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RESUMO

O desmame precoce é um tipo de estresse precoce que esta associado com
alteracdes do comportamento alimentar. Apesar disso, pouco se sabe a respeito dos
mecanismos moleculares e epigenéticos dentro desse contexto. Adicionalmente, a
comunidade cientifica tem langado esfor¢os para encontrar estratégias de prevengao
de problemas do desenvolvimento associados ao estresse precoce. Neste contexto,
a utilizacao terapéutica de microRNAs tem se destacado. Desta forma, este estudo
buscou avaliar os efeitos do desmame precoce sobre pardmetros comportamentais,
moleculares e epigenéticos do controle do comportamento alimentar, além do possivel
efeito preventivo da suplementacao pds-natal aguda com miR-320-3p e miR-375-3p.
Para isto, dois desenhos experimentais foram elaborados. No primeiro, foram
utilizados ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao desmame regular (D30) ou
precoce (D15). Entre 250 a 300 dias de vida, estes animais tiveram avaliados a sua
massa corporal, ingestao alimentar de 24h, por fases do ciclo circadiano, em resposta
a privacao alimentar e de alimento palatavel. Além disso, foram avaliados o peso do
figado, da gordura abdominal, niveis séricos de triglicerideos, colesterol total, glicose
e expressao génica de SERT, 5HT1B, 5HT2C, DRD1, DRD2, NPY e POMC no
hipotdlamo e tronco encefalico através de PCR em tempo real. No segundo
experimento, ratos Sprague-Dawley knock-in para GFP na regido promotora da CCK
foram submetidos ao desmame regular (D30) ou precoce (D15), além de terem
recebido suplementagdo oral de miR-320-3p (D30 e D15) ou miR-375-3p (D30)
embebidos em DOSP no dia pds-natal 12. Aos 45 dias de vida, animais de ambos os
sexos foram eutanasiados e foram coletados o hipotalamo, hipocampo e tronco
encefalico, onde foi avaliada através de PCR em tempo real a expressao dos genes
SERT, 5HT1B, 5HT2C, DRD1, DRD2, CLOCK, BMAL1, PER1, PER2, GFP e CCK, e
dos microRNAs miR-375-3p, miR-320-3p, miR-132-3p, miR-504 e miR-16-5p. O
desmame precoce promoveu hiperfagia e aumento de ingestao de alimento palatavel
em machos, porém hipofagia em fémeas. A expressao de 5HT1B, 5HT2C, SERT,
DRD1 e DRD2 foi aumentada no tronco encefalico dos machos, além de no
hipotalamo serem observados elevada expressao de SERT e DRD1 e expressao
diminuida de 5HT1B e POMC. Apesar de na maioria dos casos os efeitos da
suplementacdo de miR-320-3p exercer efeitos semelhantes ao desmame precoce,

esta preveniu efeitos do desmame precoce sobre o aumento de miR-16-5p no



hipotalamo de fémeas, aumento de DRD1 no tronco encefalico de machos e aumento
de CLOCK no hipocampo de fémeas. A suplementacdo de miR-375-3p aumentou a
expressao de miR-320-3p no hipotalamo; reduziu a expressao de todos os mRNAs
avaliados no hipotalamo, exceto DRD1 e CCK; e reduziu a expressao de 5HT1B,
5HT2C, DRD1, CLOCK, BMAL1, PER1 e PER2 e CCK no hipocampo de fémeas e de
CCK no hipocampo de machos. Assim, concluimos que o desmame precoce altera o
comportamento alimentar e a expressao de componentes dos sistemas serotonérgico
e dopaminérgico em longo prazo. Adicionalmente, a suplementagao de miR-320-3p e
miR-375-3 apresentou resultados promissores como estratégia de prevencdo as
modificagcdes promovidas pelo desmame precoce, apesar de também apresentar

resultados semelhantes ao desmame precoce.

Palavras-chave: Comportamento alimentar. Desmame precoce. Dopamina;

MicroRNA; Serotonina.



ABSTRACT

Early weaning is a type of early stress that is associated with changes in eating
behavior. Despite this, little is known about the molecular and epigenetic mechanisms
within this context. Additionally, the scientific community has launched efforts to find
strategies for preventing developmental problems associated with early stress. In this
context, the therapeutic use of microRNAs has stood out. Thus, this study sought to
evaluate the effects of early weaning on behavioral, molecular and epigenetic
parameters of the central control of eating behavior, in addition to the possible
preventive effect of acute postnatal supplementation with miR-320-3p and miR-375-
3p. For this, two experimental designs were elaborated. In the first, male and female
Wistar rats submitted to regular (D30) or early (D15) weaning were used. Between 250
and 300 days of life, these animals had their body mass, food intake of 24 hours, by
phases of the circadian cycle, in response to food deprivation and palatable food
evaluated. In addition, we measured the liver weight, abdominal fat weight, serum
triglyceride levels, total cholesterol, serum glucose, and gene expression of SERT,
5HT1B, 5HT2C, DRD1, DRD2, NPY and POMC in the hypothalamus and brain stem
were evaluated using Real-time PCR. In the second experiment, Sprague-Dawley rats
knock-in for GFP in the CCK promoter region were submitted to regular (D30) or early
(D15) weaning, in addition to receiving oral supplementation of miR-320-3p (D30 and
D15) or miR-375-3p (D30) soaked in DOSP on the postnatal day 12. At 45 days of age
the animals were euthanized and the hypothalamus, hippocampus and brain stem
were collected, where gene expression was evaluated using RT-PCR for SERT,
5HT1B, 5HT2C, DRD1, DRD2, CLOCK, BMAL1, PER1, PER2, GFP and CCK, and
the microRNAs miR-375-3p, miR-320-3p, miR-132-3p, miR-504 and miR-16-5p. Early
weaning promoted hyperphagia and increased palatable food intake in males, but
hypophagia in females. The expression of 5SHT1B, 5HT2C, SERT, DRD1 and DRD2
was increased in the male brain stem, in addition to the high levels of SERT and DRD1
and decreased expression of 5HT1B and POMC in the hypothalamus. Although in
most cases the effects of miR-320-3p supplementation have similar effects to early
weaning, it prevented effects of early weaning on the increase of miR-16-5p in the
female hypothalamus, increase of DRD1 in the brain stem of males and increase of
CLOCK in the female hippocampus. The supplementation of miR-375-3p increased

the expression of miR-320-3p in the hypothalamus; reduced the expression of all



MRNAs evaluated in the hypothalamus, except DRD1 and CCK; and reduced the
expression of SHT1B, 5HT2C, DRD1, CLOCK, BMAL1, PER1 and PER2 and CCK in
the female hippocampus and CCK in the male hippocampus. Thus, we conclude that
early weaning alters the eating behavior and expression of components of the
serotonergic and dopaminergic systems in the long term. Additionally, the
supplementation of miR-320-3p and miR-375-3 showed promising results as a strategy
to prevent the changes promoted by early weaning, despite also presenting results

similar to early weaning.

Keywords: Feeding behavior. Early weaning. Dopamine. MicroRNA. Serotonin.
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1 INTRODUGAO

Diversos problemas para o desenvolvimento humano sao descritos na literatura
em decorréncia da interrupgao precoce do aleitamento materno (QIAO et al., 2020;
TSENG et al., 2019; YAN et al., 2014). Por isso, a Organizagdao Mundial da Saude
(OMS) recomenta que o aleitamento materno exclusivo (AME) seja praticado durante
0s seis primeiros meses de vida, e, a partir desse momento, continuar com a
introducéo alimentar e até os dois anos de vida (WHO, 2008).

Apesar das recomendacbdes da OMS, a prevaléncia de AME encontra-se
aquém do esperado, o que pode estar associado a elevada prevaléncia de doencgas
cronicas nao transmissiveis (DCNTs), como obesidade e diabetes, por exemplo
(BOCCOLINI et al., 2017a; UNICEF, 2019). Sao robustas as evidéncias em humanos
associando a falta do aleitamento materno com o surgimento de DCNTSs,
principalmente obesidade infantil, além de diminuicdo na performance cognitiva e
neurodesenvolvimento (CAl et al., 2016; QIAO et al., 2020; TSENG et al., 2019).

Apesar disto, pouco se conhece a respeito dos mecanismos pelos quais o
desmame precoce leva a essas alteracdes, o que faz a comunidade cientifica langar
mao de modelos animais para realizar estas investigagdes. Varios estudos em
roedores demonstram os efeitos deletérios do desmame precoce sobre o
desenvolvimento neurocomportamental dos individuos. Sabemos que em roedores o
desmame precoce resulta em aumento de comportamentos semelhantes a
depressao, ansiedade, agressividade, menor interagdo social, além de promover
alteragdes no comportamento alimentar (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011;
KIKUSUI et al., 2006; KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007a; KIKUSUI; MORI, 2009;
KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2004; NAKAMURA et al., 2008a; OLIVEIRA et al., 2011;
TAVARES et al., 2020a, 2020b). Sobre este ultimo, sabe-se que o desmame precoce
promove retardo da saciedade, hipofungao do sistema serotoninérgico no controle da
saciedade, além de aumento de preferéncia e consumo de alimentos palataveis e
disfungao do sistema dopaminérgico, o que sugere também disfungéo do sistema de
recompensa alimentar (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011;
TAVARES et al., 2019, 2020a, 2020b).

Estes dois sistemas de neurotransmisséo, serotoninérgico e dopaminérgico,
exercem importante fungdo regulando a ingestdo alimentar, predominantemente
através dos componentes homeostatico e heddnico do comportamento alimentar,

respectivamente. A serotonina é conhecida pela promocao da saciedade através de
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sinalizagdo dos receptores 5HT1B e 5HT2C no nucleo arqueado do hipotalamo
(HEISLER et al., 2006). Por outro lado, a dopamina é conhecida por agir sobre o
circuito mesocorticolimbico através de seus grupos de receptores DRD1 e DRD2 para
regular a recompensa alimentar (VOLKOW; WANG; BALER, 2011; WISE, 1989). A
disfuncao destes sistemas pode estar associada com perturbagdes no controle central
da ingestao alimentar, o que pode ser associado ao desenvolvimento da obesidade.
Desta forma faz-se necessaria a compreensao de como o desmame precoce afeta o
comportamento alimentar e os sistemas serotoninérgico e dopaminérgico.

Uma das possiveis razdes pela qual estes sistemas poderiam estar sendo
modulados pelo estresse pode ser modificagdo em nivel epigenético, através da
atividade de microRNAs (miRNAs). MicroRNAs, sdo RNAs nao codificantes com cerda
de "22 nucleotideos que atuam de forma geral na repressédo da tradugado de genes,
apesar de em alguns casos eles atuarem estimulando a tradug¢ao ou até mesmo como
autos reguladores ou reguladores de outros microRNAs (BARTEL, 2004;
O’CARROLL; SCHAEFER, 2013). Os microRNAs que parecem estar mais associados
neste contexto sdo os miR-16-5p e miR-504, os quais atuam na regulagdo dos
sistemas serotoninérgico e dopaminérgico, respectivamente, e sdo suscetiveis a
exposicao ao estresse no inicio da vida (BAIl et al., 2012; SHAO et al., 2018;
TAVARES; TORRES; DE SOUZA, 2020; ZHANG et al., 2013b). Desta forma, o
desmame precoce poderia promover alteragdes nos sistemas serotoninérgico e
dopaminérgico através da modulagao dos miR-16-5p e miR-504.

Os microRNAs estao incluidos inclusive no contexto da composi¢ao do leite
materno. Além dos nutrientes convencionais, encontramos no leite materno vesiculas
extracelulares contendo microRNAs, como por exemplo os miR-320-3p e miR-375-3p,
ricamente abundantes em vesiculas extracelulares no leite materno, os quais
modulam em nivel epigenético o desenvolvimento metabdlico (HERWIJNEN et al.,
2018). A falta do leite materno também pode alterar o desenvolvimento adequado
através da falta destes moduladores epigenéticos nele contidos. Varios estudos
recentes tém estudado a utilizacdo de forma terapéutica dos microRNAs ou até
mesmo como marcadores diagnésticos de doengas (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER,
2019; LIU; SALL; YANG, 2008; RAVANIDIS et al., 2020). A utilizagdo de vesiculas
extracelulares biomiméticas tém se mostrado promissora neste contexto, para ser
utilizada como veiculo para suplementagdo de microRNAs (BEUZELIN; KAEFFER,
2018; BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019).
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Estudos recentes demostram que a suplementacao oral do miR-320-3p através
de nano vesiculas biomiméticas é efetiva e possui impacto metabdlico, inclusive de
acordo com o ritmo circadiano. Além disso, este microRNA é apontado como
importante ator no contexto do desenvolvimento de DCNTSs, particularmente diabetes
mellitus (BEUZELIN; KAEFFER, 2018; BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019). Assim
a suplementacgao oral de microRNAs com potencial impacto metabdlico surge como
uma estratégia nutricional potencial na prevencgao de desordens metabdlicas.

Visto que os problemas associados ao desmame precoce possuem um impacto
negativo significante para a sociedade, desde aspectos de saude, como também de
aspectos econdmicos, mais estudos buscando elucidar os mecanismos e formas de
prevencao sao necessarios. O estudo dos impactos do desmame precoce sobre o
comportamento alimentar sdo necessarios para entender como este evento pode
modular o desenvolvimento neurocomportamental, nos fornecendo mais
embasamento para lutas no campo das politicas publicas, investimento e promogao
do aleitamento materno. Além disso, entender estes mecanismos pode nos fornecer
conhecimentos para o desenvolvimento de terapias e de formas de manejar o
problema.

Desta forma, este estudo objetiva estudar os impactos do desmame precoce
sobre o comportamento alimentar homeostatico e heddnico em longo prazo, bem
como a expressdao de genes relacionado com os sistemas serotonérgico e
dopaminérgico. Além disso, buscamos avaliar os impactos do desmame precoce na
regulagcao epigenética através de microRNAs sobre componentes relacionados com
o comportamento alimentar, e o possivel papel preventivo da suplementagao oral pos-
natal de miR-320-3p e miR-375-3p.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ALEITAMENTO MATERNO — UMA QUESTAO DE SAUDE PUBLICA

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) preconiza a pratica do AME desde o
nascimento até sexto més de vida da crianca, a partir de quando recomenta o inicio
do processo de introdugao alimentar (WHO, 2008). Além disso, a OMS recomenda
que, a partir do sexto més de vida, o aleitamento seja continuado em paralelo a
introducao de alimentos até os dois anos de idade (WHO, 2008).

O aleitamento materno é atualmente reconhecido como um dos principais fatores
determinantes da saude dos individuos ao longo da vida. Varios estudos demonstram
que o aleitamento materno possui efeito protetivo sobre o desenvolvimento. Por
exemplo, criangas submetidas a maior tempo de amamentagao apresentaram melhor
trajetéria de crescimento e menos risco de obesidade aos quatro anos de idade
(ANDERSON et al., 2020). Este mesmo estudo apresentou que a simples presenga
do aleitamento materno tem efeitos de diminuicdo do risco de obesidade, e que
independente do tempo de aleitamento, seja de sete ou treze meses, ha protegao
contra a obesidade do mesmo jeito (ANDERSON et al.,, 2020). Além disso, a
amamentacgéao contribui para um melhor desenvolvimento cognitivo e reduz os riscos
de desenvolvimento de diabetes tipo 1 e tipo 2, hipertensdo, doencas
cardiovasculares, dislipidemias e alguns tipos de canceres (BINNS; LEE; LOW, 2016).
Evidéncias também associam a pratica do aleitamento materno com uma boa saude
bucal, diminuindo o risco de caries, quando praticado até os 12 meses e também de
mal oclusao da primeira denticdo (PERES et al., 2018).

Este topico se faz tdo importante que alguns estudos buscaram sumarizar
revisdes a respeito da associacdo do aleitamento materno com o estado de saude.
Um editorial da ACTA P/AEDRIATICA sumarizou as principais influéncias da
amamentagcao sobre o desenvolvimento, apontando a importancia do aleitamento
materno na protegao contra doencgas infecciosas e desnutricdo, causados por agua
contaminada ou hiperdiluicdo de formulas alimentares, mortalidade infantil, otite
média, déficits cognitivos, obesidade, ma oclusdo e asma (GRUMMER-STRAWN;
ROLLINS, 2015).

Porém, mesmo sabendo de todos os beneficios do aleitamento materno, ainda
ha muito a ser feito para que esta pratica seja amplamente realizada. Dados do Fundo
das Nac¢des Unidas para a Infancia (UNICEF) apontam que, em nivel global, 43% das

criangas nascidas recebem aleitamento materno na primeira hora de vida, 41% sao
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amamentadas exclusivamente até os 6 meses de vida, 70% ainda sdo amamentadas
no primeiro ano de vida e 45% ainda sdo amamentadas no segundo ano de vida,
sendo a meta para estes parametros até o ano de 2030 70%, 70%, 80% e 60%,
respectivamente (UNICEF, 2019). Além disso, dados de estudo realizado com
criangas nascidas entre 2008 e 2009 na comunidade de Madrid, na Espanha, mostram
prevaléncia de aleitamento materno exclusivo e aleitamento materno de 77,6% e 88%,
respectivamente (RAMIRO GONZALEZ et al., 2018). Porém, apesar da alta
prevaléncia de aleitamento, apenas 25,4% amamentaram exclusivamente durante os
6 primeiros meses de vida (RAMIRO GONZALEZ et al., 2018). Em outro estudo
realizado na Espanha, desta vez na comunidade de Asturias, com 151 mulheres
puérperas, foi demonstrado que a taxa de aleitamento materno ao longo da alta
hospitalar € bem mais baixa do que o esperado, e além disso esse valor diminui 15
dias apds a alta, concomitantemente com o aumento da introdugdo de alimento
artificial (MAZO-TOME; SUAREZ-RODRIGUEZ, 2018).

Além da Espanha, estudos em outros paises buscaram investigar a prevaléncia
do aleitamento materno. No Canada, uma coorte com 565 mulheres imigrantes e
chinesas nascidas no Canada apontou que o método de alimentagdo mais utilizado
nas criangas foi o de aleitamento materno ndo exclusivo (32,9%) e que o aleitamento
materno exclusivo até os seis meses teve prevaléncia de 26,8% (DENNIS et al., 2019).
No distrito de Trongsa, no Butdo, em estudo realizado com 192 maes, foi observado
que a prevaléncia de aleitamento materno exclusivo durante o primeiro ano de vida
foi de 97%, porém esse numero cai para 58% aos seis meses (TSHERING et al.,
2018). Por outro lado, em Bahir Dar, Etiopia, em amostra de 499 mulheres, foi
observada uma alta prevaléncia de aleitamento materno exclusivo (89,6%)
(BELACHEW et al., 2018).

No Brasil, a partir de dados de instituicdes oficiais, no ano de 2018, reunidos
pela Fundacdo ABRINQ, foi observado que 52% das criangas menores de seis meses
receberam aleitamento exclusivo durante algum periodo, com esse numero variando
para cada regido: Norte (66%), Nordeste (55%), Sudeste (50%), Sul (47%) e Centro-
oeste (56%) (FUNDACAO ABRINQ, 2020). Apesar destes resultados relativamente
positivos, um estudo apontou que a pratica de aleitamento exclusivo durante os 6
meses de vida, no Brasil, cresceu de 2,9% em 1986 para 37,1% em 2006. Porém,
este numero estagnou, se mantendo em 36,6% no ano de 2013, sugerindo um platd

(BOCCOLINI et al., 2017b). Além de estudos em escala nacional, alguns trabalhos
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apresentam dados locais, como nas cidades de Pelotas, no Sul, e na cidade de
Coelhos, no Nordeste. Na coorte de pelotas foi observado que a prevaléncia de
aleitamento materno aos 12 meses aumentou de 16% a 41% entre 1982 e 2015, e
que a prevaléncia de aleitamento exclusivo nos 3 primeiros meses de vida aumentou
de 7% em 1993 para 45% em 2015 (SANTOS et al., 2019). No caso da cidade de
Coelhos, em 2015, a prevaléncia de aleitamento materno na primeira hora de vida,
exclusivo até os 6 meses, continuado até um ano e continuado até 2 anos foram de
60.2%, 32.9%, 45.9, e 35.9%, respectivamente (SILVA et al., 2019).

Estes resultados apontam que a prevaléncia de aleitamento materno varia
bastante de acordo com a localizagao geografica, mesmo dentro de um mesmo pais.
Adicionalmente, observamos que apesar de melhorias observadas nos ultimos anos,
a prevaléncia de aleitamento materno esta aquém do esperado, principalmente no
que diz respeito ao aleitamento materno exclusivo durante os seis primeiros meses
de vida.

A partir disto, nos questionamos sobre qual € o motivo de ainda observarmos
numeros baixos, mesmo sabendo de todos os beneficios do aleitamento materno.
Segundo a UNICEF/OMS, alguns fatores sdo determinantes para o sucesso e
implementagao do aleitamento materno, dentre eles investimentos em programas e
politicas que promovem, protegem e suportam a amamentacdo; Regulagdo do
marketing acerca substitutos do leite materno; protegdo materna no ambiente de
trabalho; Iniciativas de hospitais amigos da crianga; Aconselhamento e treinamento
sobre amamentagao; Programas de suporte comunitario; E monitoramento dos
sistemas (UNICEF, 2019). Dados recentes da UNICEF/OMS apontam que, em nivel
global, apenas 6% dos paises investiram pelo menos $5,00 por crianga para o suporte
da amamentacédo; 18% dos paises implementaram por completo o cédigo de
propaganda de substitutos de leite materno; 11% dos paises oferecem a licenca
maternidade recomendada; 14% dos paises tém metade dos partos ocorrendo em
instituicbes amigas da crianga; 56% dos paises oferecem aconselhamento acerca da
alimentagcao da crianga e do adolescente nos servigos primarios; 47% dos paises
possuem a maioria dos distritos com programas comunitarios de aconselhamento em
alimentacao infantil; 41% dos paises realizaram programas de amamentagdo nos
ultimos cinco anos; E 36% dos paises coletaram dados acerca do aleitamento materno
nos ultimos 5 anos (UNICEF, 2019).
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Além destes fatores, a obesidade materna é apontada como um fator prejudicial
para o inicio do aleitamento materno e inicio da lactogénese, sendo a prevengao da
obesidade materna e aconselhamento de mulheres obesas essenciais para o sucesso
do aleitamento materno (GARCIA et al.,, 2016). O tipo de parto, status
socioeconémico, conhecimento prévio sobre aleitamento materno, grupos de apoio e
tecnologia também sao apontados como determinantes para o sucesso ou nao do
aleitamento materno (SAYRES; VISENTIN, 2018). Desta forma, a partir do
conhecimento dos beneficios do aleitamento materno e de todos os fatores que
influenciam no sucesso desta pratica, melhorias nos investimentos de programas e
politicas neste contexto sdo fundamentais.

2.2 A RELACAO DO ALEITAMENTO MATERNO COM O DESENVOLVIMENTO E
SAUDE EM HUMANOS

Nas ultimas décadas, varios grupos de estudos ao redor do mundo buscaram
investigar a associacao da presenca e do tempo de aleitamento materno sobre o
desenvolvimento dos individuos. A maioria destes estudos se tratam de avaliagdes
epidemioldgicas prospectivas, estudos longitudinais e alguns estudos de caso-
controle. Apesar de algumas controvérsias e inconsisténcias na literatura, quando
avaliados como um todo, os estudos apontam um forte papel do aleitamento materno
como um fator protetivo contra a obesidade infantil, disturbios alimentares, problemas
cognitivos, emocionais, de personalidade e motores.

No que diz respeito ao comportamento alimentar, criancas que sdo submetidas
a introducao de alimentacdo complementar antes dos 6 meses de vida tem mais
chances desenvolver neofobia alimentar a apresentam aceitagdo alimentar limitada
(SHIM et al., 2011). Em contrapartida, a introducéo alimentar apés os 6 meses e a
duracao da amamentagao por mais de 6 meses diminuiram os riscos de desenvolver
seletividade alimentar (SHIM et al., 2011). Além disso, Criangas amamentadas
exclusivamente durante os 6 primeiros meses de vida tiveram menores chances de
desenvolver preferéncia por métodos especificos de preparagdao de alimentos,
rejeicao alimentar, e neofobia alimentar (SHIM et al., 2011). Outros estudos também
observaram papel protetivo do aleitamento materno sobre a seletividade alimentar
quando feito de forma exclusiva durante 4-5 meses em comparagdao a periodos
menores que um més (SPECHT et al., 2018) e em criangas amamentadas por
periodos iguais ou maiores do que 6 meses, quando comparadas a criangas

amamentadas por menos de 2 meses (DE BARSE et al., 2017). Adicionalmente, foi
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observada associacido positiva do AME durante 6-10 meses com maior consumo
diario de vegetais (SPECHT et al., 2018).

