske, Galante et al.
2010). MicroRNAs have been recently studied in order to better comprehend the
physiological and pathological conditions of pregnancy (Bidarimath, Khalaj et al. 2014,
Floris, Kraft et al. 2016). Several studies have associated microRNA expression with
adverse pregnancy events such as early pregnancy loss (Hosseini, Gunel et al. 2018),
intrauterine growth restriction, preeclampsia (Hromadnikova, Kotlabova et al. 2016) and
diabetes mellitus (Cao, Jia et al. 2017).

Single nucleotide polymorphisms (SNPs), which are single-base variations in
DNA structure (Baine and Hui 2019), can provide greater insight in physiological and
pathological conditions in pregnancy. MicroRNA SNPs in the pri-microRNAs and pre-
microRNAs have shown to affect microRNA biogenesis and thus changing the mature
microRNA expression levels. Other microRNA SNPs have shown the capacity to affect
microRNA's ability to recognize their mRNA target sequences or influence microRNA —

target duplex formation. Therefore microRNAs SNP could influence microRNAs activity
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modulating different outcomes in pregnancy (Sun, Yan et al. 2009, Kréliczewski,
Sobolewska et al. 2018).

The rs6505162 SNP is located in pre-microRNA-423 and maps to 17g11.2, with
a nucleotide change from C to A (Braza-Boils, Mari-Alexandre et al. 2014, Amin-
Beidokhti, Mirfakhraie et al. 2017). This polymorphism has been considered functional,
regulating microRNA-423 expression (Su, Hu et al. 2015). Studies have associated the
rs6505162 SNP with cancer susceptibility (Chen, Zheng et al. 2017), susceptibility to
coronary artery disease (Jha, Mir et al. 2019), recurrent pregnancy loss (Su, Hu et al.
2015), among others. However, to date no study has related the rs6505162 SNP with
microRNA-423-5p expression in pregnancy. Thus, this study aimed to evaluate the
association between rs6505162 SNP and microRNAs (microRNA-423-5p and

microRNA-221-3p) expression in pregnancy.

Materials and Methods
Study design

This cross-sectional study consisted of 173 individuals aged between 15 and 49
years, enrolled from a population-based study carried out in the urban area of the city of
Pelotas, Southern Brazil, between April 2016 to December 2018. Sample selection was
performed by multistage clusters, considering a population of 343.651 individuals in the
current census of 488 sectors. To ensure the necessary sample inclusion, 244 census-
based sectors were systematically drawn.

Women living in this sectors with up to 24 weeks of gestation were invited to
participate, and answered a standard questionnaire to collect sociodemographic

information, life style and comorbidities. After 60 days the pregnant women went through
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a second stage of the study, performed ultrasound and answered a standard questionnaire
to collect sociodemographic information, life style and comorbidities. We used a
sociodemographic and economic questionnaire considering the following variables of the
second stage of study: age, education, socioeconomic status and living with a partner. The
Brazilian Association of Research Companies criteria was used to assess the
socioeconomic status of families. This classification is based on the accumulation of
material wealth and schooling of household head and others, classifying the subjects into
five levels (A, B, C, D and E) in which the highest-income level is “A” and the lowest is
“E”.
Blood sample collection and processing

Blood samples (15 mL) were obtained by venipuncture and divided into plasma
(5 mL) and serum (10 mL). The plasma blood was immediately centrifuged at 3500 rpm
for 15 min at 18°C and the leukocytes transferred to tubes and stored at —20°C until
genotyping analysis. The serum blood was immediately centrifuged at 3000 g for 10 min
at 4°C and the supernatant was transferred to RNase/DNase-free tubes and stored at —
80°C microRNA analysis.
Genotyping