De uma forma geral, € observado que o aleitamento materno esta associado
com reducgdo de riscos alimentares em criangas (BELL et al., 2018) e melhores
padroes alimentares quando comparadas a criancas que consumiram formulas
alimentares (VENTURA, 2017), o que se deve ao fato de melhor aprendizado e
preferencias formadas através das informacdes sensoriais transmitidas através do
leite materno (VENTURA, 2017). Este processo de aprendizado dos sabores se inicia
desde a exposicao fetal ao liquido amnidtico, e se reforgca e consolida através da
exposicao sensorial através do leite materno (VENTURA, 2017).

Neste contexto de problemas alimentares, esta a obesidade infantil, um dos
problemas mais fortemente associados com a auséncia do aleitamento materno. Dois
artigos de meta-analises publicados em 2014 e, recentemente, em 2020, concluiram
que o aleitamento materno reduz o risco de obesidade infantil e estabeleceram um
efeito dose-resposta em relacdo ao tempo de aleitamento materno e a obesidade
infantil (QIAO et al., 2020; YAN et al., 2014). Outros dois estudos também publicados
em 2020 apontam os efeitos protetivos do aleitamento materno contra a obesidade
(HERRING et al., 2020; PALASKA et al., 2020). O primeiro mostra que a prevaléncia
de eutrofia € maior em criancas amamentadas por mais de 6 meses, quando
comparadas aquelas amamentadas por menos de 6 meses, além de ser observada
menor proporgao de baixo peso, sobrepeso e obesidade em criangas amamentadas
por mais de 6 meses (PALASKA et al., 2020). O segundo estudo buscou relacionar o
tempo de aleitamento materno, tempo de sono e obesidade em criangas (HERRING
et al., 2020). Os resultados apontam uma correlagdo negativa entre tempo de
aleitamento materno e obesidade, além de maior média de horas de sono em criangas
que foram amamentadas, demonstrando efeitos do aleitamento materno sobre a
qualidade do sono (HERRING et al., 2020).

Associagdes entre o tempo e presencga de aleitamento materno também sao
encontradas no que diz respeito a aspectos emocionais, cognitivos, motores e de
personalidade. Em estudo realizado no Japao, observa-se efeitos positivos do
aleitamento materno sobre os comportamentos emocionais em pré-adolescentes
(KOSHIYAMA et al., 2020). Interessantemente, neste estudo foram observados
efeitos do aleitamento materno sobre a morfologia do cérebro, onde observou-se

correlacdo positiva do tempo do aleitamento materno com substancia cinzenta no
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estriado ventral e dorsal e no giro orbital medial (KOSHIYAMA et al., 2020). Ainda se
nota que o volume do giro orbital medial mediou a associagéo entre o tempo de
aleitamento e o comportamento emocional (KOSHIYAMA et al., 2020). Reforgando o
efeito do aleitamento materno sobre a morfologia cerebral, um estudo realizado com
criangas nascidas a pré-termo mostra que o leite materno promove aumento da massa
cinzenta nuclear profunda na idade equivalente a termo e melhor performance de Ql
aos 7 anos de idade, matematica, memoria de trabalho, e fungdo motora (BELFORT
et al., 2016). Varios outros estudos também apontam os efeitos do aleitamento
materno sobre o desenvolvimento mental em geral e aspectos cognitivos como
inteligéncia, memoadria e linguagem (BELFORT et al., 2016; CAl et al.,, 2016;
EICKMANN et al.,, 2007; GUZZARDI et al., 2020; LEVENTAKOU et al., 2015;
ORENGUL et al., 2019; RUIZ et al., 2013)

Mesmo em longo prazo, podemos observar efeitos do aleitamento materno
sobre a cogni¢gao. Um dos estudos prospectivos de maior tempo ja realizado aponta
que o aleitamento materno & positivamente associado com realizacdo educacional
dos individuos com 26 anos, e habilidade de leitura aos 53 anos, ambos relacionados
com parametros cognitivos aos 15 anos de idade (RICHARDS; HARDY;
WADSWORTH, 2002).

Ansiedade e depressdo sdo outros problemas estudados em relagcdo ao
aleitamento materno. Em estudo com criangas diagnosticadas com ansiedade em
comparagao a um grupo controle, o tempo de AME e aleitamento materno total (AMT)
€ significativamente menor no grupo diagnosticado com ansiedade, assim como o uso
alimentacgao através de mamadeira foi maior neste grupo (ORENGUL et al., 2019). No
Brasil, um estudo mostra que adolescentes que foram amamentados por mais de 6
meses apresentam menor risco de desenvolvimento de transtornos mentais comuns,
quando comparados aos que nao receberam aleitamento materno ou o receberam por
menos de um més (DE ALMEIDA et al.,, 2019). Ja4 na China, observa-se que a
amamentacdo por periodos maiores do que 6 meses diminui as chances de
comportamentos de internalizacdo e depressao em escolares, em comparaciao a
nunca amamentados (HUANG et al., 2019). Quando submetidas ao teste de modelo
de cinco fatores de personalidade, adultos com idade média de 28,98 anos que
receberam aleitamento materno apresentaram menor pontuagcdo para ansiedade,
neuroticismo e hostilidade (SUTIN; STEPHAN; TERRACCIANO, 2016).
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Além destes problemas, o Transtorno de Déficit de Atengao e Hiperatividade
(TDAH) é descrito como associado a presenga do aleitamento materno. Uma meta-
analise publicada em 2019 mostra que criangas com TDAH sdo submetidas a menor
tempo de aleitamento materno (TSENG et al., 2019). Criangas com TDAH tem menor
taxa de AME de 6 a 12 meses, em contrapartida apresentam maiores taxas de AME
em menos de 3 meses de vida (TSENG et al., 2019). A conclusao do estudo é que a
auséncia do aleitamento materno esta relacionada ao TDAH (TSENG et al., 2019).
Outro estudo publicado mais recentemente confirma que a duragao do aleitamento
materno € menor em criangas diagnosticadas com TDAH (SEPEHRMANESH et al.,
2020). Somando-se a estas evidéncias, na Australia um estudo aponta ainda que o
aleitamento materno tem influéncia positiva sobre o desenvolvimento motor (GRACE
et al., 2017). Criangas e adolescentes nas idades 10, 14 e 17 apresentaram melhor
desenvolvimento motor quando submetidas a aleitamento materno por tempo igual ou
maior do que 6 meses (GRACE et al., 2017).

Apesar de alguns estudos que apresentam resultados controversos, ha um
consenso entre a comunidade cientifica sobre os beneficios do aleitamento materno
sobre a saude e robustas evidéncias suportando isto. Além disso, estudos
experimentais com animais demonstram efeitos comportamentais semelhantes a
estes observados em humanos, e vao ainda além, demonstrando possiveis
mecanismos neurofisioldgicos associados.

2.3 A RELACAO DO DESMAME PRECOCE COM O DESENVOLVIMENTO
NEUROQUIMICO E COMPORTAMENTAL AO LONGO DA VIDA — EVIDENCIAS
EXPERIMENTAIS COM ROEDORES

Devido a importancia do aleitamento materno, os efeitos da auséncia deste
estimulo sobre o desenvolvimento tém sido estudados em varias espécies. Além do
fator nutricional, o aleitamento materno envolve outro importante fator para a
modulagao do desenvolvimento: o contato materno. O desmame precoce promove a
auséncia de ambos, aporte nutricional e contato materno, e por esta razao um dos
modelos mais utilizados de desmame precoce em roedores consiste em separacao
de maes e filhotes em idade precoce, anterior a idade natural de desmame nos
animais. Em estudos realizados utilizando este tipo de modelo, ja é bastante
consolidado o desenvolvimento de comportamentos semelhantes a ansiedade em
ratos e camundongos de ambos 0s sexos, porém com efeito mais persistente em
machos (ITO et al., 2006; IWATA et al., 2007; KANARI et al., 2005; KIKUSUI et al.,
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2019; KIKUSUI; ISAKA; MORI, 2005; KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007b; KIKUSUI;
TAKEUCHI; MORI, 2004; KODAMA et al., 2008; ONO et al., 2008; SHIMOZURU et
al., 2007).

Além da observacdo das mudancas comportamentais, varias alteracdes
neuroquimicas sado observadas em associacdo com os comportamentos de
ansiedade. Por exemplo, menor massa encefalica é observada em camundongos
machos e fémeas desmamados precocemente com oito e cinco semanas de vida,
respectivamente (KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007b). No que diz respeito a
mielinizacdo encefdlica, apenas em machos é observada alteragdo no geral,
apresentando aumento robusto até a terceira semana de vida, com diminuigdo por
volta da quinta semana. Na amigdala, é observada mielinizagdo precoce também em
machos, porém o cortex pré-frontal medial (MPFC) e o hipocampo nao apresentam
alteragdes de mielinizagao (KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007b; KODAMA et al.,
2008; ONO et al., 2008). A sinalizagao de glicocorticoides (GC) e do fator neurotroéfico
derivado do cérebro (BNDF) também foi descrita como alterada no cértex pré-frontal
(PFC) de camundongos machos desmamados precocemente, sendo um dos
possiveis mecanismos da ansiedade (KIKUSUI et al., 2019). Além disso, a expressao
de BDNF no hipocampo € alterada em machos, e a neurogénese nesta regiao &
alterada em ambos os sexos (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009).

O sistema de glicocorticoides também esta bem associado com a génese da
ansiedade nestes animais. O desmame precoce em camundongos de ambos 0s sexos
promove aumento nos niveis de corticosterona circulante durante 48h seguintes ao
desmame, quando em animais controle os niveis permanecem altos apenas 2h apés
o desmame (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009). Em camundongos machos
desmamados precocemente sao observados niveis elevados de corticosterona basal
com oito semanas de idade. Por outro lado, em animais de ambos o0s sexos
submetidos ao desmame precoce, a exposig¢ao ao teste do labirinto elevado promove
aumento dos niveis de corticosterona (KIKUSUI et al., 2006). Comprovando a agao
dos (glicocorticoides na génese da ansiedade em animais desmamados
precocemente, a adrenalectomia nestes animais reverte o comportamento de
ansiedade, assim como a infusdo de antagonista de glicocorticoide no mPFC reduz
os niveis de ansiedade (KIKUSUI et al., 2019). Interessantemente, o bloqueio da
sintese excessiva de corticosterona nas primeiras 48h apés o desmame também é

capaz de reduzir os niveis de ansiedade apresentados pelos animais desmamados
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precocemente (KIKUSUI et al., 2019). As alteragdes neuroenddcrinas sao tantas que
em ratos machos submetidos ao desmame precoce, quando expostos a um novo
ambiente, respostas autbnomas mais exacerbadas sao observadas, como
hipertermia, taquicardia, reducdo do descanso e aumento de comportamento de
cheirar o ambiente (ITO et al., 2006). Desta forma fica claro o papel da desregulagao
neuroenddcrina e como isso afeta o comportamento de ansiedade.

Além de comportamentos de ansiedade, a agressividade de animais
desmamados precocemente também é bem descrita na literatura. A exposicdo ao
estresse em resposta a privagdo alimentar promove aumento de agressividade em
camundongos machos submetidos ao desmame precoce, mas nao a exposi¢ao a um
intruso. Estes resultados sdo acompanhados pela redugao da expressao génica de
receptores 5HT1B no hipocampo (NAKAMURA et al., 2003). Em outro teste de
agressividade, camundongos machos foram submetidos a isolamento social durante
um més, quando foram reagrupados com outros camundongos machos estranhos
durante uma semana (KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2004). Ao final do experimento,
foram observadas mais feridas na cauda e regido posterior do tronco nos
camundongos desmamados precocemente, sugerindo maior agressividade nestes
animais (KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2004).

Junto a agressividade, o comportamento chamado de play-fighting behavior, ou
comportamento de brincar, que se relaciona com os padrdes de interagao social de
roedores, € diminuido em ratos machos e fémeas desmamados precocemente
(SHIMOZURU et al., 2007). Outro estudo que demonstra as relagbes sociais em
resposta ao desmame precoce apontou que, entre 70 e 80 dias de vida, camundongos
desmamados precocemente apresentam clara preferéncia sexual por potenciais
parceiros, quando essa preferéncia nao € observadas em animais regularmente
desmamados (TERRANOVA et al., 2000). Interessantemente, ainda no contexto das
relagdes sociais, 0 desmame precoce parece afetar o que poderiamos chamar de
comportamentos de empatia com os outros animais (KIKUSUI et al., 2016). Neste
teste os animais foram submetidos a dor através de constricido abdominal causada
por administracdo de acido acético, e animais desmamados precocemente
apresentam menores indicadores de dor quando alocados em pares, demonstrando
que a presenca de um companheiro diminui a sensag¢ao da dor (KIKUSUI et al., 2016).

Por dultimo e n&o menos importante, o desmame precoce altera o

comportamento alimentar e a atividade de sistemas de neurotransmissao associados
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a este comportamento em roedores. Em estudos mais antigos, ja se demonstrava que
o desmame precoce modifica o ritmo circadiano de alimentacao e retarda o ponto de
saciedade em ratos machos adultos (OLIVEIRA et al., 2011), além de aumentar a
preferéncia por alimentos palataveis (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011). Estudos
mais recentes buscaram investigar os mecanismos neurais por tras das modificacoes
do comportamento alimentar, e encontraram forte associagdo com o sistema
serotoninérgico. Estes estudos apontam que em ratos machos jovens, o desmame
precoce promove alteragdes no ganho de peso do dia 15 ao dia 30 de vida, e maior
peso corporal aos 40 dias de vida (TAVARES et al., 2020b). Além disso é observado
aumento e diminuicdo da ingestdo alimentar nas fases escura e clara,
respectivamente (TAVARES et al., 2020b). A agao da fenfluramina, droga conhecida
por seu efeito inibitério sobre a ingestdo alimentar, também se apresentou diminuida
nestes animais, acompanhado de aumento na expressao génica do neuropeptideo Y
(NPY) e do transportador de serotonina (SERT) no hipotalamo, e de 5SHT2C no tronco
encefalico (TAVARES et al., 2020b). Em contrapartida, em fémeas jovens, o desmame
precoce provoca aumento da ingestdo alimentar durante um periodo de 24h,
modificagdes no padrao circadiano de alimentagdo, aumento de peso corporal e
aumento e diminuicdo da expressao génica de 5HT2C, 5HT1B e SERT no tronco
encefalico e no hipotalamo, respectivamente (TAVARES et al., 2020a).

A atividade de outros sistemas de neurotransmisséo e de areas relacionadas
ao comportamento alimentar também parecem estar alteradas em animais
submetidos ao desmame precoce. Por exemplo, niveis duas vezes mais elevados de
dopamina extracelular sdo observados em ratos machos desmamados precocemente,
mesmo em situagao basal ou apds exposicdo ao teste do campo aberto (TAKITA;
KIKUSUI, 2020). Camundongos machos desmamados precocemente também
apresentam maior condicionamento a lugar em resposta a anfetamina (ADRIANI;
LAVIOLA, 2002). Além disso, estes mesmos animais apresentam insensibilidade a
aplicagdo aguda da droga, uma vez que nao apresentam alteragcdo de atividade
locomotora como acontece em animais desmamados regularmente (ADRIANI;
LAVIOLA, 2002). Adicionalmente, camundongos desmamados precocemente
aparentemente sao mais responsivos a agonista do receptor &-opioide, apresentando
maior atividade exploratoria do ambiente em resposta a droga (TERRANOVA;
LAVIOLA, 2001). O hipotalamo e hipocampo, importantes regides para o controle dos

comportamentos, nas quais diversos sistemas de neurotransmissao convergem,
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apresentam modificacées atividade na atividade antioxidante em ratos de ambos os
sexos submetidos ao desmame precoce (RODRIGUES et al., 2020).

Desta forma, fica evidente a forte influéncia que o desmame precoce exerce
sobre o0 desenvolvimento neurocomportamental dos individuos. Estes resultados
experimentais condizem com os achados em estudos clinicos e epidemiolégicos, em
que maior risco para déficits cognitivos, disturbios emocionais e obesidade, por
exemplo, sdo observados em individuos que ndo foram amamentados
exclusivamente. Estes estudos experimentais reforcam a necessidade da
compreensao destes mecanismos, pois nos dao ideia do que pode estar acontecendo
no ser humano para que esteja mais suscetivel a estes problemas em resposta a
auséncia do aleitamento materno.

2.4 COMPORTAMENTO ALIMENTAR, SEROTONINA E DOPAMINA

O complexo controle do comportamento alimentar é realizado por interacdo do
sistema nervoso central (SNC) com componentes periféricos (SCHWARTZ;
ZELTSER, 2013). Podem ser identificados didaticamente dois niveis de controle, um
homeostatico e outro hedénico (BERTHOUD; MUNZBERG; MORRISON, 2017). O
primeiro estad relacionado ao controle da aquisicdo energética, o segundo a
recompensa gerada por consumo de alimentos densamente energéticos
(STOJAKOVIC et al., 2017). O hipotalamo é uma das estruturas do SNC mais bem
conhecidas no controle homeostatico, enquanto o nucleo accumbens (NAC), a area
tegumentar ventral (VTA) e a amigdala no controle hedénico (SIMON et al., 2017). No
hipotdlamo, a maioria das sinalizagcbes de 6rgaos da periferia sao recebidas e
integradas (SCHWARTZ; ZELTSER, 2013). Entre estas estdo hormdnios produzidos
no trato gastrintestinal e tecido adiposo, bem como nutrientes presentes na corrente
sanguinea. No trato gastrintestinal sdo liberados em resposta ao consumo alimentar,
entre outros, o peptideo YY (PYY), a colecistoquinina (CCK), o peptideo semelhante
ao glucagon (GLP-1) e a insulina (D’AGOSTINO et al., 2016; YOUNG, 2012). Estas
substancias sinalizam saciedade no SNC (SCHWARTZ; ZELTSER, 2013). Até o
momento, o Unico horménio periférico conhecido por sinalizar fome no SNC ¢é a
ghrelina, produzida no estdmago (ZANCHI et al., 2017).

O tecido adiposo produz a leptina e as adiponectinas, que apresentam acao
anorexigénica no SNC (ABDALLA, 2017). A leptina é liberada em resposta ao
aumento do estoque energético no tecido adiposo, e estimula a saciedade no SNC
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Camundongos sem produgéo de leptina ou de seu
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receptor, apresentam fenétipo de obesidade (MONTAGUE et al.,, 1997). Alguns
nutrientes presentes na corrente sanguinea também exercem fungao de sinalizadores
do balango energético, como é o caso da glicose, que sinaliza saciedade no SNC
(BARAHONA et al., 2017). A produgéao e disponibilidade dessas substancias tem o
objetivo de informar ao SNC sobre o estado energético do organismo, estimulando a
liberacao de sinalizadores anorexigenos no balango positivo, e orexigenos no balango
negativo (ABDALLA, 2017).

O hipotdlamo é uma das principais regides encefalicas responsaveis pela
regulacdo da homeostase energética (ABDALLA, 2017). Seus diferentes nucleos
contribuem de forma complementar para o controle do comportamento alimentar. O
grande volume de achados cientificos € sobre o nucleo arqueado (ARQ) (ZHANG,;
HERNANDEZ-SANCHEZ; HERZOG, 2019). Neste nucleo localizam-se populagdes
neuronais orexigenas, que produzem o NPY e a proteina relacionada ao gene agouti
(AgRP) e anorexigenas, que produzem a pro-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito
relacionado a cocaina e anfetamina (CART) (BALDINI; PHELAN, 2019; VOIGT; FINK,
2015). As sinalizagbdes das substancias periféricas no ARQ, quando orexigenas,
estimulam as populagdes neuronais NPY e AgRP a produzirem e secretarem seus
peptideos e inibem os neurbnios POMC e CART, porém, quando a sinalizagao é
anorexigena, os neurdbnios POMC e CART séao ativados para inibir a ingestao
alimentar e os neurénios NPY e AgRP inibidos (ABDALLA, 2017; BALDINI; PHELAN,
2019). Recentemente, foi descrito no nucleo arqueado, uma populagdo neuronal
produzindo tirosina hidroxilase e que estimula positivamente a homeostase energética
(ZHANG; POL, 2016). Apos a interpretacao dos sinais, o ARQ projeta axdnios para
outros nucleos hipotalamicos para que haja a efetivagdo da fome ou da saciedade
(ABDALLA, 2017; BALDINI; PHELAN, 2019).

No SNC, o controle do comportamento alimentar envolve diversas estruturas e
substancias. Os sistemas de neurotransmissao possuem diferentes papeis. Entre
estes, o sistema serotoninérgico tem sido extensivamente relacionado ao controle do
comportamento alimentar (CARRUBA et al.,, 1986; GARFIELD; HEISLER, 2009;
SCHWARTZ; ZELTSER, 2013; VOIGT; FINK, 2015). A serotonina € produzida nos
nucleos da rafe do tronco encefalico a partir do aminoacido triptofano (SPENCER;
DENERIS, 2017). Os neurdnios serotoninérgicos emitem proje¢des axonais para todo
o encéfalo (ISHIWATA; HASEGAWA; GREENWOOD, 2017). A liberagdo de

serotonina por estas projecoes é regulada pelo SERT e por autos receptores em
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neurénios pré-sinapticos (VOIGT; FINK, 2015). O SERT transporta a serotonina de
volta para o citoplasma do neurbnio pré-sinaptico, exercendo feedback negativo e
inibindo sua liberacdo (SPENCER; DENERIS, 2017). Os receptores para serotonina
sao classificados em 7 familias e distribuidos em 14 subtipos, cada um com acgdes
especificas (PALACIOS, 2015).

Quando liberada no ARQ, a serotonina estimula a saciedade. Neste nucleo, a
serotonina se liga a receptores 5HT1B localizados nos neurdnios NPY/AgRP,
promovendo sua inibigdo, ou seja, inibe a fome. Por outro lado, quando se liga aos
receptores 5HT2C nos neurbnios POMC/CART, promove sua ativagiao e
consequentemente estimula a saciedade (HEISLER et al., 2006; VOIGT; FINK, 2015).

Devido a sua acgao inibitéria sobre a ingestao alimentar, o sistema serotoninérgico
€ alvo para tratamento farmacologico de disturbios alimentares (GARFIELD;
HEISLER, 2009). Dentre os farmacos serotoninérgicos utilizados para a inibicado da
ingestao alimentar estdo os antidepressivos inibidores seletivos da receptagao de
serotonina (ISRS) (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998). Os ISRS agem
impedindo a recaptacio da serotonina liberada na fenda sinaptica, através do bloqueio
do SERT, fazendo com que os niveis de serotonina aumentem (FRIZZO, 2017). O
aumento dos niveis extracelulares de serotonina promove potencializagdo de sua
acgao inibitéria sobre o comportamento alimentar (BLUNDELL, 1986).

Além da regulagdo homeostatica do comportamento alimentar, que € regida pelo
estado energético do individuo, outras areas do SNC regulam a ingestao alimentar
com base no valor de recompensa do alimento (HUME; JACHS; MENZIES, 2016).
Este valor de recompensa é medido pela palatabilidade e conteudo energético do
alimento (HUME; JACHS; MENZIES, 2016). Os alimentos considerados palataveis
sdo aqueles com alta densidade energética, ricos em carboidratos simples, gorduras
saturadas e sal (REYNAERT et al., 2015). A presenca do alimento palatavel tem a
capacidade de estimular o apetite em individuos que ja se encontram em estado de
saciedade/saciacdo. O componente hedbénico do comportamento alimentar pode se
sobrepor a regulagcdo homeostatica e induzir consumo maior que o adequado
(BERTHOUD; MUNZBERG; MORRISON, 2017). Esse consumo excessivo esta
relacionado a génese de doengas crbnico-degenerativas, como a obesidade,
diabetes, hipertensao, dislipidemias e outros (HUME; JACHS; MENZIES, 2016; YI-
HAO YU, 2017). O controle desse componente € regido por areas

mesocorticolimbicas, que envolvem o PFC, amigdala, VTA, NAc, e outros
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(BERTHOUD, 2012). Os sistemas de neurotransmissao opioidérgico e dopaminérgico
atuando nessas areas estimulam a recompensa alimentar (BERTHOUD;
MUNZBERG; MORRISON, 2017). Em individuos obesos s&o observadas alteragbes
nesses dois sistemas de neurotransmissao, o que esta relacionado com o aumento
do consumo alimentar e preferéncia por alimentos densamente caléricos (TUOMINEN
et al., 2015).

O sistema dopaminérgico inclui receptores, transportadores e enzimas envolvidas
no metabolismo da dopamina. Os neurdnios que sintetizam dopamina podem ser
encontrados no tronco cerebral e podem ser divididos em trés grupos. O primeiro
grupo esta na substancia negra pars compacta (SNc) e envia projegdes para o
estriado dorsal (Caudato e Putamen). E chamado de sistema NigroStriatal. O segundo
grupo esta na VTA e envia projegdes para o NAc, tubérculo olfatério, septo, amigdala
e hipocampo. E denominado sistema mesocorticolimbico. O terceiro grupo também
estd no VTA, em sua por¢do medial, e envia projegcdes para o PFC, cingulado e
perirrinal. E chamado de sistema mesocortical (GARDANEH, 2010). O principal
desses sistemas relacionados a regulacdo do comportamento alimentar é o
mesocorticolimbico. Os neurdnios dopaminérgicos na VTA estdo envolvidos no
comportamento baseado na emogao, incluindo motivagéo e recompensa (PHILLIPS;
VACCA; AHN, 2008). Nessas areas, a dopamina atua por meio de seus receptores,
que se dividem em duas familias. O receptor do tipo D1 e o receptor do tipo D2 podem
regular a geragcao de cAMP (monofosfato de adenosina ciclico) (MISHRA; SINGH;
SHUKLA, 2018). A familia de receptores do tipo D1 consiste em receptores D1 e D5,
com uma densidade maior no estriado, NAc, substancia negra pars reticulata (SNr) e
bulbo olfatério (OB) (MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018). A familia de receptores de
dopamina tipo D2 consiste em receptores D2, D3 e D4. O receptor de dopamina do
tipo D2 é expresso principalmente no estriado, globo palido externo (GPe), NAc,
amigdala, cértex cerebral, hipocampo e pituitaria (MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018).

Na regulagcdo do comportamento alimentar, a dopamina atua decodificando
propriedades palataveis de alimentos ricos em gorduras e agucares simples. Por
causa disso, a dopamina desempenha um papel importante na regulagdo do sistema
de recompensa (BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008). Este sistema de recompensa
pode ignorar pistas fisiolégicas com base no estado de energia e fazer com que a
ingestdo de alimentos seja baseada nas propriedades recompensadoras dos

alimentos. A liberacdo de dopamina no NAc € responsavel por codificar essas
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propriedades recompensadoras. O oposto também ocorre, ou seja, a ingestdo de
alimentos palataveis aumenta a dopamina extracelular no NAc (BERRIDGE;
KRINGELBACH, 2008; BERRIDGE; ROBINSON; ALDRIDGE, 2009). Além disso, a
ativagcdo de receptores dopaminérgicos e glutamatérgicos no NAc medeia o
aprendizado da resposta apetitiva (BODNAR, 2018). Assim, a sinalizagdo da
dopamina modula as propriedades recompensadoras da alimentacdo que podem
substituir os sinais homeostaticos.

2.5 MICRORNAS NO CONTEXTO DA REGULACAO DOS SISTEMAS

SEROTONINERGICO E DOPAMINERGICO

MicroRNAs sado pequenos RNAs nao codificantes com um comprimento médio
de aproximadamente 22 (18-24) nucleotideos (BARTEL, 2004). Eles regulam a
expressao génica poés-transcricional pela ligagdo a 3’'UTR (regido nao traduzida) de
MRNAs, alguns miRNAs também regulam a expressao de outro ou varios outros
miRNAs (TRUSCOTT; ISLAM; FROLOV, 2016), e até mesmo eles proprios
(ZISOULIS et al., 2012). Geralmente, miRNAs inibem especificamente a sintese de
proteinas reprimindo a tradug¢ao ou induzindo a deadenilagcéo e degradagao do mRNA
alvo (BARTEL, 2004), mas também foram relatados para ativar a tradugao
(HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011). Cada miRNA tem a capacidade de atingir
centenas de transcritos diversos, € um unico mensageiro pode ser modulado por
varios miRNAs, isso representa um sistema altamente coordenado e regulagao
ajustada da expressdo de proteinas (KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010;
O’CARROLL; SCHAEFER, 2013). Apesar de ser um campo de estudo ainda escasso,
alguns estudos apontam que componentes dos sistemas dopaminérgico e
serotoninérgico sao regulados epigeneticamente através da agao de microRNAs.

A maioria dos estudos disponiveis sobre o sistema serotonérgico descreve o
papel dos miRNAs na atividade do transportador de serotonina (SERT), que tem
importante papel na regulagéao da ingestao alimentar. No que diz respeito ao SERT, o
miR-16 consolida-se como mediador da sua atividade. Foi demonstrado que SERT é
um alvo para miR-16 e que a presenca deste miR promove redug¢ao na expressao da
proteina SERT in vitro (BAUDRY et al., 2010). O tratamento com o ISRS fluoxetina
(FLX) foi capaz de aumentar os niveis de miR-16 nos nucleos da rafe de
camundongos, demonstrando uma relagdo entre o0 miR-16 e a resposta aos
antidepressivos (BAUDRY et al., 2010). Em estudos com humanos com depressao e

em um modelo animal de depressdao com camundongos, a relagao entre miR-16 e
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SERT no processo fisiopatolégico da depressdo também foi demonstrada (SHAO et
al., 2018; SONG et al., 2015). Outro estudo também demonstrou in vitro em células
humanas e de rafe de ratos que miR-16 e miR-15a promovem a diminuigdo dos niveis
de proteina SERT (MOYA et al., 2013). Em relagédo a depressdo, em um modelo com
ratos foi demonstrado que a eletroaculpuntura melhora os padrdes de comportamento
de ratos deprimidos e promove uma diminuicdo da proteina SERT e de seu mRNA no
hipocampo, acompanhada por uma diminui¢do dos niveis de miR-16 (ZHAO et al.,
2019). Avaliando também a atividade de antidepressivos, a administracdo de FLX de
forma sistémica e diretamente na rafe camundongos promove diminuigdo nos niveis
de miR-16 no hipocampo, com consequente aumento nos niveis proteicos de SERT
e linfoma de células B 2 (Bcl-2), demonstrando que a atividade neurogénica de
antidepressivos no hipocampo é mediada pela relacdo entre miR-16 e SERT
(LAUNAY et al., 2011). Curiosamente, também foi demonstrado que a resposta de
SERT ao miR-16 depende de sua isoforma. Na isoforma mais longa, que confere um
fendtipo ansiolitico, um sitio de ligacdo para uma ribonucleoproteina K nuclear
heterogénea (hnRNPK) é encontrado, onde a proteina se liga e antagoniza a ligagao
de miR-16 (YOON et al., 2013). Assim, o papel do miR-16 na regulagao da expressao
de SERT estda bem estabelecido, inclusive no que diz respeito a resposta aos
antidepressivos.

No entanto, outros estudos também mostram outros miRs potenciais como
moduladores da atividade SERT. Foi demonstrado que a familia do miR-135 tem como
alvo SERT e 5HT1A por meio do ensaio de luciferase in vitro, e que este miR-135
promove uma redugdo na tradugdo dos transcritos SERT e 5HT1A em 30 - 50%
(ISSLER et al., 2014). No mesmo estudo, camundongos transgénicos que
superexpressam miR-135a na rafe apresentaram redugao na expressao de SERT e
em menor extensédo de SHT1A (ISSLER et al., 2014). Em contraste, em camundongos
knockdown para miR-135 especificamente na rafe, foi observado que os animais séo
ansiosos e tém menos resposta aos antidepressivos e niveis aumentados de SERT
na rafe. Também foi demonstrado que o tratamento com antidepressivos aumenta os
niveis de miR-135a nos neurdnios da rafe (ISSLER et al., 2014). Corroborando a
atividade do miR-135 na regulacdo da SERT e fisiopatologia da depresséo, foi
observado em tecidos post-mortem de humanos deprimidos que os niveis de mir-135
e miR-16 estdo reduzidos na rafe dorsal e rafe magna (ISSLER et al., 2014). Além da

familia miR-135, SERT também foi identificado como um alvo para miR-18a-5p, miR-
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34a-5p, miR-135a-5p, miR-195-5p, miR-320-3p, miR- 674-3p € miR-872-5p por meio
de analise de bioinformatica (ZURAWEK et al., 2017). Ratos Wistar submetidos a
estresse cronico apresentaram aumento desses miRs na VTA, mas diminuicdo no
PFC. Este efeito foi maior em ratos mais resistentes ao estresse do que em animais
anedonicos. Além disso, o SERT mostrou-se reduzido na VTA de animais resilientes,
por meio da analise de ligagao a paroxetina (ZURAWEK et al., 2017).

Evidéncias fora do sistema nervoso central também apontam para a regulagéao
do SERT por meio de miRNAs. Em células epiteliais da mucosa de pacientes com
sindrome do intestino irritavel com perfil de diarreia (IBS-D), foi observado um
aumento no miR-24 e uma diminuigdo no mRNA de SERT (LIAO et al., 2016). O
mesmo foi observado no modelo de IBS em camundongos. Além disso, a inibigdo do
miR-24 em camundongos com IBS melhorou os sintomas e aumentou a expressao da
proteina SERT (LIAO et al., 2016). Além dessas evidéncias no trato gastrintestinal
(TGl), também foi demonstrado em estudo com tecido vascular que carétidas lesadas
apresentam aumento de SERT e proliferacdo de tecido muscular liso, que é revertido
pelo silenciamento de SERT (GU et al., 2017). Curiosamente, a presenga de miR-195
foi observada em vesiculas extracelulares do meio de cultura de células endoteliais e
que essas vesiculas carregam o miR para as células musculares lisas promovendo
uma diminuicdo na SERT e proliferacdo. Dessa forma, o miR-195 modula processos
relacionados a reestenose por meio da agao no SERT (GU et al., 2017). De acordo
com essas evidéncias, fica claro que a expressao e a atividade da SERT séao
mediadas pela agao do microRNAS.

Além de SERT, os microRNAs modulam a atividade de outros componentes do
sistema serotonérgico, como o receptor SHT1B. Este receptor parece ser modulado
pelo miR-96, mesmo de forma variavel dependendo de diferentes polimorfismos em
sua estrutura genética. Dependendo do polimorfismo, miR-96 pode silenciar ou ndo a
traducao do gene do 5HT1B (JENSEN et al., 2009). Quanto ao receptor 5HT4, a
interacao com microRNAs foi demonstrada tanto no sistema nervoso central quanto
no TGI. No hipocampo de ratos submetidos a privacao materna, foi demonstrado um
aumento no miR-let-7a, acompanhado por uma diminui¢do na expressao da proteina
5HT4 (BAI et al., 2014). Além disso, através da analise de correlagdo, observou-se
que a expressao de 5HT4 tem correlagao positiva com a taxa de preferéncia pela
sacarose, e que let-7a tem correlagado negativa com ela, sugerindo que let-7a pode

regular a atividade de 5HT4 no hipocampo e, consequentemente, hedonia por meio
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da modulacdo 5HT4 (BAI et al., 2014). Fora do sistema nervoso central, com um
estudo em células de adenocarcinoma de coélon, foi observado que miR-15b, miR-103
e a mistura de miR-15b-16-497 diminuiram a expressao de 5HT4 (WOHLFARTH et
al., 2017). Em bidpsias do jejuno de pacientes com IBS-D, diminuigdo da expressao
de miR-16 e miR-103 também foi observada, o que sugere que miRNAs estao
envolvidos na fisiopatologia da IBS através da regulagdo de receptores 5HT4
(WOHLFARTH et al., 2017) Ratos adultos submetidos a estresse na adolescéncia
mostraram um aumento no miR-16 no hipocampo e uma diminuicdo no miR-135a no
cortex pré-frontal associado a um aumento na expressao da proteina do 5HT1A. O
tratamento com o ISRS paroxetina durante o periodo de estresse foi capaz de
normalizar os niveis de miR-16, miR-135a e 5HT1A e até mesmo reverter as
alteracbes comportamentais de ansiedade e memodria observadas em animais
submetidos ao estresse (LIU et al., 2017). Ainda sobre o receptor SHT1A, outro estudo
também demonstrou in vitro que o miR-26a-2 reprime sua expressao. Nesse mesmo
estudo, também foi observado que camundongos knockdown para miR-26a-2 em
neurdnios 5HT apresentaram ansiedade e resisténcia a atividade antidepressiva,
efeitos revertidos com o silenciamento do receptor SHT1A (XIE et al., 2019).

Em relacao a atividade dos receptores 5HT2C, o nocaute triplo (TKO) da familia
mMiRNA-34 em camundongos causou uma diminuigdo nos niveis de SHT2C no
hipocampo e uma auséncia de aumento do fluxo de saida de SHT no hipocampo em
resposta ao estresse (ANDOLINA et al., 2020). Os animais TKO para a familia miR-
34 demonstraram maior resiliéncia a ansiedade em resposta ao estresse e maior
facilidade para a extingdo do medo, o que sugere que 0 miR-34 atua nos mecanismos
de resposta ao estresse por meio da modulagéo dos receptores SHT2C (ANDOLINA
et al., 2016). Em um modelo de depressao por CUMS em ratos, foi observado que
tanto a administracdo de miR-16 na rafe quanto o tratamento intragastrico de FLX
diminuem os efeitos depressivos de CUMS (YANG et al., 2017). Além disso, CUMS
promoveu um aumento de SHT2A no hipocampo, que foi reduzido pela administracao
de miR-16 e FLX. Também foi observado que o miR-16, como a FLX, melhora a
neurogénese e diminui a apoptose no hipocampo (YANG et al., 2017). O miR-29a é
considerado regulador da expressao dos receptores 5SHT7 no hipocampo in vivo € in
vitro, causando uma diminuicdo em sua expressdao. Nesse mesmo estudo, foi
verificado que a morfogénese hipocampo mediada pelo receptor SHT7 € mediada por
miR-29a (VOLPICELLI et al., 2019).
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Em estudos em humanos que investigaram os niveis séricos de microRNA em
resposta ao tratamento com antidepressivos serotonérgicos, foi mais uma vez
demonstrado que existe alguma interagao entre os miRs e sua atividade. Por exemplo,
foi observado que o tratamento com antidepressivos serotonérgicos causou um
aumento nos niveis séricos de miR-16, miR-183 e miR-212 em pacientes com
transtorno de depressao maior (MDD) (LIN et al., 2018). Além disso, os pacientes com
MDD tratados com duloxetina (DLX) tiveram niveis séricos de miRs medidos e miR-
23a-3p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-146a-5p e hsa-miR-21-5p foram considerados bons
preditores de pacientes responsivos ao DLX de amostras antes do inicio do tratamento
(KIM et al., 2019). A partir da anélise desses dados, podemos afirmar que ha uma fina
regulacdo epigenética de componentes do sistema serotonérgico por meio da
atividade de microRNAs.

Entretanto, o sistema serotonérgico ndo € o unico a apresentar essa regulagao
epigenética pos-transcricional por meio de microRNAs. As evidéncias também
apontam que componentes do sistema dopaminérgico, como receptores e
transportador, também s&o influenciados por alguns tipos de microRNAs. Na cultura
de células neuronais HT-22 e na cultura primaria cortical, a estimulagdo dos
receptores DRD2 com agonista especifico diminui a expressdo de miR-143 de uma
maneira dependente do tempo (WANG et al., 2019). Em um modelo de ratos com
doenca de Parkinson, observou-se que o antagonismo do miR-200a promove
aumento dos niveis de DA no estriado, além de aumento no numero de células tirosina
hidroxilase (TH) positivas e na expressdo de DRD2, o que indica que este miR pode
regular a atividade dopaminérgica e do receptor DRD2 (WU et al., 2018). MiR-9 e miR-
326 sado os que parecem estar mais fortemente ligados a regulagao dos receptores
DRD2. Em ratos, o miR-9 mostrou ter como alvo o receptor DRD2, promovendo seu
silenciamento (ZHANG et al., 2015). Quando submetidos ao CUMS, esses animais
apresentaram aumento da expressao do gene e proteina do DRD2 acompanhado de
diminuicdo da expressao do miR-9. A privacdo materna por si s6 promoveu um
aumento na expressao do gene de DRD2 acompanhado por uma diminuigao no miR-
9 (ZHANG et al., 2015). Em ratos submetidos a autoadministracdo de oxicodona,
observou-se que o0 aumento do miR-9 no NAc foi acompanhado por aumento do DRD2
e diminui¢ao do consumo de drogas (MAVRIKAKI et al., 2019). Também em ratos, em
um modelo de exposicao fetal ao alcool, foi demonstrado que miRs 9 e 326

aumentados estdo associados com DRD2 diminuido na hipofise (GANGISETTY et al.,
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2017). Outro estudo também observou a associagao entre miR-9 e miR-326 e o
receptor DRD2 (SHI et al., 2014). Foi descoberto que miR-326 e miR-9 tém como alvo
0 gene DRD2 e que aumentar a expressao de miR-326 diminui a expressao de DRD2.
O antagonismo de ambos os miRs promove um aumento na expressao de DRD2.
Uma correlacdo inversa também foi observada entre esses miRs e DRD2 na
diferenciacao de neurdnios dopaminérgicos derivados de células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSCs) de humanos (SHI et al., 2014).

Além do DRD2, sdo encontrados dados sobre a modulagéo do receptor DRD1
por miRs. Em ratos submetidos a privagdo materna e CUMS, foi observado um
aumento na expressao de miR-504, acompanhado de uma diminuicido na expressao
de DRD1 e DRD2 no NAc. Além disso, miR-504 mostrou uma correlagdo negativa
com a expressado de DRD1 e preferéncia por sacarose (ZHANG et al., 2013b). Em
outro estudo realizado com ratos e camundongos, foi demonstrado que a diminui¢gao
na expressao de miR-105 no PFC resulta em um aumento na expressdo de DRD1 em
terminais glutamatérgicos projetando-se do PFC para a amigdala basolateral (ZHAO
et al., 2017). Em trés diferentes linhas de células humanas, miRNA-15a, miRNA-15b
e miRNA-16 innibem a expressao de DRD1, respectivamente (WU et al., 2020). Além
disso, também foi observado que miR-142-3p reprime a expressao de DRD1 e tem
uma correlagdo negativa com a expressao de DRD1 no cérebro de camundongos em
desenvolvimento (TOBON; CHANG; KUZHIKANDATHIL, 2012) e que em
camundongos submetidos a um protocolo de dependéncia de cocaina miR-142-3p e
382 correlacionaram-se negativamente com a expressdao do DRD1 no caudado
putamen (TOBON et al., 2015).

O receptor DRD3 e o transportador dopaminérgico (DAT) também sao
regulados pés-transcricionalmente por microRNAs. A superexpressao de miR-let-7d
em camundongos foi negativamente correlacionada com a expressao do receptor
dopaminérgico DRD3 no hipocampo de camundongos. Esses resultados foram
acompanhados por efeitos antidepressivos e ansioliticos em testes comportamentais
(BAHI; DREYER, 2018). Em cultura de células de neurbnios dopaminérgicos,
observou-se que os miRs 137 e 491 promovem uma redugao na expressao de DAT
(JIAetal., 2016). Além disso, o papel dos microRNAs no funcionamento dos neurdnios
dopaminérgicos de uma forma geral foi observado. Para tanto, foi investigada a
regulacdo autbnoma do metabolismo de miRs pela Dicer, RNAse de processamento

de miRs, sobre o funcionamento de neurbénios DA em camundongos adultos. A
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reducdo de Dicer nos neurbnios DA no mesencéfalo ventral demonstrou mudancas

no perfil miRs e alterou a capacidade de sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos

(CHMIELARZ et al., 2017).

Em resumo, de acordo com as evidéncias encontradas na literatura, podemos
observar que os sistemas serotonérgico e dopaminérgico sofrem regulagdo de sua
atividade por meio da modulagdo pos-transcricional por microNRAs. Ambos os
sistemas participam dos processos fisiologicos e patoldégicos do comportamento
alimentar, o que nos leva a crer que os microRNAs podem estar por tras de diversas
mudancas no comportamento alimentar, conforme observado em diversos transtornos
como a obesidade. Varios estudos apontam que a génese desses transtornos esta
amplamente associada a experiéncias de estresse no inicio da vida. O estresse
neonatal ja € bem descrito como um modulador dos sistemas serotonérgico e
dopaminérgico associado aos transtornos do comportamento alimentar, bem como
um modulador da expressdo e atividade de miRNAs (TAVARES; TORRES; DE
SOUZA, 2020). Além disso, sabemos que os microRNAs participam dos processos
patolégicos de diversos transtornos psiquiatricos. Assim, estabelecemos aqui uma
relacdo entre o estresse neonatal e a modulagdo dos sistemas serotonérgico e
dopaminérgico, por meio da regulagao pds-transcricional por miRs, como um possivel
mecanismo fisiopatolégico por tras dos transtornos do comportamento alimentar.
Estudos futuros s&o necessarios para investigar essa relagcdo e fornecer mais
subsidios para a comunidade cientifica na busca pela compreenséo e tratamento das
patologias do comportamento alimentar.

2.6 SUPLEMENTACAO ORAL DE MICRORNAS COMO POSSIVEL ESTRATEGIA
DE INTERVENCAO EPIGENETICA NO CONTEXTO DO ESTRESSE
PERINATAL

Devido ao crescente numero de evidéncias demonstrado que as redes neurais
e 0 neurodesenvolvimento dos organismos sao sujeitos a modulagdo por fatores
ambientais durante o desenvolvimento, e que isto esta ligado a génese de varias
patologias, a academia tem levantado esforgos na busca de intervengdes preventivas
e terapéuticas. A utilizacdo de nanovesiculas para a administracdo de intervencgoes
preventivas e terapéuticas surge neste contexto, principalmente pela capacidade de
transporte de moduladores até mesmo em nivel epigenético.

Exossomos pertencem a classe das vesiculas extracelulares (VEC), as quais

s&o ligadas & membrana celular e liberadas para o espaco extracelular. E bem sabido
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que estas vesiculas sdo formadas através do brotamento das membranas celulares
em endossomos, levando a formagao de vesiculas intraluminares, e em seguida a
formagao de complexos multivesiculares. Estes complexos ligam-se, por sua vez, a
membrana celular, promovendo a liberacdo de vesiculas no meio extracelular
(KOWAL; TKACH; THERY, 2014). Por outro lado, as microvesiculas, que s&o outra
classe de vesiculas extracelulares, sdo formadas por brotamento direto da membrana
celular. Normalmente, os exossomos tém 30-100nm de didmetro, assemelhando-se
ao tamanho das vesiculas intraluminais, enquanto as microvesiculas sdo maiores que
100nm (BATRAKOVA; KIM, 2015; KISHORE; KHAN, 2016). Por muito tempo
acreditou-se que os exossomos eram nada mais do que uma forma de a célula
excretar substancias inuteis, “lixo celular”, até varios estudos demonstrarem que na
verdade sdo meios de comunicagao intracelular. Os Exossomos sao utilizados como
mediadores intracelulares através do transporte de proteinas, lipideos, acidos
nucléicos ou até mesmo outras substancias, sejam posicionados na bicamada lipidica
ou mesmo dentro do exossomo (LI et al., 2018).

Devido a esta importante fungdo, a utilizacdo terapéutica destas vesiculas
extracelulares tem sido amplamente estudada. A funcéo terapéutica das vesiculas
extracelulares pode se dar de trés formas: enddgena, através de vesiculas
naturalmente produzidas pelas células; através de vesiculas produzidas
endogenamente por células modificadas; ou através de vesiculas exdégenas contento
substancias exégenas (KOWAL; TKACH; THERY, 2014). Recentemente, Beuzelin et
al. (2019) descreveram uma metodologia de elaboracdo de vesiculas sintéticas,
formadas por aminoglicosideos, sendo eles dioleil-succinil-paromomicina (DOSP),
dioleil-succinil-serinil-tobramicina (DOSST), dioleil-succinil-ribostamicina (DOSRI) e
dioleil-succinil-serinil-ribostamicina (DOSSRI). Neste mesmo estudo, o transporte
destas vesiculas foi realizado através de suplementagao oral de uma alta dose, e
neste contexto o DOST se mostrou o aminoglicosideo mais efetivo para esta fungao
(BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019).

Naturalmente, as vesiculas extracelulares carregam uma grande quantidade de
microRNAs, os quais modulam as atividades das células alvos em diversos contextos,
como cancer, doengas cardiacas e metabdlicas (BEUZELIN; KAEFFER, 2018; LI et
al., 2018)b. Por esta razao, torna-se bastante relevante a investigagao da utilizagao
de microRNAs embebidos em vesiculas extracelulares como estratégia de

intervencao preventiva/terapéutica. Em um artigo de revisdo, Li et al. (2018)
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descreveram varios microRNAs sendo utilizados embebidos em vesiculas
extracelulares no contexto do tratamento do cancer, seja por suplementagao oral,
injecao in situ, inje¢ao intravenosa, injecao intraperitoneal ou até mesmo inalagao (LI
etal., 2018). Porém, dentre estes meios de administragcéo, a forma oral aparentemente
seria um melhor método por ser menos invasivo € mais pratico para o uso clinico (LI
et al., 2018). Beuzelin et al. (2019) demonstram por exemplo que a suplementagao
oral com o miR-320-3p em ratos é eficiente, absorvida pelo trato gastrintestinal e
impacta varios aspectos do metabolismo (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019).
Especificamente, a suplementacdo oral do miR-320-3p através de nano vesiculas
impacta a interferéncia de RNA (RNAi) e complexos de cromatina nuclear,
dependendo inclusive do ritmo circadiano (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019).