A method described by Lahiri and Nurnberger (1987) was used for DNA
extraction from leukocytes. After DNA quantification was performed in a nanodrop
(brand), normalized to 10ng/ul and stored at -20° C until use. The rs6505162 SNP
genotyping was performed using the TagMan SNP genotyping test (Thermo Fisher
Scientific). For the gPCR reaction, 2.5ul TagMan Master Mix Genotyping (Thermo
Fisher Scientific), 0.25ul TagMan Primer Probe (c_ 11613678 10, Thermo Fisher

Scientific), 1.25ul Ultra-Pure Water and 1l of genomic DNA was used for a final volume
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of 5ul. The standardized PCR program for TagMan assays was performed on a 7500 Fast
Real-time PCR Systems (Applied Biosystems). Genotyping results were analyzed with
7500 Software v.2.3 (Applied Biosystems).
MicroRNA expression analysis

Total RNA was extracted from serum using a mirVana PARIS kit (Thermo Fisher
Scientific) according to the manufacturer’s protocol. The RNA was reverse transcribed
to cDNA using TagMan MicroRNA Assays (Thermo Fisher Scientific) according to the
manufacturer’s protocol. Quantitative PCR was performed using a TagMan Fast
Advanced Master Mix kit (Thermo Fisher Scientific). Thermal cycling was conducted
according to the manufacturer’s recommended program, and all experiments were
performed in duplicate. The TagMan MicroRNA Assays used in this study and their
Tagman assay IDs are as follows: hsa-microRNA-432-5p (TagMan assay 1D: 477848),
has-microRNA-221-3p (TagMan assay ID: 477981). The CT values were normalized
according to the delta Ct method with the endogenous controls (microRNA-17-5p), our
results showed that the Ct value of microRNA-17-5p in pregnant women are very stable
(data no shown). To determine the corresponding ACT value, the CT value of the target
gene microRNAs was subtracted from the microRNA-17-5p CT value to normalize the
values.
Bioinformatics analysis

The microRNA-423-5p and microRNA-221-3p were inserted in the DIANA
Tools software, mirPath v.3. The interaction dataset TarBase v7.0 and the pathway
intersection were used. The microRNA functional analyses were performed in real-time
using Kyoto Encyclopedia of Genes and Genoma (KEGG).

Statistical analysis
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Allelic frequencies were determined by gene counting and departures from the
Hardy-Weinberg equilibrium were verified using X-tests. Comparisons of allelic and
genotypic frequencies among levels microRNA-423-5p and microRNA-221-3p
expression were evaluated using X?-tests or One-Way ANOVA, as appropriated. A
correlation analysis between the variables was performed by the Pearson Correlation.
Linear regression of levels microRNA-423-5p and microRNA-221-3p expression was
used for all variables with a p-value<0.20 when associated with exposure and outcome.
We considered associations with a p-value<0.05 to be statistically significant. For the
bioinformatics analysis the Fisher’s Exact Test was used with a p-value threshold of 0.05.

Ethical aspects
This study was approved by the Catholic University of Pelotas (UCPel) Ethics

Committee (protocol 1.729.653). The subjects signed a informed consent statement for

the analysis and anonymous publication of the research findings.

Results

A total of 173 pregnant women between second and third trimester of pregnancy.
Table 1 shows the samples overall distribution. The genotypes were in agreement with
those predicted by the Hardy-Weinberg equilibrium for the rs6505162 SNP (p > 0.05),
and the heterozygote allele was the most prevalent (48.5%).

Table 2 presents the association between the rs6505162 SNP genotypes and alleles
and microRNAs. Result shows an association between the CC genotype and microRNA-
221-3p (p = 0.015), as well as with allele C and microRNA-423-5p (p = 0.037) and
microRNA-221-3p (p = 0.025). Thus, the C allele carriers have higher levels of

microRNA-423-5p and microRNA-221-3p expression in the blood serum.
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Table 1
Sample distribution according to socio-demographic characteristics and genetics variables in
pregnant women in the city of Pelotas.