Em artigo de revisédo de literatura, Beuzelin & Kaeffer (2018) apontam o miR-
320-3p como um forte candidato na utilizagao terapéutica/preventiva visando prevenir
o surgimento de disturbios metabdlicos. Além disso, os autores sugerem que devido
as funcdes deste microRNAs, como por exemplo o silenciamento da subunidade
RPC4 da RNA polimerase Il (polr3d), este pode inclusive agir como um
‘reprogramador” do desenvolvimento, no contexto de experiéncias ambientais
negativas, como privagdes nutricionais (BEUZELIN; KAEFFER, 2018).
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3 HIPOTESES

3.1 O desmame precoce promove hiperfagia e aumento de ingestdo de alimento
palatavel em ratos adultos, além de modular a expressao génica de componentes
de sistemas de neurotransmissédo relacionados com o controle central do
comportamento alimentar no hipotalamo e tronco encefalico.

3.2 O aumento ou diminuicdo da expressao de genes dos sistemas serotonérgico e
dopaminérgico em resposta ao desmame precoce estdo associados com
diminuicdo ou aumento, respectivamente, da expressao de microRNAs que os
regulam.

3.3 A suplementacao oral de mir-320-3p e miR-375-3p durante o periodo neonatal é
uma estratégia nutricional visando a prevengdo das modificagbes moleculares

promovidas pelo desmame precoce.
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4 OBJETIVOS
4.1 GERAL

Avaliar os efeitos do desmame precoce e da suplementagao oral pds-natal com os
microRNAs 320 e 375 sobre parametros comportamentais, neurobiolégicos e
epigenéticos, do comportamento alimentar.
4.2 ESPECIFICOS
Estudar em ratos de ambos os sexos:

o Massa corporal e ingestdo de alimento padrao e palatavel em resposta ao
desmame precoce;

o Expressdo génica de componentes centrais do controle do comportamento
alimentar no hipotalamo, hipocampo e tronco encefalico em resposta ao
desmame precoce;

o Relacao entre a expressao de microRNAs e a expressdao de mRNAs de
componentes centrais do comportamento alimentar em resposta ao desmame
precoce.

o Efeitos da suplementagao oral neonatal com miR-320-3p e miR-375-3p sobre
a expressao de miRNAs e mRNAs relacionados ao controle do comportamento

alimentar.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 EXPERIMENTO | - ESTUDO DOS EFEITOS DO DESMAME PRECOCE SOBRE
O COMPORTAMENTO ALIMENTAR, SISTEMAS SEROTONINERGICO E
DOPAMINERGICO DE RATOS ADULTOS

5.1.1 Animais

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados de acordo com a
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE de acordo com os preceitos
da lei editados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), segundo o processo 0020/2018 (apéndice 1). Foram utilizadas oito ratas
albinas (200-250g de peso corporal) da linhagem Wistar provenientes do Biotério de
Criacao do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). As ratas foram acasaladas na proporgao de duas fémeas para um macho. A
prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozoide no esfregago vaginal e
confirmada pelo ganho de peso corporal. A partir do diagnéstico, as ratas prenhas
foram transferidas para gaiolas individuais, e durante a gestacdo e lactagéo
receberam dietas padréo de biotério (Presence ®) (Ver composi¢gdo nutricional na
tabela 1). Ap6s o nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem para a formagéao
das ninhadas com 8 filhotes por mae, 4 machos e 4 fémeas. Para a composicado dos
grupos experimentais, no maximo 3 filhotes de cada sexo de cada ninhada foram
utilizados. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em condicdes
padrao de biotério (temperatura de 22 + 1°C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12
horas, luz acesa as 18 horas), recebendo racdo (Presence ®) (Ver composigao

nutricional na tabela 1) e agua ad libitum.

Tabela 1 — Composigao nutricional da dieta utilizada no estudo | (Presence ®).

Macronutrientes

Carboidratos 449/100g*
Proteinas 23g/100g
Gorduras 4,59/100g

Umidade
Umidade 13%

Fibra dietética

Fibra bruta 5g/100g
Micronutrientes

Matéria mineral 10g/100g
Vitamina A 2.550,00U1/100g
Vitamina D3 400U1/100g

Vitamina E 8,2U1/100g
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Vitamina K3 0,64mg/100g
Vitamina B1 1,1mg/100g
Vitamina B2 1,2mg/100g
Niacina 21,9mg/100g
Acido pantoténico 9mg/100g
Vitamina B6 1,1mg/100g
Acido félico 1,3mg/100g
Biotina 0,01mg/100g
Vitamina B12 4mg/100g
Colina 280mg/100g
Lisina 1,25g/100g
Metionina 350mg/100g

*Valor estimado por diferenca
Fonte: Presence® Nutricdo animal

5.1.2 Desmame precoce

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado dia zero. No primeiro dia pés-
natal, foram mantidos 4 filhotes machos e 4 fémeas em cada ninhada. Para obtencao
dos grupos experimentais, os filhotes de diferentes ninhadas foram desmamados em
periodos distintos. O desmame precoce através da separacdo materna em ratos é
considerado quando ha interrupcao do aleitamento por volta do 15° dia de idade, e 0
natural, como ocorre na natureza, aos 30 dias de vida (KIKUSUI; MORI, 2009;
NOVAKOVA et al., 1962). Sendo assim, o desmame precoce ocorreu no 15° dia pos-
natal. Este modelo caracteriza uma forma de estresse mista, emocional e nutricional,
uma vez que priva os filhotes do cuidado e do leite materno, ambos fundamentais para
o neurodesenvolvimento da prole (KANARI et al., 2005; LIU et al., 1997; TAVARES et
al., 2019). A prole desmamada precocemente foi alocada em gaiola com recipiente
contendo racao triturada no assoalho e também pellets de racao no proprio dispenser
da gaiola, uma vez que aos 14-15 dias de vida os animais ja possuem a habilidade e
iniciam o consumo alimentos provenientes do ambiente, além do leite materno (DOS
SANTOS OLIVEIRA et al., 2011; LOPES DE SOUZA et al., 2004). O desmame natural
ocorreu ao 30° dia pés-natal. No periodo do 15° ao 30° dia pds-natal os animais
desmamados naturalmente tiveram acesso ao leite e cuidado materno e também
pellets de ragao no dispenser da gaiola. A partir do 30° dia pds-natal, ambos animais
desmamados precoce e naturalmente tiveram acesso a racao através do dispenser
da gaiola. A figura 1 ilustra o modelo experimental de desmame precoce utilizado

neste estudo.
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Figura 1 — Esquema metodolégico do desmame precoce adotado neste estudo.
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Fonte: Tavares (2018, p. 27)

5.1.3 Grupos experimentais

Um total de 38 animais machos e fémeas foram usados para compor os grupos

experimentais, formados de acordo com o dia do desmame, 15 ou 30 dias pds-natal:

e Grupo Controle, macho (CM) ou fémea (CF) - desmamado no periodo natural

para a espécie, 30° dia pds-natal;

e Grupo desmamado precocemente, macho (DM) ou fémea (DF) — animais

desmamados no 15° dia pds-natal.

5.1.4 Ingestao alimentar de alimento padrao em resposta a privagao alimentar

Ratos de ambos os sexos com idade entre 250 e 300 dias, dos diferentes
grupos experimentais, foram submetidos a analises de consumo alimentar de alimento
padrao em resposta a privagao alimentar. Os ratos foram mantidos previamente em
gaiolas individuais por 7 dias consecutivos antes deste estudo. No dia do teste, os
animais foram submetidos a privagcao alimentar de 4 horas, a partir das 12h (n = 6-8
animais por grupo). Findas as 4h do periodo de privacéo, as 16h, foi ofertada uma
quantidade conhecida de ragao, e apdés uma hora (17h) foi aferido o peso de ragao
restante no dispenser da gaiola. O consumo alimentar foi mensurado pela diferencga
entre a quantidade de racao ofertada e a quantidade restante ao final de uma hora.
Estes horarios foram escolhidos uma vez que os maiores picos de alimentacdo em
24h no rato € observado no inicio e no final da fase escura, desta forma o fim da fase
escura € um horario em que o animal ja sente fome naturalmente (PATTON;
MISTLBERGER, 2013).
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5.1.5 Ingestao alimentar de 24h e por fases do ciclo circadiano

Entre 250 e 300 dias de vida os animais foram submetidos a teste de ingestao
alimentar ao longo do ciclo circadiano (n = 7 — 9 por grupo). A quantidade de ragao
ofertada aos animais foi pesada as 06h, 18h e 06h do dia seguinte. A diferenca de
ingestao entre 06h e 06h do dia seguinte foi considerada a ingestdo de 24h. A
diferenca entre as 06h e 18h, e entre 18h e 06h caracterizaram os consumos na fase

escura e clara, respectivamente.
5.1.6 Ingestao alimentar de alimento palatavel

Entre 250 e 300 dias de vida os animais de ambos os grupos (apenas machos)
foram submetidos a avaliagdo do consumo de alimento palatavel (Cookies de
chocolate), durante trés dias consecutivos, por uma hora (n = 8 por grupo). O
CONsSuUMOo correu sempre no mesmo horario, estabelecido entre 13h e 14h, horario em
que nao ha pico de alimentacdo, demonstrando o consumo alimentar sem ser em
estado de fome (PATTON; MISTLBERGER, 2013). Durante esta faixa de horario, a
racao padrao foi removida do dispenser da gaiola e os cookies foram adicionados. Os
dois primeiros dias de teste foram considerados a adaptagcdo do animal a um novo
alimento, e o consumo do terceiro dia foi considerado. O consumo alimentar foi
mensurado pela diferenca entre a quantidade de racdo ofertada e a quantidade

restante ao final de uma hora.
5.1.7 Avaliagao da massa corporal

A massa corporal dos animais (gramas) foi avaliada entre as idades 250 — 300
durante a fase escura (n =7 — 11 por grupo). Para a avaliagdo da massa corporal foi
utilizada balancga digital (Marte Ad1000, com capacidade maxima de 1010g e divisao

minima de 0,019g).
5.1.8 Avaliagao de parametros metabdlicos

Entre os dias 250 e 300 de vida, os animais foram eutanasiados por
decapitagao e foram coletados o sangue do tronco, figado e gordura abdominal (n =
6 — 11 por grupo). O peso do figado e da gordura abdominal foram mensurados e o
sangue do tronco foi centrifugado durante 5 minutos a 903 x g para a obtengcao do
plasma sanguineo, o qual foi utilizado para analisar os niveis séricos de glicose,

colesterol total e triglicerideos. Para as andlises bioquimicas foi utilizado um
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analisador automatico (PIOWAY — modelo PW2280) e kits comerciais de diagndstico
(Biotecnic®) para glicose, triglicerideos e colesterol total.

5.1.9 PCR em tempo real

Para associar os resultados aos testes de ingestao alimentar, os animais foram
eutanasiados entre 250 e 300 dias de idade (foram coletados hipotalamo e tronco
encefalico) (n = 3 — 6 por grupo). Para isto, os animais foram eutanasiados por
decapitacao dentro da faixa de horario de 16h as 17h e as estruturas foram
seccionadas e armazenados a -20°C. O RNA total das amostras foi obtido pelo método
de extragdo com isotiocionato de guanidina usando o reagente TRIzol. Inicialmente
os tecidos foram lisados utilizando o TRIsol. Depois de 5min de incubacao, a
temperatura ambiente, foi acrescentado cloroférmio nas amostras e em seguida
centrifugadas a 1200RPM por 15min. A fase aquosa obtida foi transferida para outro
tubo, adicionada de isopropanol gelado sendo incubada por 10min e em seguida
centrifugada a 12000RPM por 10min. O RNA formado foi entdo lavado com etanol a
75% e centrifugado a 7000RPM por 5min. O sedimento de RNA (pellet) foi entdo
ressuspenso em agua livre de RNAse e armazenado. A quantificacdo de RNA foi
realizada em duplicata diluindo as amostras em proporgao de 1:50 em agua livre de
RNAse. A absorbancia da amostra foi determinada por espectrofotometria nos
comprimentos de onda 260nm (correspondente ao pico de absorgdo de RNA) e
280nm (correspondente ao pico de absorgao de proteinas). Para a analise de pureza
do RNA, o valor da absorbancia obtido a 260nm foi dividido pelo obtido a 280nm e as
amostras que apresentaram razao de 260/280 igual ou superior a 1,8 foram utilizadas
(indicativo de elevado grau de pureza).

O PCR em tempo real foi realizado com kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR System,
numero de referéncia A6020 (Promega, USA), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Brevemente, foram utilizadas concentragdes de 700ng de RNA, 10umol de
primer e duas unidades de Taq polimerase, com volume final de reacao de 15pul. Os
primers utilizados para este estudo estdo descritos na tabela 1. As analises foram

performadas em um termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, USA)
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Tabela 2 — Sequéncias dos primers utilizados para as analises de expressao génica de 5ht1b, 5ht2c,

Sert, Drd1, Drd2, Npy, Pomc e gene de referéncia 32M.

Primer Forward (5 - 3’) Reverse (5’ - 3) Ref.*

5ht1b  AGAAGAAACTCATGGCCGCT  GGGGAGCCAGCACACAATAA NM_012765.3
5ht2c  ATTTGTGCCCCGTCTGGATT CGCGAATTGAACCGGCTATG NM_012765.3
Sert AGCATCTGGAAAGGCGGTCAA ACACCCCTGTCTCCAAGAGT NM_013034.4
Drd1 GTTTGTGTGGTTTGGGTGGG  GCTCATGGTGGCTGGAAAAC NM_012546

Drd2  GAGCCAACCTGAAGACACCA  GCATCCATTCTCCGCCTGTT NM_012547
Npy AGAGATCCAGCCCTGAGACA  AACGACAACAAGGGAAATGG NM_012614.2
Pomc CCTATCGGGTGGAGCACTTC  GCGTTCTTGATGATGGCGTT NM_139326.2

B2M TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG NM_012512.2

*Nudmero de referéncia no PUBMED.
Fonte: Tavares (2021)

5.1.10 Analises estatisticas

Two-way ANOVA com poés-teste de tukey foi utilizado para a andlise dos
resultados compostos por dois fatores (Desmame precoce x sexo). Para os resultados
compostos de apenas um fator (desmame precoce), o teste t foi utilizado. Unicamente
para as analises do consumo alimentar por fases do ciclo circadiano, three-way
ANOVA com pés-teste de tukey foi utilizado, tendo como fatores o desmame precoce,
0 sexo e a fase do ciclo. Os resultados foram considerados significantes quando
p<0,05, e os dados foram apresentados na forma de média + erro padrdo. Para a

realizagao das analises foi utilizado o software GraphPad Prism v.8.

5.2 EXPERIMENTO Il — EFEITOS MOLECULARES DO DESMAME PRECOCE E
SUPLEMENTACAO ORAL COM MIR-320-3P E MIR-375-3P SOBRE O
CEREBRO DE RATOS

5.2.1 Animais

Para esta parte dos procedimentos experimentais, ratos Sprague-dawley foram
utilizados. Estes ratos foram geneticamente modificados com a inser¢gao do promotor
do gene da proteina verde fluorescente (GFP) na regido promotora do gene da
colecistoquinina (CCK). A escolha da regiao de inser¢ao do gene GFP foi baseada no
fato de que o miR-375-3p, utilizado para suplementacdo destes animais, como
mencionado posteriormente, participa na diferenciagao de células neuroenddcrinas
(ABRAHAM et al., 2016; PANARELLI et al., 2019; YAN et al., 2017), além de que as
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populagdes de neurbnios produtores de CCK participam da regulacdo da ingestao
alimentar, produzindo saciedade (ROMAN; SLOAT; PALMITER, 2017). Para a
realizacdo do procedimento da transgenia, foi utilizada a metodologia descrita por
Tesson et al. (2011), que consiste na insergao de um vetor contendo a sequéncia do
gene desejado construido para se ligar especificamente na regido alvo, podendo ser
utilizado para a insergéo ou silenciamento de genes (TESSON et al., 2011). No caso
deste estudo, nucleases efetoras semelhantes a ativador de transcricdo altamente
ativo foram utilizadas para promover a insercao do gene GFP onde & expresso
naturalmente o gene da CCK, processo que esta descrito na figura 2. A injecao do
vetor foi realiza na fase embrionaria unicelular. Apds obtencdo dos animais
comprovadamente transgénicos, seis ratas homozigotas para o transgene foram
acasaladas com machos também homozigotos para o transgene. As ratas foram
acasaladas na proporcdo de duas fémeas para um macho. A prenhez foi
diagnosticada pela presencga de espermatozoide no esfregagco vaginal e confirmada
pelo ganho de peso corporal. A partir do diagndstico, as ratas prenhas foram
transferidas para gaiolas individuais, e durante a gestacéao e lactagédo receberam dieta
padrao de biotério. Apdés o nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem para a
formacao das ninhadas com 8 filhotes por mae, 4 machos e 4 fémeas. Durante todo
0 experimento, os animais foram mantidos em condicbes padrdo de biotério
(temperatura de 22 + 1°C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa as
16:30h, luzes apagadas as 04:30h), recebendo ragao padrao de biotério (SAFE® A03
durante gestacdo e lactacdo e SAFE® A04 para manutengao (ver composigcdes
nutricionais nas tabelas 3 e 4) e agua ad libitum. Todos os experimentos foram
aprovados pelo comité de ética da regidao Pays de La Loire, Franga, sob protocolo
APAFIS 21917.
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Figura 2 — llustragdo demonstrando o modelo de inser¢éo do gene GFP na regiao promotora do gene

CCK para criagao do rato transgénico.
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Fonte: Tesson, Plataforma de Ratos transgénicos e de imunofenémica de Nantes.

Tabela 3 — Composic¢ao nutricional da dieta utilizada durante a gestacgao e lactagéo no estudo Il -

SAFE® A03.
Macronutrientes
Carboidratos 48,8g/100g*
Proteinas 21,4g9/100g
Gorduras 5,19/100g
Umidade e cinzas
Umidade 12,1%
Cinzas 5,4%
Fibra dietética
Fibra bruta 4g/100g
Micronutrientes
Matéria mineral 3,29/100g
Vitamina A 1.400,00U1/100g
Vitamina D3 200U1/100g
Vitamina E 5U1/100g
Vitamina K3 0,57mg/100g
Vitamina B1 0,8mg/100g
Vitamina B2 1,3mg/100g

Vitamina B3 9mg/100g
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Vitamina B5 1,5mg/100g
Vitamina B6 0,35mg/100g
Vitamina B9 0,05mg/100g
Vitamina B12 0,002mg/100g
Biotina 0,01mg/100g
Colina 210mg/100g

*Valor estimado por diferenca

Fonte: SAFE® Premium scientific diets

Tabela 4 — Composig¢ao nutricional da dieta de manutencgéo utilizada no estudo Il - SAFE® A04.

Macronutrientes

Carboidratos 57,7g/100g*
Proteinas 16,19/100g
Gorduras 3,1g/100g

Umidade e cinzas
Umidade 11,9%
Cinzas 4,6%
Fibra dietética
Fibra bruta 3,99/100g
Micronutrientes
Matéria mineral 2,79/100g
Vitamina A 750U1/100g
Vitamina D3 100U1/100g
Vitamina E 3U1/100g

Vitamina K3 0,25mg/100g

Vitamina B1 0,5mg/100g

Vitamina B2 0,65mg/100g

Vitamina B3 7mg/100g

Vitamina B5 1mg/100g

Vitamina B6 0,3mg/100g

Vitamina B9 0,035mg/100g

Vitamina B12 0,001mg/100g

Biotina 0,008mg/100g
Colina 160mg/100g

*Valor estimado por diferenca

Fonte: SAFE® Premium scientific diets

5.2.2 Suplementagao oral de miR-320-3p, miR-375-3p e desmame precoce

No dia pds-natal 12, trés ninhadas foram designadas aleatoriamente a compor

0s grupos de animais submetidos a suplementacgéo oral com miR-320-3p € miR-375-
3p. Para isto, os filhotes foram separados das maes durante periodo de 1h, com o
objetivo de promover o esvaziamento gastrico. A separagao ocorreu na fase escura,
as 06:00h. Uma hora apds a separagao (07:00h), os animais foram submetidos a
suplementacao de solucdo contendo os miR-320-3p ou miR-375-3p embebidos em

lipoaminoglicosideo que serve como veiculo, biomimetizando vesiculas
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extracelulares, o Dioleyl-Succinil Paromomicina (DOSP). A suplementacéo foi
realizada através de gavagem, com volume de 300uL, contendo 0,5nM de
microRNAS, o que corresponde a 9 x 10" moléculas. Durante periodo de 15 minutos
apo6s a suplementacgao (07:00h — 07:15h) os animais permaneceram separados das
maes, quando finalmente foram devolvidos. Para ter controle sobre o estresse da
separacao, todas as outras ninhadas que nao foram submetidas a suplementacéao
foram submetidas ao mesmo tempo de separacao no dia 12 de idade.

Os procedimentos para a realizagdo do desmame precoce foram realizados
como descrito no topico 5.1.2. Brevemente, os animais foram desmamados em idade
regular (D30) ou precoce (D15). No caso dos ratos sprague-dawley, a alimentagao
dos grupos desmamados precocemente entre os dias 15 e 30 foi realizada através da
elaboragao de uma solugao pastosa de ragao triturada e agua disposta em recipiente
no assoalho da gaiola, além da ragéo sélida normalmente ofertada no dispensor da
gaiola.

5.2.3 Grupos experimentais

48 animais foram utilizados para compor os grupos experimentais, os quais
foram formados a partir de 6 ninhadas distribuidas de forma aleatéria, de acordo com
a suplementacéo, idade do desmame e sexo, como disposto a seguir:

o Controle macho (CM) (n=4) e fémea (CF) (n=4); desmame regular sem
suplementacgao.

o Controle macho (CM320) (n=4) e fémea (CF320) (n=4) com
suplementacao de miRT-320-3p; desmame regular com suplementagao
de miR-320-3p.

o Controle macho (CM375) (n=4) e fémea (CF375) (n=4) com
suplementacao de miRT-375-3p; desmame regular com suplementagao
de miR-375-3p.

o Desmame precoce macho (DM) (n=8) e fémea (DF) (n=8); desmame
precoce sem suplementacgao.

o Desmame precoce macho (DM320) (n=4) e fémea (DF320) (n=4) com
suplementacado de miR-320-3p; desmame precoce com suplementacao
de miR-320-3p.
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5.2.4 Obtencao e preparacgao dos tecidos

Os animais foram eutanasiados na idade 45 através de decapitacao, entre
10:00h e 11:00h, durante a fase escura. O cranio foi imediatamente removido e o
cérebro exposto, quando foram obtidas as amostras do hipotalamo, hipocampo e
tronco encefalico dos animais. Os tecidos foram imediatamente armazenados em
temperatura de -80°C e em seguida foram processados para as analises de expressao
génica.

A extracdo do RNA total dos tecidos foi realizada através do sistema de lise
utilizando Qiazol®. 1mL de Qiazol foi adicionado para cada 30mg de tecido congelado
durante 5min para a descongelagao do tecido. Apds descongelados, os tecidos foram
homogeneizados com a ajuda de um homogeneizador de amostras automatico
(PRECELLYS® Evolution), com dois processamentos de 30s a 6500rpm com intervalo
de 10s de pausa entre eles. Apdés 5Smin em temperatura ambiente, 200mL de
cloroférmio foram adicionados a solugéo, a qual foi em seguida homogeneizada com
ajuda de um voértex e centrifugada a 1200rpm e 4°C durante 15min. A partir da
centrifugacéo, trés fases foram obtidas na solugao, e a fase superior, translucida, a
qual contém o RNA total foi cuidadosamente coletada e transferida para outro tubo. A
solugdo de RNA coletada foi homogeneizada com 500mL de isopropanol, sendo
incubada em seguida durante 10min em temperatura ambiente. Apés a incubacéo, a
solucgao foi novamente centrifugada a 1200rpm e 4°C durante 15min. Com esta ultima
centrifugacédo foram obtidos os pellets de RNA no fundo dos tubos, os quais foram
lavados em 1mL de alcool 70% e novamente centrifugados a 7500rpm e 4°C durante
5min. Uma segunda lavagem dos pellets foi realizada em seguida com 500mL de
alcool 70% e novamente centrifugado como da ultima vez. Apds esta ultima lavagem
em alcool, o alcool foi removido do tubo e o pellet foi ressuspenso em agua livre de
RNAse. A quantificacao de RNA foi realizada em duplicata diluindo as amostras em
proporgao de 1:50 em agua livre de RNAse.

A absorbancia das amostras foi determinada por espectrofotometria nos
comprimentos de onda 260nm (correspondente ao pico de absorgdao de RNA) e
280nm (correspondente ao pico de absorgao de proteinas). Para a analise de pureza
do RNA, o valor da absorbancia obtido a 260nm foi dividido pelo obtido a 280nm e as
amostras que apresentaram razao de 260/280 igual ou superior a 1,8 foram utilizadas

(indicativo de elevado grau de pureza).
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5.2.5 PCR em tempo real

Antes de proceder com o PCR, as amostras de RNA foram submetidas a
reacao de transcriptase reversa para a constru¢gao do cDNA. Para isto foi utilizado o
kit de sintese de cDNA para miRNA e mMRNA TagMan® (Ref. A28007). O processo de
construcdo do cDNA foi realizado de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Brevemente, o kit consiste de quatro reacdes. A primeira reacdo € a da enzima
Poly(A), na qual uma solugédo contendo tampéo, adenosina trifosfato (ATP), enzima
Poly (A) e agua livre de RNAse foi preparada. Um volume final de 5mL, composto de
3mL de solugéo poly(A) e 2mL de solugdo de RNA ¢ utilizado para a reagao. Apos a
reacao da poly(A), a segunda etapa é a reacgao de ligagao. Nesta foi preparada uma
solugao contendo tampéao, PEG-8000, adaptador de ligagdo, RNA ligase e agua livre
de RNAse. 10mL desta solucédo foram adicionados a solugao prévia, resultando em
volume final de 15mL. A terceira reagao é a de transcricdo reversa, na qual foi
preparada solugdo contendo tampao, mix de desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTP), primer universal, mix de enzimas e agua livre de RNAse. 15mL desta solugao
foram adicionados aos 15mL provenientes da reagcdo de ligagado, resultando em
volume final de 30mL. Ao final desta etapa, obtemos o cDNA para andlises de
expressdao de mRNA. Na proxima e ultima etapa foi realizada a reacdo dos
microRNAs. Neste caso, foram utilizados master mix miR-Amp, primer mix miR-Amp
e agua livre de RNAse. 45mL desta solugéo foram misturados com 5mL da solugao
da reagao de transcri¢cao reversa, gerando o cDNA para os microRNAs.

Uma vez prontos os cDNAs dos mRNAs e microRNAs, procedemos com a PCR
em tempo real. Para isto utilizamos o sistema BioRad®, com o aparelho CFX
Connect™ e placas de 96 pocos. Para os mRNAs, utilizamos o sistema SYBR® Green
com solugao de reacao contendo 1uL de agua livre de RNAse, 6 uL de SYBR® Green,
2 uL de primer forward e 2 uL de primer reverse. Desta solugao, 9 pL sao utilizados e
adicionados de 1 yL de cDNA, formando 10 uL de volume final de reacdo. Para as
analises de microRNAs, foi utilizado o sistema TagMan®. Para a realizacdo da
solugéo de reagao foram utilizados 4,5 yL de agua livre de RNAse, 5,75 pL de master
mix TagMan e 0,5 pL de primer TagMan. Deste volume de reagdo, 9 pyL foram
utilizados e adicionados de 1 uL do cDNA.

Os primers utilizados para este estudo estdao descritos nas tabelas 2 e 3. Os

resultados foram analisados em forma de expresséao relativa (log10 de ACT) aos 3
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genes de referéncia para os mMRNAs e microRNAs. Todos os genes foram avaliados

nas trés regides, exceto pelo SERT, que foi avaliado apenas no tronco encefalico.

Tabela 5 — Primers utilizados para analises de expressdo de mRNA com sistema SYBR®, incluindo

os 3 genes de referéncia 32M, GAPDH e B-actina.

Primer Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3)

5ht1b AGAAGAAACTCATGGCCGCT GGGGAGCCAGCACACAATAA
5ht2c ATTTGTGCCCCGTCTGGATT CGCGAATTGAACCGGCTATG
Drd1 GTTTGTGTGGTTTGGGTGGG GCTCATGGTGGCTGGAAAAC
Drd2 GAGCCAACCTGAAGACACCA GCATCCATTCTCCGCCTGTT
Clock GAACTTGGCGTTGAGGAGTCT GTGATCGAACCTTTCCAGTGC
Period1 GCCGTGCTGCCTGCTCATTG AACTTGGTGTGTGCCGTGTGG
Period2 GCACGCTGGCAACCTTGAAG GGCTGGCTCTCACTGGACATTAG
Bmal1 GACTTCGCCTCCACCTGTTC CATTGTCTGGTTCACTGTCTTCG
Cck GCCGCCTGCCCTCAAC ACACACGCCGCACTTCATATC
Gfp AAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC CTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAA
B2M TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG
Gapdh CGGCAAGTTCAACGGCACAG TCCACGACATACTCAGCACCA
Bactina CTATCGGCAATGAGCGGTTCC GCACTGTGTTGGCATAGAGGTC

Fonte: Tavares (2021)

Tabela 6 — Primers utilizados para analises de expressao de mRNA e miRNA com sistema TagMan®,

incluindo os genes de referéncia para os miRNAs, miR-let-7g, miR-let-7d e miR-146-5p.

Primer Referéncia TagMan®
Sert rn00564737_m1
miR-320-3p rno481048_mir
miR-375-3p rno481141_mir
miR-132-3p rno480919 mir
miR-16-5p rno481312_mir
miR-504 rno481198_mir
miR-let-7g rno478580 mir
miR-let-7d rno478439 mir
miR-146-5p rno480941_mir

Fonte: Tavares (2021)
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5.2.6 Analises estatisticas

Para as anadlises estatisticas dos resultados, o teste ANOVA two-way foi
utilizado tendo como fatores desmame e sexo, para as analises do efeito do desmame
precoce sobre os parametros moleculares. Ja para os efeitos da suplementacao, os
fatores foram considerados desmame + suplementacao e sexo. O pos-teste de tukey
também foi utilizado em ambas as analises. Os resultados foram considerados
significantes quando p<0,05, e os dados foram apresentados na forma de média *
erro padrao. Para a realizagdo das analises foi utilizado o software GraphPad Prism
v.8.
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6 RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTO | - ESTUDO DOS EFEITOS DO DESMAME PRECOCE SOBRE
O COMPORTAMENTO ALIMENTAR, SISTEMAS SEROTONINERGICO E
DOPAMINERGICO DE RATOS ADULTOS

6.1.1 Efeitos do desmame precoce sobre o comportamento alimentar de ratos

machos e fémeas adultos

No teste de ingestao alimentar em resposta a privagao alimentar de 4h, o teste
ANOVA two-way demonstrou interagao entre os dois fatores (desmame precoce vs
sexo) [F (1, 25) = 33,57, p<0,0001]. O pos-teste de tukey demonstrou aumento na
ingestao alimentar de MDP (p=0,0344), em comparagao a MC, e diminuicdo da
ingestao alimentar em FDP (p=0,0001), em comparacgao a FC (Fig.3A). Além disso, o
pos-teste de tukey também apresentou aumento de ingestdo alimentar em FC
(p=0,0303), quando comparadas a MC, porém diminuicdo de ingestao alimentar em
FDP (p<0,0001), quando comparadas a MDP (Fig. 3A).

Por outro lado, no teste de ingestdo alimentar em um periodo de 24h, ANOVA
two-way também apresentou interagdo entre sexo e desmame precoce [F (1, 30) =
4,999, p=0,0329]. O poés-teste de tukey, por outro lado, demonstrou aumento de
ingestdao em MDP (p=0,0100), quando comparados a MC, e menor ingestao alimentar
em FC (p=0,0088) e FDP (p<0,0001), quando comparadas a MC e MDP,
respectivamente (Fig. 3B).

Quando submetidos ao teste de ingestdo de alimento palatavel, o teste t de
student demonstrou que MDP apresentou maior consumo de cookies (p=0,0325),
quando comparado a MC (Fig. 3C).

No teste de ingestao alimentar por fase do ciclo circadiano, ANOVA three-way
de medidas repetidas ndo demonstrou interacdo entre os trés fatores, desmame
precoce, sexo e fase do ciclo [F (1, 28) = 3,553, p=0,0699]. Em todos os grupos, MC
(p<0,0001), MDP (p<0,0001), FC (p<0,0001) e FDP (p<0,0001), foi observado, através
do teste de tukey, maior consumo alimentar na fase escura do ciclo, quando
comparada a fase clara. Além disso, na fase escura do ciclo, FDP (p=0,0005)

apresentou menos consumo alimentar do que MDP (Fig. 3D)
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Figura 3 — Efeitos do desmame precoce sobre o comportamento alimentar de ratos adultos de ambos
os sexos. Ratos de ambos os sexos foram desmamados regularmente (PND30) ou precocemente
(PND15), e entre 230 — 250 dias de vida foram submetidos a teste de ingestao alimentar em resposta
a privagao alimentar de 4h (n = 6 — 8 animais por grupo) (A), ingestao alimentar de 24h (n=7 -8
animais por grupo) (B), ingestao de alimento palatavel (apenas machos, n = 8 por grupo) (C) e
ingestao alimentar por fases do ciclo circadiano (n = 7 — 9 animais por grupo) (D). Resultados estao
apresentados na forma de média + erro padrao, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, #p<0,05, ##p<0,01,
###p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce, (#) efeito do sexo. A, B, two-way ANOVA com poés-teste
de tukey; C, T-test; D, three-way ANOVA com pés-teste de tukey. (o) desmame regular, (m) desmame

precoce.
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6.1.2 Efeitos do desmame precoce sobre a massa corporal de ratos machos e
fémeas adultos

Nao foi observada interagcéo significante entre os fatores sexo e desmame
precoce no ANOVA two-way para a massa corporal [F (1,33) = 0,09200, p=0,7636],
apenas efeito isolado de ambos os fatores, sexo [F (1,33) = 487,7, p<0,0001] e
desmame precoce [F (1,33) = 4,361, p=0,0446]. O pos-teste de tukey demonstrou

reducao de massa corporal em FC (p<0,0001) e FDP (p<0,0001), quando comparadas
a MC e MDP, respectivamente (Fig. 4).

Figura 4 — Efeitos do desmame precoce sobre a massa corporal de ratos adultos de ambos os sexos.
Ratos de ambos os sexos foram desmamados regularmente (PND30) ou precocemente (PND15), e
entre 230 — 250 dias tiveram sua massa corporal mensurada (n = 7 — 11 por grupo). Resultados estao
apresentados na forma de média + erro padrao, ###p<0,001. (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA

com pos-teste de tukey, (o) desmame regular, (m) desmame precoce.

500

400

w

=]

(=]
1

200-

Massa corporal (g)

100+

1
Macho Fémea
Fonte: Tavares (2021)



62

6.1.3 Efeitos do desmame precoce sobre a expressao de genes relacionados a

ingestao de alimentos no hipotalamo e tronco encefalico de ratos machos
adultos

No hipotalamo, o teste t de student demonstrou que o desmame precoce
promoveu aumento da expressao génica de SERT (p=0,000158) e DRD1 (p<0,0001),
porém diminuigdo na expressao de 5HT1B (p<0,0001) e POMC (p=0,000697) (Fig.
5A). Por outro lado, no tronco encefalico, o teste t de student demonstrou que o
desmame precoce provocou aumento na expressao génica de SHT1B (p<0,0001),
5HT2C (p=0,001398), SERT (p=0,001389), DRD1 (p<0,0001) e DRD2 (p<0,0001)
(Fig. 5B).

Figura 5 — Efeitos do desmame precoce sobre a expressao de genes relacionados ao comportamento
alimentar no hipotalamo e tronco encefalico de ratos machos adultos. Ratos de ambos os sexos
foram desmamados regularmente (PND30) ou precocemente (PND15), e entre 230 — 250 dias de
vida foram eutanasiados através de decapitagido quando amostras do hipotalamo (A) e tronco
encefalico (B) foram coletadas e processadas para o RT-PCR (n = 3 — 6 por grupo). Resultados estao
apresentados na forma de média * erro padrao, ***p<0,001. A, B, student T-test, (o) desmame

regular, (m) desmame precoce.
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6.1.4 Efeitos do desmame precoce sobre parametros metabdlicos em ratos

adultos machos e fémeas

O teste ANOVA two-way nao apresentou interagdo entre os fatores sexo e

desmame precoce no que diz respeito a massa do figado [F (1, 34) = 0,1829,
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p=0,6716]. O pos-teste de tukey revelou menor massa do figado em FC (p<0,0001) e
FDP (p<0,0001), quando comparadas a MC e MDP, respectivamente (Fig. 6A).

No que diz respeito a massa de gordura abdominal, ANOVA two-way néao
apresentou interacado entre os dois fatores (sexo vs desmame precoce) [F (1, 34) =
0,4006, p=0,5310], e ndo houveram diferengas entre os grupos (Fig. 6B).

Segundo o teste ANOVA two-way, foi observada interagao significante entre os
fatores sexo e desmame precoce para os niveis séricos de triglicerideos [F (1, 21) =
8,698, p=0,0077]. O pds-teste de tukey revelou diminuicdo nos niveis séricos de
triglicerideos em MDP (p=0,0373), em comparag¢ao a MC, e maior trigliceridemia em
FDP, em comparagéao a MDP (p<0,0001) (Fig. 7A).

Quanto a colesterolemia (Fig. 7B) e glicemia (Fig. 7C), ANOVA two-way néo
apresentou interagdo entre os fatores sexo e desmame precoce, [F (1,23) = 2,628,
p=0,1186] e [F (1, 21) = 1,520, p=0,2312], respectivamente. Além disso, 0 pos-teste

de tukey nao apresentou diferengas entre os grupos.

Figura 6 — Efeitos do desmame precoce sobre a massa do figado e da gordura abdominal de ratos
adultos de ambos os sexos. Ratos de ambos os sexos foram desmamados regularmente (PND30) ou
precocemente (PND15), e entre 230 — 250 dias de vida foram eutanasiados, quando foram coletados
o figado (A) e a gordura abdominal (B), que foram pesados (n = 6 — 11 por grupo). Resultados estao
apresentados na forma de média * erro padrao, ##p<0,01. (#) efeito do sexo. A, B, two-way ANOVA

com pos-teste de tukey. (o) desmame regular, (m) desmame precoce.
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Figura 7 — Efeitos do desmame precoce sobre pardmetros metabdlicos de ratos adultos de ambos os
sexos. Ratos de ambos os sexos foram desmamados regularmente (PND30) ou precocemente
(PND15), e entre 230 — 250 dias de vida foram eutanasiados, quando o sangue do tronco foi coletado
e processado para analises de niveis séricos de triglicerideos (A), colesterol total (B) e glicemia (C) (n
=6 — 11 por grupo). Resultados estao apresentados na forma de média + erro padrao, *p<0,05,
#Hp<0,001. (*) Efeito do desmame precoce, (#) efeito do sexo. A, B, C two-way ANOVA com pds-

teste de tukey; (o) desmame regular, (m) desmame precoce.
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6.2 EXPERIMENTO Il — EFEITOS MOLECULARES DO DESMAME PRECOCE E
SUPLEMENTACAO ORAL COM MIR-320-3P E MIR-375-3P SOBRE O
CEREBRO DE RATOS

6.2.1 Efeitos do desmame precoce sobre a expressao génica de microRNAs e

mMRNAs associados com o controle central do comportamento alimentar

No hipotalamo, o desmame precoce promoveu aumento na expressao de miR-
375-3p em machos (p<0,001) e fémeas (p<0,001) (Fig. 8A); aumento na expressao
de miR-320-3p em machos (p<0,001) e fémeas (p<0,001) (Fig. 8B); aumento na
expressdo de miR-132-3p em machos (p<0,001) e fémeas (p<0,001) (Fig. 8C);
aumento na expressao de miR-16-5p em machos (p<0,001) e fémeas (p<0,01) (Fig.
8E); diminuicdo na expressao de miR-504 em machos (p<0,01) e fémeas (p<0,01)
Fig. 8D). Nenhuma diferenca de sexo foi observada no que diz respeito aos
microRNAs. Quanto aos mRNAs, nenhuma diferenca entre os grupos foi observada,

nem em resposta ao desmame precoce nem em relagao ao sexo (Fig. 9).



65

Figura 8 — Efeitos do desmame precoce sobre a expressao génica de microRNAs no hipotalamo.
Ratos de ambos os sexos foram submetidos ao desmame regular (D30) (n = 4) ou desmame precoce
(D15) (n = 8), e aos 45 dias de idade foram eutanasiados e amostras do hipotalamo foram coletadas.

A expressao de miR-375-3p (A), miR-320-3p (B), miR-132-3p (C), miR-504 (D) e miR-16-5p (E) foi
avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro
padrao, **p<0,01, ***p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce. A, B, C, D, E two-way ANOVA com
pos-teste de tukey.
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Figura 9 — Efeitos do desmame precoce sobre a expressdo génica de mRNAs no hipotalamo. Ratos
de ambos os sexos foram submetidos ao desmame regular (D30) (n = 4) ou desmame precoce (D15)
(n = 8), e aos 45 dias de idade foram eutanasiados e amostras do hipotalamo foram coletadas. A
expressao de 5HT1B (A), 5HT2C (B), CLOCK (C), DRD1 (D), DRD2 (E), BMAL1 (F), Period1 (G),
Period2 (H), GFP (I) e CCK (J) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estao
apresentados na forma de média + erro padrao. Two-way ANOVA com pés-teste de tukey foi utilizado

para as analises.
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No tronco encefalico de fémeas, o desmame precoce promoveu diminuigao na
expressao de miR-375-3p (p<0,001) (Fig. 10A), miR-320-3p (p<0,001) (Fig. 10B), miR-
132-3p (p<0,01) (Fig. 10C) e miR-504 (p<0,01). Por outro lado, a expressdo de miR-
375-3p (p<0,05) (Fig. 10A), miR-320-3p (p<0,001) (Fig. 10B), miR-132-3p (p<0,001)
(Fig. 10C), miR-504 (p<0,001) (Fig. 10D) e miR-16-5p (p<0,05) (Fig. 10E) foi
aumentada em fémeas controle, quando comparadas aos machos controle, diferenca
de sexo esta que nao foi observada no grupo de animais desmamados precocemente.
No que diz respeito aos mMRNAs no tronco encefalico, o desmame precoce resultou
em aumento da expressao de DRD1 (p<0,01) (Fig. 11C), DRD2 (p<0,01) (Fig. 11D) e
SERT (p<0,01) (Fig 11K) apenas em machos. Além disso, a expressao de DRD1 foi
diminuida em fémeas desmamadas precocemente, quando comparadas aos machos
do mesmo grupo (p<0,05) (Fig 11C), diferenga esta ndo observada no grupo controle.
No grupo controle, tanto a expressao de DRD2 (p<0,05) (Fig. 11D) como a de SERT
(p<0,001) (Fig 11K) foi aumentada nas fémeas, quando comparadas aos machos.

Esta mesma diferenga de sexo nao foi observada no grupo desmame precoce.
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Figura 10 — Efeitos do desmame precoce sobre a expressao génica de microRNAs no tronco
encefalico. Ratos de ambos os sexos foram submetidos ao desmame regular (D30) (n =4) ou
desmame precoce (D15) (n = 8), e aos 45 dias de idade foram eutanasiados e amostras do tronco
encefalico foram coletadas. A expresséo de miR-375-3p (A), miR-320-3p (B), miR-132-3p (C), miR-
504 (D) e miR-16-5p (E) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estéo
apresentados na forma de média * erro padrao, **p<0,01, ***p<0,001, #p<0,05, ###p<0,01,
###p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce, (#) efeito do sexo. A, B, C, D, E two-way ANOVA com
pos-teste de tukey.
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Figura 11 — Efeitos do desmame precoce sobre a expresséo génica de mRNAs no tronco encefalico.
Ratos de ambos os sexos foram submetidos ao desmame regular (D30) (n = 4) ou desmame precoce
(D15) (n = 8), e aos 45 dias de idade foram eutanasiados e amostras do tronco encefélico foram
coletadas. A expressao de 5HT1B (A), 5HT2C (B), DRD1 (C), DRD2 (D), CLOCK (E), BMAL1 (F),
Period1 (G), Period2 (H), GFP (), CCK (J) e SERT (K) foi avaliada através de PCR em tempo real.
Os resultados estao apresentados na forma de média * erro padréo. **p<0,001, ###p<0,001, (*) efeito

do desmame precoce, (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA com poés-teste de tukey foi utilizado para

as analises.
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Na terceira regidao avaliada, o hipocampo, a expressdo de miR-375-3p
(p<0,001) (Fig. 12A), miR-320-3p (p<0,001) (Fig. 12B), miR-132-3p (p<0,01) (Fig.
12C), miR-504 (p<0,01) (Fig. 12D) e miR-16-5p (Fig. 12E) foi diminuida em machos e
fémeas desmamados precocemente, quando comparados aos machos e fémeas
controle. No que diz respeito aos mMRNAs no hipocampo, o desmame precoce
aumentou a expressao do receptor SHT1B (p<0,05) (Fig. 13A) e de CLOCK (p<0,05)
(Fig. 13E) em fémeas, quando comparado as fémeas controle. A respeito de CCK, a
sua expressao foi aumentada em fémeas controle (p<0,01) e fémeas desmamadas

(p<0,001), quando comparadas aos machos do mesmo grupo (Fig. 13J).

Figura 12 — Efeitos do desmame precoce sobre a expressao génica de microRNAs no hipocampo.
Ratos de ambos os sexos foram submetidos ao desmame regular (D30) (n = 4) ou desmame precoce
(D15) (n = 8), e aos 45 dias de idade foram eutanasiados e amostras do hipocampo foram coletadas.