Variables N/ Mean % [ +SD
Age (n=173)
<23 years 45 26
24 — 29 years 68 39.3
> 30 years 60 34.7
Education (n=173)
Between 0 and 3 years 5 2.9
Between 4 and 7 years 23 13.3
Between 8 and 10 years 41 23.7
More than 11 years 104 60.1
Socioeconomic status (n=170)
A+B 36 21.2
C 111 65.3
D+E 23 135
Lives with partner (n=173)
No 29 16.8
Yes 144 83.2
Genotypes (n=169)
AA 53 314
AC 82 485
CcC 34 20.1
Alleles (n=169)
CC/AC 116 68.6
AA 53 314
Gestational Age Fetal Biometry (weeks) (n=162) 27.60 +5.67

Table 3 shows the correlation analysis between microRNA-423-5p and
microRNA-221-3p. A positive correlation was found between the microRNAS
(p=0.0001). MicroRNA-423-5p and microRNA-221-3p did not correlate with gestational

age fetal biometry (weeks) determined by ultrasound.

Table 2
Association between microRNA423-5p and microRNA221-3p expression and rs6505162 SNP
genotypes and alleles.
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Genotypes Alleles
Variables AA AC CC p CC/IAC AA p
(n=48) (n=70) (n=32) value (n=102) (n=48) value
Média (+5D) Média (+SD)
MIcroRNA-423-3p 69 (193)  133(141)  148(1.19) 0990 1.37(L34) 0.89(L23) 0.037*
expression
MIcroRNA-221-3p 54 (139) .016(132) 037(1.38) 0015% 0.01(L36) -0.54(1.39) 0.025*
expression
Table 3

Correlation analysis between miR221-3p and miR423-5p.

MicroRNA-221-3 Expression

MicroRNA-423-5p Expression

Variables
Pearson Value Pearson Value
Correlation P Correlation P
MicroRNA-221-3p Expression 1 -
MicroRNA-423-5p Expression 0.530 0.0001* 1 -
Gestational Age Fetal Biometry (weeks) 0.095 0.251 -0.105 0.201

The adjusted linear regression analysis, after correction for possible confounders

factors, showed association between the microRNA-423-5p and microRNA-221-3p

expression with the C allele (p=0.025) (Table 4).
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The bioinformatics analysis revealed the estrogen signaling pathway as the
statistically significant intersection pathways of microRNA-221-3p and microRNA-423-
5p (p = 0.002). In addition, twenty-two target genes of microRNA-221-3p and
microRNA-423-5p were identified in this pathway, where the Raf-1 proto-oncogene,

serine/threonine kinase (RAF1) gene was present in both microRNAs.

Estrogen signaling pathway (hsa04915) p = 0.002*

GABBRI1
CALM3
CREB3L2 ;
FOS  GNADR CAER
GRB2 GNAS
ATF2 ESRI RAF1 MAPK3 SHC1
ADCY6 CREBI
ATF4 HSP90B1
PRKACA i
SP1 SOS1
SRC
Gene intersection
Hsa- miR- 221-3p Hsa- miR- 423-5p

Figure 1: The target genes of microRNA-221-3p and microRNA-423-5p in the estrogen
signaling pathway.
Discussion

Overall, our results show that the rs6505162 SNP influences the peripheral blood
of microRNA-423-5p and microRNA-221-3p expression. We found a significant
association between microRNA-221-5p and the CC genotype, as well as with the C allele
and microRNA-423-5p and microRNA-221-3p. Thus, C allele carriers present higher of
microRNA-423-5p and microRNA-221-3p expression in the blood serum. In this sense,

studies have demonstrated that the rs6505162 SNP is located in the promote region of the
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MIR423 gene (Su, Hu et al. 2015). Although studies have shown strong association
between the rs6505162 SNP with microRNA-423-5p (Su, Hu et al. 2015, Chen, Zheng et
al. 2017, Jha, Mir et al. 2019), no association has been established with microRNA-221-
3p. Therefore, we used a correlation analysis to verify if the levels microRNA-423-5p
and microRNA-221-3p expression were related. A positive correlation was found
between both microRNAs, thus one can assume that the rs6505162 SNP regulates
microRNA-423-5p expression, which influences the expression of microRNA-221-3p.
Therefore, it is possible that rs6505162 SNP could modulate microRNA-221-3p
expression indirectly. These results show an interesting relation between the microRNA-
423-5p and microRNA-221-3p, which should be more carefully evaluated in further
studies.