A expressao de miR-375-3p (A), miR-320-3p (B), miR-132-3p (C), miR-504 (D) e miR-16-5p (E) foi
avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro
padrédo, ***p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce. A, B, C, D, E two-way ANOVA com pos-teste de

tukey.
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Figura 13 — Efeitos do desmame precoce sobre a expressao génica de mRNAs no hipocampo. Ratos
de ambos os sexos foram submetidos ao desmame regular (D30) (n = 4) ou desmame precoce (D15)
(n = 8), e aos 45 dias de idade foram eutanasiados e amostras do hipocampo foram coletadas. A
expressao de 5HT1B (A), 5HT2C (B), DRD1 (C), DRD2 (D), CLOCK (E), BMAL1 (F), Period1 (G),
Period2 (H), GFP (I) e CCK (J) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estao
apresentados na forma de média + erro padrao. *p<0,01, ##p<0,01, ###p<0,001, (*) efeito do

desmame precoce, (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA com péds-teste de tukey foi utilizado para as

analises.
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6.2.2 Efeitos do desmame precoce + suplementagiao de miR-320-3p sobre a
expressao de microRNAs e mRNAs associados com o controle central do

comportamento alimentar

No hipotalamo, a expressao de miR-375-3p (Fig. 14A), miR-320-3p (Fig. 14B),
miR-132-3p (Fig. 14C) e miR-504 (Fig. 14D) apresentou-se aumentada em MC320
(p<0,001), MD (p<0,001) e MD320 (p<0,001), quando comparados a MC, e em FC320
(p<0,001), FD (p<0,001) e FD320 (p<0,001), quando comparadas a FC. Além disso,
a expressdao de miR-16-5p (Fig. 14E) foi aumentada em MD (p<0,001) e MD320
(p<0,05), quando comparada a MC, e aumentada em FC320 (p<0,01) e FD (p<0,01),
quando comparadas a FC. Além disso, a respeito da expressdao dos mRNAs no
hipotalamo, a expressao de 5SHT1B (Fig. 15A) foi aumentada em FC320 (p<0,01), em
comparagao a MC320. A expressao de Per2 (Fig. 15H) foi aumentada em FC320
(p<0,001), em comparagao a FC, FD320 e MC320.
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Figura 14 — Efeitos do desmame precoce + suplementagdo de miR-320-3p sobre a expressao de

microRNAs no hipotalamo. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementacgéo oral de

miR-320-3p ou veiculo (DOSP) no dia 12 de via, além de terem sido desmamados na idade regular

(D30) ou precoce (D15) (n =4 — 8 por grupo). Aos 45 dias de vida estes animais foram eutanasiados

através de decapitacao e o hipotalamo foi coletado para posterior analises de expressao génica. A
expressao de miR-375-3p (A), miR-320-3p (B), miR-132-3p (C), miR-504 (D) e miR-16-5p (E) foi
avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro

padrao, *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce + suplementagéo de miR-

320-3p. Two-way ANOVA com pos-teste de tukey foi utilizado para realizagcao das analises.
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Figura 15 — Efeitos do desmame precoce + suplementagcao de miR-320-3p sobre a expresséo de
mRNAs no hipotalamo. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementacao oral de miR-
320-3p ou veiculo (DOSP) no dia 12 de via, além de terem sido desmamados na idade regular (D30)
ou precoce (D15) (n = 4 — 8 por grupo). Aos 45 dias de vida estes animais foram eutanasiados
através de decapitacéo e o hipotalamo foi coletado para posterior analises de expressao génica. A
expressao de 5HT1B (A), 5HT2C (B), DRD1 (C), DRD2 (D), CLOCK (E), BMAL1 (F), Period1 (G),
Period2 (H), GFP (I) e CCK (J) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estao
apresentados na forma de média + erro padrao, ***p<0,001, ###p<0,001. (*) Efeito do desmame
precoce + suplementacao de miR-320-3p, (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA com pods-teste de

tukey foi utilizado para realizagao das analises.
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No tronco encefalico, ndo foram observados efeitos do desmame precoce +
suplementacdo de miR-320-3p sobre a expressdo de nenhum dos microRNAs
mensurados (Fig. 16). Por outro lado, a respeito da expressdo dos mRNAs nesta
mesma regido, foi observado que a expressao de SERT (Fig. 17A) foi aumentada em
MC320 (p<0,01), MD (p<0,01) e MD320 (p<0,001), quando comparados a MC. Além
disso, a expressao de SERT foi maior em FC (p<0,05), comparado a MC (Fig. 17A).
Além disso, a expressao de DRD2 (Fig. 17E) foi aumentada em MD (p<0,01) e MD320
(p<0,01), em comparacao a MC. A expressao de GFP (Fig. 17J) e CCK (Fig. 17K)

também foi aumentada em FC320 (p<0,05), quando comparado a FC.
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Figura 16 — Efeitos do desmame precoce + suplementagdo de miR-320-3p sobre a expressao de

microRNAs no tronco encefalico. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementagao oral

de miR-320-3p ou veiculo (DOSP) no dia 12 de via, além de terem sido desmamados na idade

regular (D30) ou precoce (D15) (n = 4 — 8 por grupo). Aos 45 dias de vida estes animais foram

eutanasiados através de decapitagdo e o tronco encefalico foi coletado para posterior analises de
expressdo génica. A expressao de miR-375-3p (A), miR-320-3p (B), miR-132-3p (C), miR-504 (D) e

miR-16-5p (E) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estdo apresentados na

forma de média * erro padréo. Two-way ANOVA com poés-teste de tukey foi utilizado para realizagao
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Figura 17 — Efeitos do desmame precoce + suplementagao de miR-320-3p sobre a expresséo de
mRNAs no tronco encefalico. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementagéo oral de
miR-320-3p ou veiculo (DOSP) no dia 12 de via, além de terem sido desmamados na idade regular
(D30) ou precoce (D15) (n =4 — 8 por grupo). Aos 45 dias de vida estes animais foram eutanasiados
através de decapitacéo e o hipotalamo foi coletado para posterior analises de expressao génica. A

expressao de SERT (A), 5SHT1B (B), 5HT2C (C), DRD1 (D), DRD2 (E), CLOCK (F), BMAL1 (G),

Period1 (H), Period2 (1), GFP (J) e CCK (K) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados
estao apresentados na forma de média * erro padréao, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, #p<0,05. (*)
Efeito do desmame precoce + suplementacédo de miR-320-3p, (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA

com pos-teste de tukey foi utilizado para realizagdo das analises.
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Por ultimo, no hipocampo a expressao de miR-375-3p (Fig. 18A) foi menor em
MD (p<0,001) e MD320 (p<0,05), em comparagao a MC, e em FD (p<0,001) e FC320
(p<0,05), em comparagao a FC. A expressao de miR-132-3p (Fig. 18C) foi menor em
FD (p<0,01) e em FD320 (p<0,05), em comparacéao a FC. Ja a expressdo de miR-504
(Fig. 18D) foi diminuida em MC320 (p<0,001), MD (p<0,01) e MD320 (p<0,001), em
comparagao a MC, e em FC320 (p<0,01), FD (p<0,01) e FD320 (p<0,001), em
comparagao a FC. Sobre a expressao dos mRNAs nesta regido, a expressao de
CLOCK (Fig. 19E) apresentou-se aumentada em FD (p<0,05), em comparagéo a FC
e FC320. Ja a expressao de BMAL1 (Fig. 19F) foi maior em FD (p<0,05) apenas em
comparagao a FC320. A expressao de Per2 foi maior em FD (p<0,05), em comparagao
a FD320. A expresséao de Per2 (Fig. 19H) também foi menor em FC320 (p<0,05) e
FD320 (p<0,05), quando comparados a MC320 e MD320, respectivamente. Por sua
vez, a expressao de CCK (Fig. 19J) foi diminuida em FC320 (p<0,001) e FD320
(p<0,001) em comparagao a FC e diminuida em FD320 quando comparada a FD
(P<0,001). Adicionalmente, maior expressao de CCK (Fig. 19J) foi observada em FC
(p<0,001) e FD (p<0,001), em comparagéao a MC e MD, respectivamente.
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Figura 18 — Efeitos do desmame precoce + suplementagdo de miR-320-3p sobre a expressao de
microRNAs no hipocampo. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementacéo oral de
miR-320-3p ou veiculo (DOSP) no dia 12 de via, além de terem sido desmamados na idade regular
(D30) ou precoce (D15) (n =4 — 8 por grupo). Aos 45 dias de vida estes animais foram eutanasiados
através de decapitacao e o hipocampo foi coletado para posterior analises de expressao génica. A
expressao de miR-375-3p (A), miR-320-3p (B), miR-132-3p (C), miR-504 (D) e miR-16-5p (E) foi
avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro
padrao, *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce + suplementacao de miR-

320-3p. Two-way ANOVA com pos-teste de tukey foi utilizado para realizagcao das analises.
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Figura 19 — Efeitos do desmame precoce + suplementagcao de miR-320-3p sobre a expresséo de

mRNAs no hipocampo. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementacéao oral de miR-

320-3p ou veiculo (DOSP) no dia 12 de via, além de terem sido desmamados na idade regular (D30)

ou precoce (D15) (n = 4 — 8 por grupo). Aos 45 dias de vida estes animais foram eutanasiados

através de decapitacéo e o hipocampo foi coletado para posterior analises de expressao génica. A
expressao de 5HT1B (A), 5HT2C (B), DRD1 (C), DRD2 (D), CLOCK (E), BMAL1 (F), Period1 (G),

Period2 (H), GFP (I) e CCK (J) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados estao

apresentados na forma de média + erro padrao, *p<0,05, ***p<0,001, #p<0,05, #H#p<0,001. (*) Efeito

do desmame precoce + suplementacédo de miR-320-3p, (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA com

pos-teste de tukey foi utilizado para realizagéo das analises.
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6.2.3 Efeitos da suplementacao de miR-375-3p sobre a expressdao de
microRNAs e mRNAs associados com o controle central do comportamento

alimentar

No hipotalamo, a suplementacao oral do miR-375-3p promoveu aumento da
expressao do miR-320-3p em machos (p<0,001) e fémeas (p<0,001) (Fig. 20B). No
hipocampo, nenhum efeito da suplementagcao do miR-375-3p foi observado em todos
os miRNAs avaliados (Fig. 20F-J). No tronco encefélico também nao foi observado
efeito da suplementacdo do miR-375-3p, porém, em fémeas controle, a expressao de
miR-375-3p (p<0,05) (Fig. 20K), miR-320-3p (p<0,01) (Fig. 20L) e miR-132-3p
(p<0,01) (Fig. 20M) foi aumentada, quando comparadas aos machos controle.

A respeito dos efeitos da suplementacdo de miR-375-3p sobre os mRNAs, no
hipotalamo, a expressao de SHT1B foi diminuida em machos (p<0,001) e fémeas
(p<0,001) suplementados (Fig. 21A), assim como a expressao de 5HT2C (machos,
p<0,001; fémeas, p<0,001) (Fig. 21B), DRD2 (machos, p<0,001; fémeas, p<0,01) (Fig.
21D), CLOCK (machos, p<0,01; fémeas, p<0,001) (Fig. 21E), BMAL (machos, p<0,05;
fémeas, p<0,05) (Fig. 21F), Period1 (machos, p<0,01; fémeas, p<0,01) (Fig. 21G),
Period2 (machos, p<0,01; fémeas, p<0,01) (Fig. 21H) e GFP (machos, p<0,05;
fémeas, p<0,05) (Fig. 21I).

No hipocampo, a expressdao de S5HT1B (Fig. 22A) e 5HT2C (Fig. 22B) foi
reduzida em fémeas suplementadas (p<0,001), além de estar reduzida em fémeas
suplementadas, quando comparadas aos machos suplementados (p<0,01). O mesmo
resultado foi observado para o gene DRD1 (Fig. 22C), que foi diminuido em fémeas
suplementadas quando comparadas as fémeas controle (p<0,001) e aos machos
suplementados (p<0,05). O gene CLOCK (Fig. 22E) também foi diminuido em fémeas
suplementadas quando comparadas as fémeas controle (p<0,01) e aos machos
suplementados (p<0,01). A expressao de BMAL1 (Fig. 22F) foi diminuida em fémeas
em resposta a suplementagdo (p<0,05). A expressdao de Period1 (Fig. 22G) foi
diminuido em fémeas suplementadas quando comparadas as fémeas controle
(p<0,001) e aos machos suplementados (p<0,001), mesmo resultado observado para
Period2 (Fig. 22H), também diminuido em fémeas suplementadas quando
comparadas as fémeas controle (p<0,001) e aos machos suplementados (p<0,01).
Por outro lado, a expressdo de CCK (Fig. 22J) foi diminuida em machos (p<0,01) e

fémeas (p<0,001) suplementados. Além disso, a expressdo de CCK (Fig. 22J) foi



82

aumentada em fémeas controle, quando comparadas aos machos controle (p<0,001)

e diminuida em fémeas suplementadas, quando comparadas aos machos
suplementados (p<0,001).

No tronco encefalico (Fig. 23), nenhum efeito da suplementagao foi observado
em nenhum dos genes estudados, e apenas na expressdo de SERT (Fig. 23A) foi

observado aumento da expressdo em fémeas controle, quando comparadas aos
machos controle.

Figura 20 — Efeitos da suplementacao oral de miR-375-3p sobre a expressdo de microRNAs no
hipotalamo, hipocampo e tronco encefalico de ratos. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a
suplementagéo oral de miR-375-3p ou ndo no dia 12 de vida e foram desmamados aos 30 dias de

vida (n = 4 por grupo). Aos 45 dias de vida, os animais foram eutanasiados através de decapitagéo e
as amostras do hipotalamo, hipocampo e tronco encefalico foram coletadas para posterior analise de
expressao génica. A expressao de miR-375-3p (A, F, K), miR-320-3p (B, G, L), miR-132-3p (C, H, M),
miR-504 (D, I, N) e miR-16-5p (E, J, O) foi avaliada no hipotalamo, hipocampo e tronco encefalico
através de PCR em tempo real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrao,
***p<0,001, #p<0,05, ##p<0,01. (*) Efeito da suplementagao de miR-375-3p, (#) efeito do sexo. Two-
way ANOVA com pés-teste de tukey foi utilizado para realizagdo das analises.
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Figura 21 — Efeitos da suplementagao de miR-375-3p sobre a expressao de mRNAs no hipotalamo.

Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementagao oral de miR-375-3p ou n&o no dia 12

de vida e foram desmamados aos 30 dias de vida (n = 4 por grupo). Aos 45 dias de vida estes

animais foram eutanasiados através de decapitagéo e o hipotalamo foi coletado para posterior
analises de expressao génica. A expressao de 5HT1B (A), 5SHT2C (B), DRD1 (C), DRD2 (D), CLOCK
(E), BMAL1 (F), Period1 (G), Period2 (H), GFP (I) e CCK (J) foi avaliada através de PCR em tempo

real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrao, *p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001. (*) Efeito da suplementagdo de miR-375-3p. Two-way ANOVA com pés-teste de tukey foi
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Figura 22 — Efeitos da suplementagao de miR-375-3p sobre a expressao de mRNAs no hipocampo.
Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementagao oral de miR-375-3p ou n&o no dia 12
de vida e foram desmamados aos 30 dias de vida (n = 4 por grupo). Aos 45 dias de vida estes
animais foram eutanasiados através de decapitagédo e o hipocampo foi coletado para posterior
analises de expressao génica. A expressao de 5HT1B (A), 5SHT2C (B), DRD1 (C), DRD2 (D), CLOCK
(E), BMAL1 (F), Period1 (G), Period2 (H), GFP (I) e CCK (J) foi avaliada através de PCR em tempo
real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrao, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, #p<0,05, ##p<0,01, #HH#p<0,001 (*) Efeito da suplementacdo de miR-375-3p, (#) efeito do
sexo. Two-way ANOVA com pds-teste de tukey foi utilizado para realizacdo das analises.
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Figura 23 — Efeitos da suplementacdo de miR-375-3p sobre a expressao de mRNAs no tronco
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encefalico. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementagao oral de miR-375-3p ou nao

no dia 12 de vida e foram desmamados aos 30 dias de vida (n = 4 por grupo). Aos 45 dias de vida

estes animais foram eutanasiados através de decapitacdo e o tronco encefalico foi coletado para
posterior analises de expressao génica. A expressao de SERT (A) 5HT1B (B), 5HT2C (C), DRD1 (D),
DRD2 (E), CLOCK (F), BMAL1 (G), Period1 (H), Period2 (1), GFP (J) e CCK (K) foi avaliada através

de PCR em tempo real. Os resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrao,

###p<0,001, (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA com poés-teste de tukey foi utilizado para realizagédo
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7 DISCUSSAO
7.1 EXPERIMENTO |

De acordo com os resultados obtidos na primeira parte dos experimentos,
pudemos observar que o desmame precoce promoveu aumento da ingestao alimentar
em resposta a privacao alimentar de 4h apenas em machos. Em fémeas, este mesmo
resultado foi na diregao oposta, apresentando redugéo na ingestao alimentar. No que
diz respeito a ingestdo alimentar no ciclo de 24h, apenas machos desmamados
precocemente apresentaram alteragdbes no consumo, aumentando a ingestao
alimentar.

Estes dados obtidos para os machos, no que diz respeito ao componente
homeostatico do comportamento alimentar, corrobora com resultados previamente
publicados. Oliveira et al. (2011) realizou um estudo com o mesmo modelo de
desmame precoce, estudando a sequéncia comportamental de saciedade e ritmo
circadiano de alimentacdo em machos adulto-jovens. Neste estudo, foi observado
reducado no ponto de saciedade dos animais, com consequente aumento na porgcao
de alimento ingerida (OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, Tavares et al., (2020)
estudaram o comportamento alimentar de ratos machos em idade jovem, aos 45 dias,
e também observaram aumento de ingestdo de alimento padrao frente a privagao
alimentar além de aumento de ingestao durante a fase clara do ciclo circadiano. Além
disso, este mesmo estudo avaliou o consumo de alimento padrao frente a utilizagao
aguda de fenfluramina, uma droga inibidora da receptagao de serotonina que promove
saciedade. Surpreendentemente, observou-se que a fenfluramina apresenta atividade
diminuida nos ratos desmamados precocemente, com menor poder de promogao da
saciedade (TAVARES et al., 2020b). Nos estudos de Tavares et al., (2020) e Oliveira
et al. (2011) observamos promocao de hiperfagia tanto em uma idade jovem (45 dias)
como em idade adulto-jovem (100 dias) em decorréncia do desmame precoce. Com
o presente estudo, provamos que o desmame precoce promove hiperfagia em curto,
médio e longo prazo, uma vez que neste estudo, o comportamento alimentar foi
avaliado entre 250-300 dias de vida, uma idade quase senil para os ratos.

Porém a hiperfagia se mostra consistente ao longo da vida apenas em machos.
Até onde sabemos, apenas outro estudo, de Tavares et al., (2019) se propds a estudar
o comportamento alimentar de fémeas frente ao desmame precoce. Nesse estudo,
realizado com fémeas por volta dos 45 dias de vida, observou-se que o desmame

precoce acarreta em perfil semelhante ao dos machos, com hiperfagia e perturbacdes
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no ritmo circadiano de alimentagao (TAVARES et al., 2019). Ao contrario dos machos,
quando avaliado o comportamento alimentar aos 250-300 dias de vida, as fémeas
desmamadas precocemente apresentaram-se hipofagicas frente a privagéao alimentar
e sem diferenca de ingestdo em teste de consumo alimentar basal. Estes resultados
apontam um diferente efeito do desmame precoce, dependendo do sexo. Enquanto
as alteragdes obtidas em machos se mantém consistentes ao longo da vida, este
mesmo padrao de alteragdes € diferente nas fémeas. Interessantemente, em estudo
realizado com outro modelo de estresse no inicio da vida, o estresse por separacao
materna, ocbservam-se resultados semelhantes em fémeas de um ano de idade.
Neste modelo, os ratos sao separados da mée por algumas horas diariamente durante
os primeiros 14 dias de vida. Ratas que foram submetidas a separacdo materna
apresentaram hipofagia associada a antecipag¢ao do ponto de saciedade, redug¢ao no
tamanho da porgao do alimento e na duragao da refeicdo aos 365 dias de idade (DE
SOUZA et al., 2020). No mesmo estudo, foi observado que o fendtipo hipofagico
destas fémeas se assemelha ao fendtipo de ratas controle sob uso de fluoxetina, outra
droga inibidora da receptacdo de serotonina, conhecida por promover saciedade.
Juntos, estes dados apontam alteragdes no controle da saciedade sao dependentes
do sexo e da idade, demonstrando que as respostas ao estresse podem ser diferentes
de acordo com o sexo, além de que essas alteragdes podem flutuar ao longo da vida.

Em complemento aos estudos do componente homeostatico do comportamento
alimentar, também foi realizado o teste de consumo alimentar de alimento palatavel,
visando avaliar o componente hedbnico do comportamento alimentar. Devido a
limitagdes metodoldgicas, este teste foi realizado apenas em machos, nos quais foi
observado que o desmame precoce promove aumento da ingestdo de cookies de
chocolate. Em um interessante estudo de preferéncias alimentares em ratos machos
adultos (120 dias) desmamados precocemente, Oliveira et al., (2011) demonstrou
aumento de preferéncia por alimentos palataveis, principalmente aqueles ricos em
gordura (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011). Estes resultados, somados aos do
presente estudo, apontam que o desmame precoce promove elevada preferéncia por
alimentos palataveis, o que leva ao maior consumo deste tipo de alimento. Além disso,
juntos, estes resultados também apontam que esta alteragdo no componente
heddnico do comportamento alimentar € permanente em longo prazo, pelo menos em
machos, e estudos acerca do comportamento alimentar hedbnico em fémeas

desmamadas precocemente se fazem bastante necessarios.



88

Além do padrdo de consumo alimentar, outro aspecto € bastante avaliado em
estudos que avaliam o comportamento alimentar, o peso corporal. No presente
estudo, observamos que o peso corporal de ambos machos e fémeas nao sofre
alteracao, apesar das modificagdes na ingestao alimentar. O peso corporal de animais
desmamado precocemente ja foi avaliado em estudos prévios também em diferentes
idades. Em machos, o peso corporal de animais desmamados precocemente foi
avaliado nas idades 15, 21, 30, 35 e 40, por Tavares et al., (2020) e foi observado
aumento do peso apenas no dia 40. Além das analises pontuas, também foi avaliado
o percentual de ganho de peso do dia 15 ao dia 21, e do dia 21 ou dia 30.
Interessantemente, observou-se que do dia 15 ao dia 21 os animais desmamados
precocemente apresentam redu¢do no ganho de peso, com consequente aumento no
ganho de peso do dia 21 ao dia 30. Além disso, Oliveira et al., (2011) avaliaram o peso
corporal de ratos machos do dia 30 até o dia 150 de idade, a cada 30 dias, e nenhuma
diferenga é observada. Desta forma, € bem consolidado que o desmame nao promove
alteracdes de peso corporal em médio e longo prazo, apesar de modificar o padrao
de ganho de peso no inicio da vida.

Por outro lado, resultados semelhantes sdo observados em fémeas. Tavares et
al., (2019) também avaliou o peso corporal de fémeas jovens e observou aumento do
peso corporal em fémeas desmamadas precocemente com idade 35 e 40. Estudos
com fémeas desmamadas precocemente em idades mais avangadas sao escassos,
porém, de acordo com os dados disponiveis na literatura, podemos observar que tanto
para machos quando para fémeas desmamados precocemente € observado aumento
de peso corporal na juventude, mas essa alteragdo ndo permanece em longo prazo.

Além de aspectos comportamentais do comportamento alimentar, avaliacdes
moleculares também sao bastante utilizadas para estuda-lo. Isto porque a regulagao
da ingestédo alimentar se da por uma complexa interagdo entre sensores nutricionais,
horménios e o sistema nervoso central. No sistema nervoso central, sdo diversos 0s
circuitos relacionados com o controle da ingestao alimentar, dos quais destacamos os
sistemas serotonérgico e dopaminérgicos. O sistema serotonérgico estd mais
intimamente ligado a regulagdo homeostatica da ingestdo alimentar, enquanto o
sistema dopaminérgico estd mais associado com a regulagdo hedbnica do
comportamento alimentar. Além disso, populagdes especificas de neuropeptidios
participam da regulagcédo da saciedade, como NPY e POMC, os quais sao diretamente

regulados pela agao da serotonina. No presente estudo avaliamos a expressao de



89

componentes destes sistemas em duas areas encefalicas, o hipotalamo e o tronco
encefalico. Uma das limitagées do estudo foi que as analises de biologia molecular s6
foram possiveis de ser realizadas em animais machos, deixando uma lacuna a
respeito dos efeitos moleculares do desmame precoce sobre as fémeas.

Em relacdo ao sistema 5HT, os resultados mostram que o desmame precoce
promoveu o aumento hipotalamico da expressdo do mRNA de SERT, mas diminuiu a
expressao do mRNA do 5HT1B. O sistema 5HT &€ bem conhecido por sinalizar
saciedade através da acao do 5HT nos receptores 5HT1B, que inibe a fome, e nos
receptores SHT2C, que sinalizam saciedade (HEISLER et al., 2006). No hipotalamo,
o SERT atua promovendo a recaptagdo da serotonina para os terminais pré-
sinapticos, enquanto o receptor 5HT1B atua estimulando a saciedade ao inibir os
neurdnios orexigenos no nucleo arqueado (GARFIELD; HEISLER, 2009; HEISLER et
al., 2006; MACGILLIVRAY et al., 2010; ROTHMAN; BAUMANN, 2002). O aumento do
SERT junto com a diminuicdo de SHT1B parece estar relacionado a hiperfagia
apresentada pelos animais, uma vez que o aumento da SERT pode levar a menor
disponibilidade de serotonina nas fendas sinapticas e a diminuicdo de 5HT1B pode
causar diminuigao na sinalizagdo de saciedade. Além disso, a expressao génica de
POMC apresentou-se diminuida no hipotalamo. Este resultado pode ser reflexo da
baixa sinalizagao de serotonina devido ao aumento de SERT, uma vez que os
neurénios produtores de POMC precisam ser ativados pela serotonina através de
receptores 5SHT2C. Assim, ambas as modificagdes parecem agir sinergicamente no
hipotalamo para diminuir a sinalizacido de saciedade. Interessantemente, aumento
nos niveis de SERT também sdo descritos em animais jovens (TAVARES et al.,
2020b), demonstrando que os efeitos do desmame precoce sobre a atividade
serotoninérgica possui efeitos duradouros. Apesar de hipotética, esta linha de
raciocinio corrobora com os achados comportamentais, uma vez que os animais se
apresentaram hiperfagicos.

No tronco cerebral, foi observado aumento da expressao génica de SERT, 5SHT1B
e 5HT2C, os quais exercem atividade inibitoria sobre os neurdnios serotoninérgicos
no tronco encefalico (BOOTHMAN et al., 2006; HAGAN et al., 2012; MACGILLIVRAY
et al., 2010; SERRATS; MENGOD; CORTES, 2005; SPOIDA et al., 2014). Tavares et
al., (2019) encontraram o mesmo resultado em ratas jovens e sugeriram que se trata
de um mecanismo para inibir a atividade dos neurénios 5HT no tronco encefalico,

onde a serotonina é principalmente produzida, especificamente nos nucleos da rafe
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(TAVARES et al., 2019). Além disso, Tavares et al., (2020) também demonstraram
que ratos machos jovens também apresentam aumento da expressao hipotalamica
de 5HT2C no tronco encefalico. Associando estes resultados, o que parece é que o
desmame precoce programa os animais para apresentar uma hipofuncao da atividade
serotonérgica, o que também ja foi demonstrado em nivel farmacolégico em machos
jovens. Assim, 0 desmame precoce parece programar 0S animais para serem
hiperfagicos através de redugao da atividade serotoninérgica na inibigdo da ingestao
alimentar tanto no hipotalamo como no tronco encefalico. Além disso, os presentes
resultados mostram que essa modulagao do sistema serotoninérgico é exercida em
curto e longo prazo, com carater permanente.

Por outro lado, o sistema DA tem sido mais associado ao controle da ingestao de
alimentos palataveis, embora evidéncias também indiquem sua participacdo na
regulacdo homeostatica da ingestdo de alimentos (FETISSOV et al., 2002; FRANK et
al., 2016; IKEDA et al.,, 2018; MEGUID et al., 2000; WISE, 1989). Sobre os
componentes avaliados do sistema dopaminérgico, encontramos aumento da
expressao do mRNA de DRD1 no hipotalamo e aumento da expressdao de mRNA de
DRD1 e DRD2 no tronco cerebral. Os receptores do tipo D1 apresentam
majoritariamente agao pos-sinaptica em células receptivas a dopamina (BEAULIEU;
GAINETDINOV, 2011; JABER et al., 1996; KLEIN et al., 2019; VALLONE; PICETTI;
BORRELLI, 2000). No hipotalamo, os niveis aumentados deste receptor tém sido
associados ao aumento da ingestdo alimentar padréo e da ingestdo alimentar
palatavel em caso de obesidade (FETISSOQV et al., 2002; MIRMOHAMMADSADEGHI
etal., 2018). Ja os receptores do tipo D2 atuam como receptores pré- e pds-sinapticos,
e tem maior atividade de auto receptor reconhecida, tendo maior impacto sobre a
inibicdo da atividade do neurdnio DA e consequente liberacdo de DA (BEAULIEU;
GAINETDINOV, 2011; KLEIN et al., 2019; VALLONE; PICETTI; BORRELLI, 2000).
No mesencéfalo, a regido rostral do tronco encefalico, onde os principais corpos dos
neurénios DA sao encontrados, especificamente na VTA e na substancia negra (SN),
a expressao de DRD2 é observada em maiores niveis (KLEIN et al., 2019; MEADOR-
WOODRUFF; MANSOUR, 1991). O aumento desse receptor nesta regiao do tronco
cerebral sugere diminuigao da atividade dos neurdnios DA. Ainda no tronco encefalico,
os receptores DRD1 apresentam localizacido em varias areas, entre elas os nucleos
da rafe, estriado, accumbens substancia negra pars reticulada, bulbo olfatério,

amigdala e cortex, e parecem estar mais relacionados a sinalizagdo de recompensa
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alimentar por meio de circuitos entre os nucleos da rafe, VTA e SN (KLEIN et al., 2019;
WISE, 1989). Estudos mostram que o abuso de substaéncias promotoras de
recompensa € geralmente acompanhado por uma deficiéncia na sinalizagao neural
dessa recompensa, o que faz com que o individuo busque essa recompensa
incessantemente (KOOB, 2013). Assim, a possibilidade de inibicado de neurdnios DA
pode estar gerando um mecanismo compensatoério, com aumento da expressao de
DRD1, na tentativa de sinalizar recompensa. E é essa falha que pode estar associada
ao aumento da ingestao de alimentos palataveis observados aqui, uma vez que 0s
ratos desmamados precocemente parecem precisar comer mais alimentos palataveis
para que a recompensa alimentar seja reconhecida. Esse tipo de efeito causado pelas
agressodes perinatais € bem descrito na literatura. Roedores submetidos a separagao
materna neonatal, desnutrigdo perinatal ou mesmo dietas obesogénicas no periodo
perinatal apresentam aumento da ingestdo de alimentos palataveis e disfungcéo do
sistema dopaminérgico (ALVES et al., 2015; DE SOUZA et al., 2018; FETISSOV et
al., 2002; REYNAERT et al., 2015).

Apesar da separacao didatica entre sistemas hedbnico e homeostatico, o fato é
que nao podemos dissociar estes dois componentes. Hoje sabemos que ambos atuam
de forma integrada para a expressao de comportamentos. Ja sabemos que o sistema
5HT, que por muito tempo foi classificado como um regulador da homeostase, também
atua na sinalizagao hedénica, assim como o sistema DA que ha muito foi classificado
como um regulador da recompensa alimentar, também atua como um regulador da
homeostase. No entanto, apesar dessa dificuldade em associar esses dois sistemas,
observamos aqui que o desmame precoce causa um disturbio central no
comportamento alimentar que envolve os sistemas 5HT e DA. Além disso, ndo
podemos assumir esses dados para todos os individuos, pois o estudo molecular foi
realizado apenas com ratos machos, e sabemos que existem varias diferengas de
sexo, como ja bem demonstradas previamente, principalmente no que diz respeito a
regulacéo hormonal, que podem afetar os sistemas de neurotransmissao. Assim, mais
estudos sdo necessarios para preencher essa lacuna. No entanto, dados moleculares
relevantes sao apresentados aqui, os quais sao consistentes com dados
comportamentais e outros dados ja apresentados na literatura sobre os efeitos do
desmame precoce no comportamento alimentar de longo prazo de ratos.

Em complemento aos testes comportamentais e moleculares no tecido nervoso,

algumas analises referentes aos parametros metabdlicos também foram avaliadas,
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como a glicemia, trigliceridemia, colesterolemia e pesos do figado e do tecido adiposo
abdominal. Estas analises se fazem importantes uma vez que modificacbes na
ingestao alimentar, particularmente fendtipos hiperfagicos, geralmente refletem no
estado metabdlico do individuo. Neste estudo observamos que a unica alteracdo em
nivel metabdlico ocorreu nos machos, nos quais os niveis de triglicerideos
encontraram-se diminuidos. Até onde sabemos, ndo ha estudos avaliando estes
parametros em ratos submetidos ao modelo de desmame precoce avaliado neste
estudo, uma vez que este modelo € bastante utilizado em estudos no campo da
neurociéncia. Porém em modelos de desmame precoce alternativos, como aqueles
induzidos por administragdo de bromocriptina ou por utilizagdo de bandagem nas tetas
das maes, alguns parametros metabdlicos sédo descritos. Ambos os modelos
promovem o desmame precoce através da interrupgcdo da producdo ou do
fornecimento de leite materno durante os ultimos dias de lactagao (dias 17-21), sem
promover a separagao entre mae e filhotes (PEIXOTO-SILVA et al., 2016; YOUNES-
RAPOZO et al., 2012). Nos estudos realizados utilizando estes modelos, mudangas
metabdlicas drasticas sdo observadas na vida adulta, com caracteristicas de sindrome
metabdlica, como sobrepeso, aumento de adiposidade, dislipidemia, mudangas na
homeostase glicémica, hiperleptinemia e aumento nos niveis de vitamina D (LIMA et
al., 2013; MIRANDA et al., 2020; PIETROBON et al., 2020).

Os diferentes resultados se dao, sem duvidas, devido as diferengas metodoldgicas
dos modelos experimentais. Porém, apesar das diferencas, semelhancas entre os
modelos também sdo observadas, como a desregulagdo do controle cerebral da
ingestao alimentar e a hiperfagia. O fato € que, apesar das divergéncias, ambos os
modelos reforcam que o periodo de amamentacido e o cuidado materno sao
essenciais para o desenvolvimento neurocomportamental adequado. Estes resultados
demonstram em nivel experimental que € necessario garantir um aleitamento materno
adequado, visando um desenvolvimento saudavel, principalmente no que diz respeito
ao desenvolvimento de um comportamento alimentar considerado saudavel.

7.2 EXPERIMENTO I

O desmame precoce modulou a expressao de todos os microRNAs avaliados no
hipotalamo e hipocampo em ambos os sexos de forma semelhante, porém exerceu
efeitos apenas em miR-375-3p, miR-320-3p, MiR-132-3p e mMiR-504 de forma
diferenciada entre os sexos no tronco encefalico. Até onde sabemos, este é o primeiro

estudo a reportar os efeitos do estresse causado pelo desmame precoce sobre a
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expressao génica de microRNAs no cérebro de ratos. Estes resultados reforgam a
suscetibilidade destas moléculas ao estresse promovido na vida precoce. Em artigo
de revisdo, Tavares et al. (2020) reportaram a modulagdo da atividade de varios
microRNAs em funcao de estressores ambientais, dentre eles os microRNAs 16, 504
e 132. Estes microRNAs apresentaram sua expressao alterada em regides como
hipotalamo, hipocampo e nucleo accumbens em resposta a estressores como a
separacao materna, separagao materna + estresse crénico imprevisivel e desnutricdo
proteica (TAVARES; TORRES; DE SOUZA, 2020). As alteragdes de expressao génica
mais expressivas € homogéneas no hipotalamo e hipocampo corroboram com os
estudos que ja buscaram investigar a associagao do estresse com a expressao de
microRNAs, uma vez que, em sua maioria, essas alteragcdes sao vistas em regides
como hipotalamo e hipocampo (TAVARES; TORRES; DE SOUZA, 2020). Por sua vez,
dentre varios estudos avaliados, poucas sdo as evidéncias de alteragdes de
expressdo génica de microRNAs no tronco encefalico em resposta ao estresse
precoce. De fato, o estresse precoce pode promover alteragcbes em longo prazo na
maquinaria genética, influenciando o comportamento ao longo da vida. Em modelos
de isolamento social, sabe-se que ha influéncias na regulacdo genética do
comportamento desde a expressao génica até a atividade de fatores de transcri¢ao,
mecanismos epigenéticos, atividade de microRNAs e RNAs longos néo codificantes
(ARZATE-MEJIA et al., 2020). Desta forma os resultados aqui apresentados reforcam
a suscetibilidade dessa fina maquinaria epigenética, que sao os microRNAs, ao
estresse precoce, mais especificamente ao desmame precoce.

Quanto aos mRNAs, o desmame precoce promoveu apenas aumento de SERT
no tronco encefalico de machos e aumento de 5HT1B e CLOCK no hipocampo de
fémeas. A expressao de SERT ja foi descrita como alterada em ratos desmamados
precocemente, ambos jovens e adultos. Em fémeas jovens, SERT encontra-se com
expressao elevada no tronco encefalico, porém diminuida no hipotalamo (TAVARES
et al., 2019). Em machos, a expressdo de SERT é reportada como aumentada no
hipotalamo de ratos jovens, sem alteragées no tronco encefalico, porém encontra-se
elevada em animais adultos em ambas as regides (TAVARES et al., 2020b, 2020c).
Apesar de constatarmos que de fato SERT é sensivel ao desmame precoce, algumas
limitacbes fazem dificeis as comparacdes, como por exemplo a espécie dos animais
que diferem entre os estudos, as idades e 0 sexo. Por sua vez, a expressao de 5SHT1B

€ descrita de forma alterada seja em ratos e camundongos machos como em ratas
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fémeas (NAKAMURA et al., 2008b, dados ainda nao publicados) estando associada
com comportamentos semelhantes a depressdo e a ansiedade. Estes resultados
demonstram que mesmo em diferentes espécies, o receptor SHT1B apresenta-se
suscetivel ao desmame precoce. Além disso, também observamos alteracbes nos
niveis de CLOCK no hipocampo de fémeas. Nenhum estudo na literatura buscou
avaliar a associagdo do desmame precoce com 0s genes osciladores, porém, dados
comportamentais sugerem efeitos do desmame precoce sobre estes. Estudos
previamente publicados, tanto em machos como em fémeas, apontam que o
desmame precoce altera os padrdes circadianos de alimentagao seja em idade jovem
como adulta (OLIVEIRA et al., 2011; TAVARES et al., 2019, 2020b). Desta forma
estes resultados apontam evidéncias de que existem possiveis alteragdes
moleculares em nivel de genes osciladores associadas com a modulagao dos ritmos
de alimentacdo em ratos desmamados precocemente.

Interessantemente nao foi observada nenhuma associacdo entre microRNA -
MRNA em resposta ao desmame precoce. Sabemos que os miRs 16 e 504 tém como
alvo componentes do sistema serotoninérgico e dopaminérgico (SHAO et al., 2018;
ZHANG et al., 2013b), porém nao foram observadas alteragdes concomitantes entre
os microRNAs e seus genes alvos nas regides avaliadas. Apesar disso, a alteragao
na expressidao de microRNAs em resposta ao desmame precoce nado deve ser
subestimada. Sabemos que os microRNAs possuem milhares de possiveis alvos, e
por mais que nao tenhamos observado associagdes dos microRNAs com os mRNAs,
estes podem estar influenciando diversos outros genes. Desta forma, analises in silico
para investigar as vias metabdlicas e genes alvo dos microRNAs aqui alterados se
fazem necessarias para uma maior compreensao dos resultados.

Além do desmame precoce, as investigagdes acerca da suplementagao oral
dos microRNAs 320 e 375 apresentou resultados interessantes. No hipotalamo, a
suplementacdo oral de miR-320-3p exerceu efeitos semelhantes ao desmame
precoce na expressao dos miRNAs tanto em animais controle como em animais
desmamados precocemente. No hipocampo, a expressao de miR-504 foi influenciada
pela suplementacdo de miR320-3p da mesma forma que pelo desmame precoce.
Quanto aos mRNAs, a suplementacdo de miR-320-3p promoveu aumento da
expressao de SERT no tronco encefalico semelhante aos efeitos do desmame
precoce. Nenhum estudo anterior buscou investigar os efeitos da suplementacgéao oral

de miR-320-3p sobre componentes cerebrais. Poucos dos estudos acerca da
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atividade de miR-320-3p estdo mais restritos a periferia no contexto do diabetes
mellitus tipo 2 (BEUZELIN; KAEFFER, 2018). Apesar disso, sabemos que a
suplementacao oral de miR320-3p através de vesiculas biomiméticas é eficiente e
deriva no estbmago (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019). Aqui, demonstramos
que a suplementacdo pontual de miR-320-3p n&o s6 deriva no estbmago, mas
também é possivelmente absorvida e transportada pela corrente sanguinea por onde
chega ao cérebro.

Dos poucos estudos acerca da atividade do miR-320-3p no cérebro, sabemos
que a sua expressao € aumentada na VTA em ratos resilientes ao CMS em
comparagao aos ratos controle e aneddbnicos. Em contrapartida, a expressdo da
proteina SERT €& diminuida nos animais resilientes no VTA, também quando
comparados a controles e anedénicos (ZURAWEK et al., 2017). Apesar disto, nas
areas avaliadas neste estudo nao foram observadas nenhuma associagdao da
expressao de miR-320-3p com a expressao de SERT. Apenas foi observado efeito da
suplementacado sobre a expressdao de SERT no tronco encefalico, demonstrando
efeito semelhante ao efeito promovido pelo desmame precoce. Além disso, Giorgi
Silveira et al. (2020) demonstraram, através de uma revisao sistematica, que a familia
de miR-320 apresenta hipo-regulagédo no processo de diferenciagao de células tronco
neuronais. Dentre as 7 vias significativamente identificadas como associadas a
microRNAs hipo-regulados na diferenciagcao celular de neurénios, os microRNAs da
familia 320 estao associados com 4, sendo elas glioma, disturbios transcricionais no
cancer, degradacgao da lisina e carcinogénese viral (GIORGI SILVEIRA et al., 2020).
Devido ao seu possivel papel no desenvolvimento de células neuronais, sugerimos
que a suplementagao aguda de miR-320-3p modulou de alguma forma a atividade de
varios outros microRNAs de forma semelhante ao estresse promovido pelo desmame
precoce, porém nao foram observadas alteragbes significativas na expressao dos
MmRNAs aqui estudados. Mais uma vez, estudos in silicio se fazem necessarios para
investigar as possiveis vias de agao tanto do miR-320-3p como dos microRNAs 375,
132, 16 e 504, afim de saber possiveis vias que podem estar alteradas em resposta a
suas modulacgoes.

Por sua vez, a suplementacdo de miR-375-3p modulou apenas a expressao de
miR-320-3p no hipotalamo, promovendo aumento na sua expressao em machos e
fémeas. Por outro lado, a suplementacdo de miR-375-3p promoveu diminuigcdo da
expressao de 5HT1B, SHT2C, DRD2, CLOCK, BMALA1, Period1, Period2 e GFP no
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hipotalamo. Ja no hipocampo, a suplementacdo de miR-375-3p promoveu redug¢ao na
expressao de 5HT1B, 5HT2C, DRD1, CLOCK, BMAL1, Period1 e Period2 apenas em
fémeas.

Assim como o miR-320-3p, pouco se sabe sobre a fungdo do miR-375-3p no
cérebro. Do pouco que se sabe, 0 miR-375-3p é expresso em regides como pituitaria
e em menores quantidades no hipotalamo. Até onde se sabe, este microRNA tem
papel na funcdo secretora, tendo com alvo a miotrofina, um fator de transcricao que
regula fator nuclear kappa B (NF-kB), que por sua vez atua na modulagdo do
citoesqueleto, estando envolvido com a exocitose (BAROUKH; VAN OBBERGHEN,
2009). Além disso, miR-375-3p € descrito como regulador negativo da expressao de
POMC e secregao de hormdnios relacionados (ZHANG et al., 2013a). Na adrenal o
miR-375-3p também é descrito como regulador negativo da sintese de catecolaminas,
influenciando a atividade da TH e dopamina-B-hidroxilase (GAl et al., 2017). Desta
forma observamos que, mesmo com poucas evidéncias, o miR-375-3p apresenta uma
importante fungao na atividade cerebral. Aqui, observamos que, diferentemente dos
efeitos da suplementacdo de miR-320-3p, a suplementacdo de miR-375-3p
influenciou de forma muito mais expressiva a expressao dos mRNAs. O unico
microRNA afetado pela suplementagao foi o miR-320-3p, que foi hiper-regulado em
machos e fémeas. Este € um resultado interessante que demonstra uma possivel
regulagao reciproca entre miR-320-3p e miR-375-3p que merece mais investigagoes.
O interessante é que, de alguma forma, uma unica dose de miR-375-3p durante o
periodo pds natal foi capaz de modular a atividade de varios mRNAs de genes que
participam da regulacdo do comportamento em regides como hipotdlamo e
hipocampo. Isto pode sugerir que o0 miR-375-3p € um candidato mais elegivel para a
modulagdo de parametros comportamentais em detrimento do miR-320-3p. Porém,
mais uma vez, mais analises sdo necessarias para a compreensao das vias pelas
quais estes microRNAs podem agir, assim como entender se as modulagdes

promovidas pelo miR-375-3p sobre os mMRNAs se da de forma direta ou indireta.
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8 CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados neste estudo, podemos concluir que o desmame
precoce altera parametros relacionados ao comportamento alimentar em ratos em
longo prazo, de forma sexo dependente, destacando-se a hiperfagia e aumento de
ingestdao de alimento palatavel em machos. Além disso, observamos que estas
alteracbes comportamentais sdo associadas a modulacao da atividade dos sistemas
serotoninérgico e dopaminérgico.

Por outro lado, o desmame precoce também é capaz de impactar a atividade de
varios microRNAs em regides cerebrais como o hipotalamo, o hipocampo e o tronco
encefalico. Interessantemente, a suplementagcao com miR-320-3p é capaz de prevenir
ou de mimetizar os efeitos do desmame precoce sobre alguns genes. Isto demonstra
que existe um potencial terapéutico da suplementagcdo com miR-320-3p em frente ao
estresse, 0 que merece mais estudos futuros.

Por sua vez, a suplementacdo com miR-375-3p alterou a expressao de varios
genes relacionados ao controle cerebral do comportamento, porém modulou apenas
a expressao de um microRNA, o miR-320-3p. Desta forma observa-se que este miR-
375-3p parece ter uma relagdo de regulagédo reciproca com o miR-320-3p. Mais
investigacbes sdo necessarias acerca do papel do miR-375-3p no contexto da

regulagdo do comportamento, seja de forma direta ou indireta.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Early weaning is associated with disruption of eating behavior. However, little is known about the mechanisms
Eating behavior behind it. SHT and DA are key 1 of h ic and hedonic eating b respectively.
Early weaning Thus, this study aims to evaluate the effects of early weaning on feeding behavior and 5HT and DA systems. For
km(m this, rats were submitted to regular (PND30) or early weaning (PND15) and between PND250 and PND300 were
z"mz::mm evaluated food intake of standard diet in response to 4 h food deprivation, during the 24 h period and per phase
BZ::"““ of the circadian cycle, in addition to the palatable food intake. Additionally, body mass and mRNA expression of

hal

SHT1B, SHT2C, SERT, DRD1 and DRD2 were e d in the hyp and brai The results de-

that early ing p dan i in dard food intake in rc:ponse to a 4 h food deprivation
in the 24 h period and in the dark phase of the circadian cycle, in addition to an i ble food intake,
No differences in body mass between regular or early weaning were observed. In the hypothalamus increased
mRNA expression of SERT and DRD1 was observed, but decreased SHT1B mRNA expression. In the brainstem,
the expression of SHT1B, SERT, SHT2C, DRD1 and DRD2 was increased in early weaned rats. In a nutshell, the
stress promoted by early g has prog d the Is to be hyperphagic and to increase their palatable
food intake, which was associated with modulation of SHT and DA systems.

‘ais

1. Introduction Among the environmental factors that can modulate the develop-

ment of the central nervous system are stressors. Several rodent studies

During the early stages of life mammals are quite susceptible to
environmental influences [1-3]. Several studies show that during
pregnancy and lactation, environmental stimuli can even permanently
affect the growth and development of individuals [4-8]. One of the
main systems affected by these stimuli is the central nervous system,
precisely because it is in an i process of ds in the early
stages of life [9,10]. As this system is responsible for the formation of
neurobehavioral patterns in individuals, disturbances in their devel-

s can modulate the develof of these patterns even perma-
nently.

* Corresponding author at: UMR-1280 PhAN (Physiologie des Ad

Nutriti

have shown that adverse conditions such as malnutrition or even
changes in maternal care during pregnancy and lactation may impair
neurobehavioral development [11-15]. In animals submitted to neo-
natal stress due to maternal separation, several neurobehavioral al-
terations are observed, such as increased anxiety-like behavior [16],
alterations of the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis [14,17],
and changes in feeding behavior [8,18,19]. When submitted to early
weaning, rodents show increased anxiety-like behavior, changes in
eating behavior, increased response to stressors agents and decreased
social interaction [20-26].
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Early ing is an experi 1 model consisting of abrupt and
early interruption of the lactation in rats [23,25,27]. Thus, rats are
precociously deprived of two important factors in modulating proper
development, maternal care and lactation. Regarding feeding behavior,
it is already observed that animals of both sexes submitted to early

Behavioural Brain Research 383 (2020) 112531

2.4. Food intake per phase of the circadian cycle

Between PND250 and PND300, while individually located in cages,
rats had their food intake in the dark and light phases measured (n =
08 - 09 per group). Food intake was measured by weighing food

weaning have hyperphagia and males have increased palatable food
intake [24-26). However, little is known about the neurophysiological
mechanisms behind these changes in these animals. What is currently
known is that young females present modifications of gene expression
in the serotonergic system, which seems to be related to the hyper-
phagia observed in these animals 26].

The serotoninergic system is precisely related to the control of food
intake, as it signals satiety in the hypothalamus [28-30]. Also, the
dopaminergic system is closely related to hedonic eating behavior,
which is related to food reward, and is even associated with obesity
when altered [31-33]. Due to this, our hypothesis is that the changes on
feeding behavior observed in early weaned animals are due to disrup-
tion of SHT and DA systems. Thus, this study aims to investigate the
effects of early ing on feeding behavior as well as mRNA expres-

sion of key compounds of SHT and DA systems in rats.

2. Material and methods
2.1. Animals

Female Wistar rats (n = 10) were obtained from the colony of the
Department of Nutrition of the Federal University of Pernambuco.
When pregnant, rats were kept individually in cages, in facilities with
constant conditions of temperature (20 “C), luminosity (12—12 h cycle,
lights on at 6 pm) and free access to water and commercial laboratory
chow (Presence®). At PNDO1, the litters were culled to 8 pups (4 males

and 4 femal ys as possible). Animal care comply with the
ARRIVE guidelines and followed the National Institutes of Health guide
for the care and use of Lab y Animals (NIH Publi No. 8023,

revised 1978), being conducted in agreement of the National Council of
Control of Animal Experimentation (CONCEA), with the approval of the
Animal Ethical Committee of the Federal University of Pernambuco (n%
0020/2018).

2.2. Early weaning and experimental groups

From each litter, a maximum of 3 male pups was used to compose
the experimental groups, established according to the age of weaning.
The regular weaning group (RW) was composed of pups weaned at
PND30. RW litters were kept with the dams until PND30, when they
were separated from the dams and allocated in cages in groups of 02 or
03 [27,34). The early weaning group (EW) was composed of pups
weaned at PND15 [27,34]. At PND15, EW litters were separated from
the dams and kept together until PND30, when they were separated in
cages in groups of 02 or 03 rats per cage. During this period (PND15 -
PND30) EW litters had access to crushed commercial laboratory chow
in a recipient on the cage floor, and normal chow on cage dispenser,
and RW litters had access to breastmilk from the dam and commercial
lab y chow on cage disp . At least 03 days before the
beginning of the tests, the rats were individually separated in cages.