In order to further investigate the relationship between miR-221-3p and miR-423-
5p, we explored the intersection signaling pathways between both microRNAs by
bioinformatics analysis, and found the estrogen signaling pathway as statistical
significant. Indeed the literature has consistently shown a fundamental role of this
pathway in pregnancy, both in physiological and pathological conditions (Dallmann, Ince
et al. 2017). However, the scientific data is scarce regarding the estrogen pathway and
microRNA-423-5p and microRNA-221-3p. It has been shown that the microRNA-221
could negatively regulate the estrogen receptor-o by interacting directly with the 3'-
untranslated region (3'UTR) (Chen, Tang et al. 2015), modulating the effect of estrogen
(Sheng, Yuan et al. 2018).

Additionally, the RAF1 gene was identified as a target gene for both microRNAs
in the estrogen signaling pathway. RAF1 is a member of the RAF kinase family of

serine/threonine specific protein kinases, which is encoded by the RAF1 gene. RAF1 is
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the major component of the ERK pathway (official symbol of the MAPK1 gene).
Activated MAPK1 pleiotropic functions include regulation of genes involved in cell cycle
division, apoptosis, cell differentiation and cell migration (Roskoski 2012). In this sense,
Lappas et al (2016) demonstrated that RAF1 expression is altered in the myometrium,
and its regulation may constitute a useful therapeutic target for premature labor (Lappas
2016). In addition, studies have shown that the MAPK signaling pathway can be
modulated by microRNA-221-3p (Dali, Li et al. 2010, Zhang, Mao et al. 2013), however
the literature is still incipient.

Thus the association between rs6505162 SNP, microRNA-423-5p and
microRNA-221-3p in pregnant women identified in our study, could represent an
important biomarker in different maternal-fetal outcomes. In this sense, Timofeeva et al
(2018) showed an association between microRNA-423-5p expression (in the blood
plasma) and preeclampsia before clinical manifestation, suggesting this microRNA as a
potential biomarker candidate (Timofeeva, Gusar et al. 2018). Additionally, a recent
study identified a postpartum profile of microRNAs in the peripheral blood of patients
with prior exposure to gestational hypertension, and the microRNA-221-3p showed
statistically significant difference with the outcome (Hromadnikova, Kotlabova et al.
2016). Finally, other pathologies such unexplained recurrent spontaneous abortion (Qin,
Tang et al. 2016), fetal growth restriction (Hromadnikova, Kotlabova et al. 2016) have
been associated with the microRNA-423-5p and microRNA-221-3p expression,
respectively.

In conclusion, our results show that the rs6505162 SNP influences the peripheral
blood of microRNA-423-5p and microRNA-221-3p expression, and that both

microRNASs expression are positively correlated with gestational period. Thus, this SNP
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and microRNAs interaction could represent an important study target to seek biomarker
for physiological and pathological conditions. Especially regarding the risk of adverse
effects on pregnancy such as preeclampsia, intrauterine growth restriction and premature

bith.
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Anexo A: Carta de aprovacao do comité de ética da instituicéo.

UNIVERSIDADE CATOLICA DE
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avaliadas apbs 60 da primeira intervengldo com as gestantes ¢ 80 dias apbs o parto. O questiondrio gue
sord empregado estd incluido na documentagiio do projeto presenta na Plataforma Brasil,

Cantinuogdo do Parecer 1700 454

2) Avaliar & salislaglo e as atitudes das gestantes com relagdo & imagem corporal, especiaimente no que
diz mspeltto ap ganho do peso durante a gestagao. 08 dadoes serio colotades apes 60 dias da primelra
avaliagao com as gestantes e 90 dias apds o parto atraveés de uma escala denominada “Escala de Atitudes
em Helagdo ao Ganho de Peso na Gestagdo';

3) Avaliar o reflexo vermelho no fundo do olho dos bebés. Esta avalingao & decorréncia direta da realizagao
do teste ¢o olhinho”, que & preconizado pelo Ministé o da Salde, O teste serd realizado por estudantes de
medicina devidamoento treinados para esta finalidade, sob acompanhamento de médico da drea;

4) Avaliar o desenvolvimento da morfologia fetal, a movimentagdo do concepto ¢ avaliagio do liquido
amnidtico atravds do ocografia obstétrica no segundo trimeatre da gravidez, Esto procedimonto de rotina
ndo agrega riscos a mie e nem ao bebé, sendo inclusive oportuna sua realizagio sistem atica,

Objetivo da Pesquisa:

Avallar a eficacia de Intervengles terapbuticas para provenir @ tratar a depresso gostacional e do pos-
parto, e concomituntemente identificar marcadores biolégicos intimamente relacionsdos sos transtomos
psiquiatricos, visando o desenvolvimento de um conjunto de testes que crie uma alternativa mais eficaz para
a prevenglo, diagnostico e tratamento da depressdo gestacional @ pos-pano ¢ da saGde da crianga,

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

NAo ha riscos potencials envolvidos tendo as vista & abordagem conslderada quando da aplicagdo dos
instrumentais previstos no projeto. Por sua vez, os beneficios sfo amplos, abrangendo a prevengio,
dlagndstico @ o tratamento da TOM de maneira mals abrngente, bem como a salde do bebé. Todas as
investigagbes estio acompanhadas dos respectivos procedimentos de orientagio e o respectivo tratamento
dag pessoas envolvidas, QUAndo Necessdrio.

0O adendo que esta sendo avaliado objetiva a ealizagio de quatio medidas que Nio estavam pevistas no
projeto. Nenhuma delas gera risco para mée ou bebe, sendo duas delas
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Corireigio da Parscer: 1720680

rolineiramente preconizadas no acompanhamento pre e pernatal. O principio da benoficéncia o forlalecido
com a garantia ge realizagfo cestas medidas preconizadas, as quais nem sempre efetivagas pelo SUS em
termpo habil.

0 TGLE empregado no projeto faz parte da dooumentagao fornenida e as quatm medidns incluidas |4 estao
cobetas pelo carater amplo do mesmo,

Comentdrios @ Consideragtes sobre a Pesquisa:

A poaquisa se cameteriza por signiftieativa miavancia, tanto pela modernidade @ iImportincia das medidas
previstas, como tambem pelo o objetive de crar instrumentos mais eficazes para lidar com a TOM e a sade
to bebé.

Consideragbes sobre os Termos de apreseniag o obrigatdria:

Os termos de apresentagao obrigatona foram contemplados na documentagao do pmjeto e estan de acordo
com o meomendado,

Recomendag des:

Niio hil recomendagios,

Conclustes ou Pendéncias e Lisla de Inadequaghes:

O projeto & atual, de grande significado social & com objetivos relevantes.

Consideragaas Finais a critdrio do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:
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192025
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UNIVERSIDADE CATOLICA DE PELOTAS
CENTRO DE CIENCIAS DA VIDA E DASUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAOD EM SAUDE E COMPOR TAMENTO
TERM O DE CONSEN TIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAD:
Pesquisador Responsavel: Ficardo Tavares Finheiro
Contatos:E-mail: gravidezcuidadabebesaudavel @gmail com; Telefones: (53)2128-8246

Vocé esta sendo convidada a participar como voluntaria e autorizar a participagdo de seu hehé, da pesquisa
“Transtornos neuropsiquiatricos maternos no ciclo gravidico-puerperal: detecgio e intervencio precoce e suas
consequéncias na triade familiar .

OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

Avaliar a eficacia de intervengdes terapfuticas para prevenir e tratar a depressiio gestacional e do pds-parto, e
identificar fatores que possam estar alterados no sangue e que se relacionem aos transtornos psiquidtricos. Dessa forma
procura-se uma alternativa mais eficaz para a prevencio, dagndstico e tratamento da depressio gestacional, pds-parto e
dodesenvolvimento da crianga.

PROCEDIMENTOS

Voo sera avaliada por testes psicoldgicos e sera coletada pequena amostra de sangue da veia do zeu brago no
primeiro e segundo trimestre da gestagfo, assim como noventa dias apds o nasciments do seu bebE Mesta ocasifio também
serd realizada avaliagfo sobre o desenvelwimento do seu beb# e coleta de pequena quantidade de saliva dele. Apds as
mulheres que apresentarem risco ou depressfio serfio dividas em dois grupos de psicoterapia.

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS:

Sera utilizado material totalmente descartavel evitando riscos de contaminaciio e a coleta realizada por equipe

treinada. Em caso de vermelln ddo ou desconforto local, vood pode entrar em contato a qual quer momento com o pessoal de
fossa equipe.
& participagfo no estude pode trazer riscos ao perceber que apresenta depressfo gestacional efou pés-parto, assim como na
coleta do sangue Sobre saber que apresenta depressfio ou nsco para depressfo, isso podera lhe trazer o beneficio de ser
tratada pela equipe da pesquisa. O sangue e a saliva do bebE ficarfo armarzenados em freezer para analises clinicas
posteriores.

GARANTIA DE ESCLARECIMENT O, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SEGREDO:

Wook zera esclarecida sobre a pesquisa em qual quer aspects que desejar e & livre para recusar sua participacio ou de
seu filho(a), assim como interromper a participagio a qual quer momento. A participagio € voluntariae a recusa em participar
nio lhe trard qual quer prejuizo. Oz pesquisadores irdo tratar a sua identi dade em zegredo. Uma cépia deste consentimento
informade serd arquivada com o responsavel pela pesquisa e outra sera fornecida a vocd.

CUSTOS DA PARTICTPACAQ E RESSARCTMENTO:

A particdpacio no estudo nio lhe trard despesas, mas também nfo havera nenhum tipo de pagamento.

Eu, , fui inform ada dos objetivos da pesquisa acima de maneira
clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Declaro gue concor do em particip ar deste estudo.

Declaro também aceitar que m ew'minha filho(a) participe da avaliagio.
Pelotas, de de 201

Aszinatura Entrevistader(a) Assinatura da Participante
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Anexo B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para gestantes maiores de idade.
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Anexo C: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para gestantes menores de idade
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UNIVERSIDADE CATOLICA DE PELOTAS
CENTRO DE CIENCIAS DA VIDA E DASUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAOD EM SAUDE E COMPOR TAMENTO
TERM O DE CONSEN TIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAD:
Pesquisador Responsavel: Ficardo Tavares Finheiro
Contatos:E-mail: gravidezcuidadabebesaudavel @gmail com; Telefones: (53)2128-8246

Eu, , na condigdo de ,
autorizo , participacio como voluntaria, assim
como a de sen hebh& na pesquisa “Transtornos neuropsiquiatricos maternos no ciclo gravidico-puerperal: detecgio e
intervencio precoce e suas consequéncias na triade familiar”™.

OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

Avaliar a eficacia de intervengdes terapfuticas para prevenir e tratar a depressiio gestacional e do pds-parto, e
1dentificar fatores que possam estar alterados no sangue e que se relacionem aos transtormnos psiquatricos. Dessa forma
procura-se uma alternativa mais eficaz para a prevencio, dagndstico e tratamento da depressfo gestacional, pésparto e
dodesenvolvimento da crianga.

PROCEDIMENTOS

Voo sera avaliada por testes psicoldgicos e sera coletada pequena amostra de sangue da veia do zeu brago no
primeiro e segundo trimestre da gestagfo, assim como noventa dias apds o nasciments do seu bebE Mesta ocasifio também
sera realizada avaliagio sobre o desenvolwimento do seu beb# e coleta de pequena quantidade de saliva dele. Apds as
mulheres que apresentarem risco ou depressio serfio dividas em dois grupos de psicoterapia.

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS:

Zerd utlizade material totalmente descartivel evitando rizcos de contaminagfo e a coleta realizada por equipe

treinada. Em caso de vermell dio ou desconforto local, vock pode entrar em contato a qualequer momento com o pessoal de
fossa equipe.
& participagfo no estude pode trazer riscos ao perceber que apresenta depressfo gestacional efou pés-parto, assim como na
coleta do sangue Sobre saber que apresenta depressfio ou nsco para depressfo, isso podera lhe trazer o beneficio de ser
tratada pela equipe da pesquisa. O sangue e a saliva do bebE ficarfo armarzenados em freezer para analizes clinicas
posteriores.

GARANTIA DE ESCLARECIMENT O, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SEGREDO:

Wock sera esclarecida sobre a pesquisa em qualcuer aspecto que desejar e é livre para recusar sua parficipagio ou de
seu filhola), assim como interromper a parti cipagio a qual quer momento. & participagio ¢ voluntania e a recusa em participar
nio lhe trard qual quer prejuizo. Oz pesquisadores irdo tratar a sua identi dade em zegredo. Uma cépia deste consentimento
informade serd arquivada com o responsavel pela pesquisa e outra sera fornecida a vocd.

CUSTOS DA PARTICIPACAO E RESSARCIMENTO:
A particdpacio no estudo nio lhe trard despesas, mas também nfo havera nenhum tipo de pagamento.

Eu, , fui informado(a) dos ohjetivos da pesguisa acima de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Declaro gue autorizo e concordo com a participagio de
jmeste estudo, assim como sew'sua filho({a)

participem da avaliag&o.

Pelotas,  de de 201_.

Assinatura Entrevistador(a) Assinatura do Eesponsavel
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Anexo D: Sistema de pontos para averiguacdo da classe social, segundo o Critério de
Classificagdo Econdmica - Brasil, do ano de 2015.

- Variaveis
Quantidade
0|12 3 4ou+
Banheiros 0|3 ]|7]10 14
Empregados domésticos 013|710 13
Automoveis 0|3|5] 8 11
Microcomputadores 0|3 |6 8 11
Lava louca 0|3 |6]| 6 6
Geladeira 02 |3]5 5
Freezer 012 |4] 6 6
Lava roupa 0|2 4]6 6
DVD 0|1|3] 4 6
Micro-ondas 02 |4 4 4
Motocicleta 01 |3] 3 3
Secadora de roupa 0|22 2 2

- Grau de instrugdo do chefe de familia

Escolaridade da pessoa de referéncia
Analfabeto / Fundamental | incompleto
Fundamental | completo / Fundamental 1l incompleto
Fundamental 11 completo / Médio incompleto
Médio completo / Superior incompleto
Superior completo

NP INERO

- Acesso a servicos publicos

Servicgos publicos

Nao Sim
Agua encanada 0 4
Rua pavimentada 0 2
- Cortes do Critério Brasil 2015

Classe Pontos
A 45 - 100
Bl 38-44
B2 29 - 37
C1 23 -28
C2 17 - 22




- Estimativa para a Renda Média Domiciliar para os estratos do Critério Brasil 2015

Estrato Sécio

Renda Média Domiciliar

Econbmico
A 20.272,56
B1 8.695,88
B2 4.427,36
C1 2.409,01
C2 1.446,24
D-E 639,78
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