Tahl

2.3. Food intake after food deprivation

When rats were aged between PND250 and PND300, they were food
deprived for a 4 h-period, between 12:00 pm and 04:00 pm, during the
dark phase, while individually allocated in cages (n = 07 - 08 per
group). At 04:00 pm a known amount of commercial laboratory chow
was offered to the rats and at 05:00 pm the remaining amount of food
on cage dispenser was measured, and the food intake was assessed
through the difference between offered and remaining food.

ilable on cage dispenser at 06:00 am (lights off) and 06:00 pm
(lights on). The difference of chow weight between 06:00 am and 06:00
pm was considered food intake in the dark phase, as well as the dif-
ference between 06:00 pm and 06:00 am was considered food intake in
the light phase. To measure the food intake during the day (24 h -
period), we summed the food intake in dark and light phases.

2.5. Palatable food intake

Between PND250 and PND300, the animals (n = 08) were deprived
of the commercial laboratory chow for 3 consecutive days between 13 h
and 14 h, during which time they had access to chocolate cookies for
habituation to the new food. 24 h after the last day of habituation, the
animals were again deprived of the standard food at the same time,

when a known of chocol kies were offered, with the food
weighing at the end of the period. The difference between the food
offered and the rest in the cage disp was considered as palatabl
food intake.

2.6. Body mass

Rats aged between PND250 and PND300 and individually located in
cages had their body mass accessed during the dark phase and were
immediately returned to their home cages (n = 10 per group).

2.7. mRNA expression using real-time PCR

At the dark phase, within the time interval from 04:00 pm to 05:00
pm, without food deprivation or any stimulus, rats aged between
PND250 and PND300 were euthanized by decapitation (n = 3-6 per
group). After decapitation, the skulls were immediately dissected, and
the brainstem and hypothalamus were collected and stored at -20°C.
The total RNA of the ples was obtained by the guanidine iso-
thiocyanate extraction method using the TRIzol reagent. Initially the
tissues were lysed using TRIzol. After 5 min incubation at room tem-
perature, chloroform was added to the samples and then centrifuged at
10,625 g for 15 min. The phase obtained was ferred to
another tube, incubated in ice-cold for 10 min and then centrifuged at
10,625 g for 10 min. The formed RNA was then washed in 75 % ethanol
and centrifuged at 7378 g for 5 min. The RNA pellet was then re-
suspended in RNAse free-water and stored. RNA quantification was
performed in duplicate by diluting the samples in a ratio of 1:50 in
RNAse free-water. The absorbance of the samples was determined by
spectrophotometry at 260 nm (corresponding to the peak of RNA up-
take) and 280 nm (corresponding to the peak of protein absorption).
For RNA purity analysis, the absorbance value obtained at 260 nm was
divided by the value obtained at 280 nm and samples with a 260/280
ratio equal to or greater than 1.8 were used (indicative of high purity).

Real-time PCR was performed with GoTaq® 1-Step RT-qPCR System
kit, (P! ga, USA), following the d
Briefly, concentrations of 900 ng of RNA, 10 pmol of primer and two
units of Taq polymerase were used, with a final reaction volume of 15 pl
[35]. The analyzes were performed on a Rotor-Gene Q thermocycler
(Qiagen, USA). The sequences of primers used are shown in Table 1.

All quantifications were normalized to the h keeping gene as an
internal control (B2 M). Relative quantification of all target genes was

lyzed using a c ive CT method [36].

£, " :
turer's rec ions.

2.8. Statistical analysis

Regular T-tests were performed to evaluate the effects of early
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Table 1
e of primers d d for the study of Shtlb, Sht2c, Sert, and the reference ive gene 2 M.

Primer Forward (5" - 3) Reverse (5’ - 37 Ref.*

Sht1b AGAAGAAACTCATGGCCGCT GGGGAGCCAGCACACAATAA NM_012765.3
Sht2e ATTTGTGCCCCGTCTGGATT CGCGAATTGAACCGGCTATG NM 012765.3
Sert AGCATCTGGAAAGGCGGTCAA ACACCCCTGTCTCCAAGAGT NM 013034.4
Drd1 GTTTGTGTGGTTTGGGTGGG GCTCATGGTGGCTGGAAAAC NM_ 012546
Drd2 GAGCCAACCTGAAGACACCA GCATCCATTCTCCGCCTGTT NM 012547
p2m TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG NM_012512.2

* Reference number on PUBMED.

weaning, comparing EW vs. RW, by the following traits; (a) the 24 -h
food intake, (b) food intake after food deprivation, (c) body mass, and
(d) each mRNA expression. Two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc
was used to evaluate the effects of the early weaning, and comparing
EW vs. RW, by the following traits; (a) food intake per phase of the
circadian cycle. Further, the data obtained were presented in the form
of Mean + SEM, with the results being considered significant when
p < 0.05. Moreover, the software GraphPad Prism v6 was utilized, for
carrying out the analysis.

3. Results

3.1. Early weaning increases food intake after food deprivation during later
adult age in male rats

Regular t-test showed that EW increased food intake in male adult
rats when compared to RW animals (t = 2.283, df = 12,99, p =
0.0399) (Fig. 1A).

3.2. Early weaning changed the feeding patterns in male adult rats
Regular t-test demonstrated that EW increased food intake in a 24 h

- period (t = 3.188, df = 15.99, p = 0.0057) (Fig. 1B). ANOVA two-
way showed interactions between early weaning and phases (F | 30 =

4,933, p = 0.0340), and isolated efffect of phases (F , 3, = 186,3,
p < 0.0001), but no effects of early weaning (F ;, 50 = 2,989, p =
0.0941). Bonferroni post-hoc test demonstrated that early weaning in-
creased food intake only in the dark phase (p = 0.0180) (Fig. 1C).

3.3. Early weaning incrases palatable food intake

g t-tests showed that EW p increase in palatable food
intake (t = 2,506 df = 9,405, p = 0.0325) (Fig. 1D).

3.4. Early weaning dos not modify the body mass of male adult rats

No differences on body mass were found between early weaning and
regular weaning (t = 1.117, df = 16.85, p = 0.2799) (Fig. 2).

3.5. Early weaning modulated the mRNA expression of SERT and SHT and
DA receptors associated to food intake on brai and hypothal.

On hypothalamus, EW increased the mRNA expression of SERT (t =
4.185, df = 6, p = 0.0058), and DRD1 (t = 5,560, df = 10, p =
0.0002), but decreased the mRNA expression of SHT-1b (t = 2.862, df
= 10, p = 0.0169) (Fig. 3A). Additionally, on brainstem the EW in-
creased the mRNA expression of SHT-1b (t = 5.389, df = 6, p =
0.0017), SHT-2¢ (t = 2.793,df = 6, p = 0.0014) and SERT (t = 3.652,

A Food intake after B 24 hour food intake ::l" :e?n:nﬁw;m;?:: e ;ﬁ'm ?‘ die
food deprivation y g on the feeding patterns of male
16 40 R adult rats. Between PND250 and PND300,
= * -— early weaned male adult rats had their food
C S s intake assessed after a 4 -h food deprivation (n
@ 10 2 = 07 - 08) (A) in a 24 -h cycle (n = 08 - 09)
- e 8 (B), in each phase of the circadian cycle (n =
g < 20 08 - 09) (C), and also palatable food intake was
- 5 measured (n = 08) (D). Data are expressed as
8 § 10 the mean = SEM, *p < 0.05, **p < 0.01. ([}
w w Regular weaning, (W) Early weaning.
Py E 0
RW EW EW
C :
Food intake per phases D Palatable food intake
30 16
—_ * O RW o
2 - EW 2 2
g 20 g 10
8 8
£ £ -1
'§ 10 '§ 6
0 i : [}
Dark Light EW

115



G.A. Tavares, et al

Body mass

500
P
o) 400+
S—
g 300

200
g 100

E RW EW

Fig. 2. The figure demonstrates the effects of early weaning on body mass of
male adult rats. The body mass of early weaned male adult rats aged between
PND250 and PND300 was measured (n = 10). Data are expressed as the
mean = SEM. ([]) Regular weaning, (W) Early weaning.

5,p = 0.0147), DRD1 (t = 4,681, df = 6, p = 0.0034), and DRD2
(t = 6,520, df = 6, p = 0.0006) (Fig. 3B).

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study that seeks to
evaluate the effects of early weaning on long-term eating behavior and
neurotransmitter systems. Also, no study has sought to evaluate the
effects of early weaning on hedonic eating behavior at the molecular
level. Here, we observed that early weaning promoted hyperphagia
with a standard diet and increased palatable food intake in adult male
rats, associated with changes in mRNA expression of SHT and DA sys-
tems components. Thus, this study provides new insights into the effects
of early life stressors such as early weaning on neurobehavioral de-
velopment.

When subjected to homeostatic food intake tests, the rats showed
increased food intake in response to 4 h food deprivation, during the 24
h cycle, and the dark phase of the circadian cycle. Other studies using
the same weaning model also point out that this stress can promote
hyperphagia, a delay in the satiety point when submitted to the beha-
vioral satiety sequence test, with a consequent increase in meal size
[25]. In other study, also with the same weaning model, hyperphagia
and feeding rhythm modulation were observed in the 24 h cycle in
young female rats sub d to early ing [26). Using an early
weaning model with teat bandages of dams in the last 3 days of lac-
tation (PND17-PND20) it was also observed hyperphagia in adult male
rats [37]. In another early weaning model that uses bromocriptine to
inhibit lactation, no changes in food intake are observed, but several
metabolic disorders are observed, such as increased body mass,

Behavioural Brain Research 383 (2020) 112531

increased fat mass and leptin resistance, suggesting susceptibility to the
development of obesity in these animals [15,38]. Despite the differ-
ences observed in the literature, the evidence that early weaning
changes the eating behavior of rats are strong.

In addition to homeostatic modifications, changes in rats' hedonic
eating behavior were also observed. When submitted to the palatable
food intake test, the early weaned rats presented increased intake.
Similar data were observed by Oliveira, who demonstrated that adult
male rats show increased palatable food intake and preference for high-
fat food [24). Thus, we observed that early weaning alters both
homeostatic and hedonic food intake, suggesting susceptibility to
physiological disorders such as obesity and metabolic syndrome.

Interestingly, when body mass was assessed, no changes were ob-
served. In the literature, no changes were observed in body mass of
early weaned male rats up to PND150 [25]. However, in a study con-
ducted with young fi it was d rated that the same model of
early weaning used in this study is capable of promoting body mass
increase [26]. These inconsistences may be due to sexual differences,
once males and females differently respond to challenges in their
growth periods [39,40]. Hence, further studies are necessary to eluci-
date those sex differences.

Regarding the SHT system, the data show that early weaning pro-
moted the hypothalamic increase of SERT mRNA expression, but de-
creased SHT1B mRNA expression. The SHT system is well known to
signals satiety trough the action of SHT on receptors SHT1B, which
inhibits hungry and trough receptors SHT2C, which signals satiety [28].
In the hypothalamus, SERT acts by promoting serotonin reuptake into
presynaptic terminals, whereas the SHT1B receptor acts by stimulating
satiety by inhibiting orexigenic neurons in the arcuate nucleus
[28,29,41,42]. The increase in SERT along with the SHT1B decrease
seems to be related to the hyperphagia presented by the animals, since
increased SERT may lead to lower serotonin availability in the synaptic
clefts and the decrease of SHT1B may impair satiety signaling. Thus,
both modifications appear to act synergistically in the hypothalamus to
decrease satiety signaling. In the brai increased gene expression
of SERT, SHT1B and SHT2C was observed. Tavares et al., (2019) found
the same result in young female rats and suggested a mechanism for
inhibiting the activity of SHT neurons in the brainstem, where ser-
otonin is mainly produced, specifically in the raphe nuclei [43], as
SERT, 5HT1B and 5HT2C have inhibitory activity on brainstem ser-
otonergic neurons 42,44-47]. Thus, the hypothalamus and brainstem
appear to act together to decrease serotonergic activity and satiety,
suggesting that early weaning programs the rats to be hyperphagic.

On the other hand, the DA system has been more associated with the
control of palatable food intake, although evidence also indicates its
participation in the homeostatic regulation of food intake
[31,33,48,49]. Here we find increased DRD1 mRNA expression in the
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]
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= o* Z 1
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SHT1B SHT2C SERT DRD1 DROD2 SHT1B SHT2C SERT DRD1 DRD2
Fig. 3. The figure unveils the effects of early weaning on gene expression of SHT and DA sy comp on hypothal and b Rats were decapitated
between 04:00 pm and 05:00 pm, in the dark phase of circadian cycle, and ples of hypothal and brai were collected (n = 03 - 06). Gene expression of
SHT-1b, S5HT-2¢, SERT, DRD1 and DRD2 was performed in the hypothal (A) and brai (B). Data is shown as the mean + SEM, *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001. ((J) Regular weaning, (W) Early weaning.
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hypothalamus and increased DRD1 and DRD2 mRNA expression in the
brainstem. DRD1 receptors present postsynaptic action, thus being re-
sponsible for the DA signaling response [50,51]. In the hypothal,

Behavioural Brain Research 383 (2020) 112531

the molecular assays and the partial (i.e. molecular assays) istical
analyses; GT, JS, BK and SS analyzed the data, conducted the statistical

increased levels of this have been d with i d
both standard food intake and palatable food intake in case of obesity
[52,53). The DRD2 receptor acts as a self-receptor, inhibiting DA
neuron activity and consequent DA release [51]. In the midbrain, the
rostral region of the brainstem, where the main bodies of the DA neu-
rons are found, specifically in the ventral tegmental area (VTA) and
substantia nigra (SN), only DRD2 expression is described [54]. In-
creasing this receptor in this brainstem region suggests decreased ac-
tivity of DA neurons. Still in the brainstem, DRD1 receptors present
localization in several areas, among thcm t.hc raphe nuclei, and seem to

be more related to food between the
raphe nuclei and VTA and SN 33] Smdm show that abuse of reward-
promoting sub es is lly acc ied by a deficiency in neural

signaling of this reward, which causes the individual to seek this reward
incessantly [55]. Thus, the possibility of inhibition of DA neurons may
be gt ing a ¢ y mechanism, with increased expression of
DRDl mlnnnnmpttongnal reward. And it is this flaw that may be
associated with the increased palatable food intake noted here, since
the early weaned rats seem to need to eat more palatable food for the
foodmwardtoberecogmznd.mutypeofeffectcausedbyperinaul
insults is well described in the literature. Rod bmitted to
maternal separation, perinatal malnutrition or even obesogenic diets in
lhe perlnaml pcrlod have increased palatable food intake and dopa-
ysfunction [8,53,56,57].

Of coum, we cannot dissociate h ic and hed:
and behaviors. Today we know that both act in an integrated manner
for the expression of behavior. We already know that the 5HT system,
which has long been rated as a homeostasis regulator, also acts on
hedonic signaling, just as the DA system that has long been rated as a
food reward regulator, also acts as a regul of h is. Hi
despite this difficulty in associating these two systems, we note here
that early weaning causes a central disorder on eating behavior that
involves both SHT and DA systems. In fact, we cannot assume these
data for all individuals as a whole because the study was conducted
only with males, and we know there are various sexual differences,
especially regarding hormonal regulation, that could affect neuro-
transmission systems. In addition, some limitations of this study were
the eval of brain regions as a whole and the lack of protein ex-
pression evaluadon. since we know that changes in mRNA do not al-
ways cause changes in p xpression. Thus, further studies are
needed to fill this gap. | , rel data are p d which is
consistent with behavioral data and other data already presented in the
literature about the effects of early weaning on the long-term feeding
behavior of rats.

5. Conclusion

Neonatal stress caused by early weaning, which consists of early and
abrupt interruption of breastfeeding and maternal care, promoted
changes in the eating behavior of male rats in adulthood. According to
the data presented here, both h ic and hedonic eating beh
were sensitive to early weaning, and the SHT and DA systems were
modulated, which seems to be associated with behavioral changes.
Further studies are needed to fill some gaps present in this study.
Hi , the p study provides important data about the asso-
ciation ol disorders during the critical periods of development with the
onset of neurobehavioral disorders that can lead to problems such as
obesity.
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Healthy persons hold a very complex system for controlling energy homeostasis. The
system functions on the interconnected way between the nutritional, endocrine, neural,
and epigenetic regulation, which includes the microRNAs (miRNAs). Currently, it is well
accepted that experiences of early life stress (ELS) carry modification of the central
control of feeding behavior, one of the factors controlling energy homeostasis. Recently,
studies give us a clue on the modulation of eating behavior, which is one of the main
factors associated with the development of obesity. This clue connected the neural
control through the serotonin (5HT) and dopamine (DA) systems with the fine regulation
of miRNAs. The first pieces of evidence highlight the presence of the miR-16 in the
regulation of the serotonin transporter (SERT) as well as the receptors 1a (SHT1A) and
2a (5HT2A). On the other hand, miR-504 is related to the dopamine receptor D2 (DRD2).
As our knowledge advance, we expected to discover other important pathways for the
regulation of the energy homeostasis. As both neurotransmission systems and miRNAs
seem to be sensible to ELS, the aim of this review is to bring new insight about the
involvement of miRNAs with a central role in the control of eating behavior focusing on
the influences of ELS and regulation of neurotransmission systems.

Keywords: miRNA, early life stress, obesi in, de i

Abbreviations: 3'UTR, 3'Untranslated region; S5HT, 5-Hydroxytryp in system; S5HTIA, 5-
Hydroxytryptamine receptor 1A; SHTIB, 5-Hydroxytryptamine receplor 1B; 5HT2C, 5-Hydroxytryptamine receptor
2C; 5HT4, 5-Hydroxytryptamine receptor 4; SHT6, 5-Hydroxytryptamine receptor 6; SHT7, 5-Hydroxytryptamine receptor
7; AgRP, protein related to gene agouti; cAMP, cyclic adenosine monophosphate; CART, cocaine and amphetamine-related
transcript; CpGs, methylated cytosines follow of guanine nucleotide sites; CUMS, chronic unpredictable mild-life stress;
CUS, chronic unpredictable stress; DA, dopamine, dopamine system; DAT, solute carrier family 6, neurotransmitter
transporter dopamine member 3, SLC6A3; Dicer, microRNA-processing ribonuclease I1; DRD1, dopamine receptor D1;
DRD2, dopamine receptor D2; DRD3, dopamine receptor D3; DRDS5, dopamine receptor D5; ELS, early life stress; EW,
early weaning; has-mir-16, MI0000070, MI0000115; Let-7d, hsa-let-7d-5p, mmu-let-7d-5p, mo-let-7d-5p (MIMAT0000065,
MIMAT0000383, MIMAT0000562); miR-103, has-mir-103a-1 MI0000109, has-mir-103a-2 MI0000108; miR-143-3p,
h iR-143-3p, iR-143-3p, n iR-143-3p (MIMAT0000435, MIMAT0000247, MIMAT0000849); miR-16-5p,
hsa-miR-16-5p, mmu-miR-16-5p, rmo-miR-16-5p (MIMAT0000069, MIMAT0000527, MIMAT0000785); miR-200a,
rmo-miR-200a-3p, mmu-miR-200a-3p, hsa-miR-200a-3p (MIMAT0000682, MIMATO0000519, MIMAT0000874); miR-
96, hsa-miR-96-5p, mmu-miR-96-5p, rno-miR-96-5p (MIMAT0000095, MIMAT0000541, MIMAT0000818); miRNAs,
microRNAs; mmu-miR-135, MI10000161, MI10000715; mPFC, medial pre-frontal cortex; mRNA, Messenger RNA; MS,
maternal separation; NAcc, nucleus accumbens; NPY, neuropeptide Y; PLC, prelimbic cortex; PND, p | day; POMC,
pro-opiomelanocortin; REST, rep element-1 silencing transcription fadon IL\As nbonuclen: acids; SERT, solute
carrier family 6 member 4 (SLC6A4/5HTT), serotonin porter; TH, tyrosine hydroxyl
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INTRODUCTION

Almost over one-third of the world’s population is overweight
or obese (Chooi et al,, 2019). This condition negatively affects
the life quality, productivity, and costs with public health. One
of the main aspects of this body weight regulation is feeding
behavior (Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011) which
involves neural networks such as the serotonergic (SHT) and
dopaminergic (DA) systems (Meguid et al., 2000). Several studies
show that the disruption of those systems is strongly associated
with increased food intake and/or preference for palatable food,
which are important factors contributing for the onset of obesity
(van Galen et al., 2018). Gene expression of both 5HT and DA
systems can be influenced by miRNAs (Launay et al., 2011; Shi
et al, 2014), and in this case, they would be the key regulatory
molecules in the comprehension of the pathophysiology of the
feeding behavior.

MiRNAs are small non-coding RNAs with an average
length of approximately 22 nucleotides (Bartel, 2004). They
regulate post-transcriptional gene expression by binding to
the 3UTR of mRNAs, some miRNAs also regulate the
expression of another or several other miRNAs (Truscott
et al, 2016), and even themselves (Zisoulis et al., 2012).
Generally, miRNA specifically inhibit protein synthesis either
by repressing translation or by inducing deadenylation and
degradation of target mRNA (Bartel, 2004) but were also
reported to activate translation (Huntzinger and Izaurralde,
2011). Each miRNA has the capacity to target hundreds of
diverse transcripts, and a single messenger can be modulated
by several miRNAs, this represents a highly coordinated system
and fine-tuned regulation of protein expression (Krol et al., 2010;
O’Carroll and Schaefer, 2013).

On the other hand, a healthy environment during the
beginning of life is crucial for a proper development in
mammals (Resnick et al, 1979; Morgane et al, 1993 2002).
Maternal nutritional and emotional factors are critical during
periconceptional and perinatal periods (Morgane et al., 1993;
Chen and Baram, 2016). Early life stress (ELS) experiences
can lead to long-term neurobehavioral complications. Both
pre-clinical and clinical studies identify the influence of ELS
on the development of several psychiatric disorders, including
perturbation of feeding behavior, eating disorders and obesity
(Chen and Baram, 2016; Entringer et al., 2016). Interestingly,
the miRNAs are also sensible to ELS through several models, as
showed on Table 1. In this context, this review brings a potential
role of the miRNAs in the onset of obesity through modulation of
5HT and DA in response to ELS.

SEROTONIN: ROLE ON FEEDING
BEHAVIOR, INFLUENCES OF ELS, AND
MIRNA REGULATION

The SHT system includes receptors, transporters and enzymes
involved in the metabolism of serotonin (5-Hydroxytryptamine),
and it regulates several functions in the organism as locomotors
activity, body temperature, wake-sleep cycle, and feeding
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behavior (Lam et al., 2010; Olivier, 2015). Regarding the control
of eating behavior, serotonin has a well-established anorectic
role through promotion of satiety. In the arcuate nucleus of
the hypothalamus, serotonin acts in different ways; it acts
on 5HTIB, promoting inhibition of neurons that produce
neuropeptide Y (NPY) and the cocaine and amphetamine-
related transcript (CART), which are orexigenic. It also acts
on 5HT2C, promoting activation of neurons that produce
pro-opiomelanocortin (POMC) and the peptide related to the
agouti gene (AgRP), which are anorexigenic, thus promoting
satiety signaling (Heisler et al, 2006). In addition, recent
studies also refer that serotonin has a role in the hedonic
regulation of eating behavior. Receptors such as 5HT6 in
areas of the mesocorticolimbic circuit have been associated
with motivational feeding behavior (da Silva et al, 2017).
The impairments of the homeostasis of the serotonergic
system are associated with disorders of eating behavior, usually
associated with increased food intake, either by homeostatic
or hedonic changes. In particular, the serotonergic system
appears extremely sensitive to environmental changes during
the development of the organism, and several studies have
shown that ELS impairs the function of the SHT system
(de Lima et al., 2020).

Models of ELS in animals are usually associated with
deprivation of the mother-infant relationship, such as in
maternal separation (MS) and early weaning (EW) models
(Kikusui and Mori, 2009; Harrison and Baune, 2014). Previous
studies from our laboratory show that the MS disrupts the SHT
system. In middle aged females, it increases the SHT1B gene
expression in the hypothalamus, associated with decreased
food intake (de Souza et al., 2020z), and in adult males,
we observed a decreased action of fluoxetine on food intake
(de Souza et al,, 2020b). In addition, MS promotes decreased
SHT concentration in hypothalamus and amygdala of young
animals, associated with increased palatable food intake (de
Lima et al., 2020). Together, these data suggest that MS alter
the serotonergic system function, contributing to disorders of
feeding behavior. On the other hand, we have been able to
associate the EW with changes in gene expression of several
components of the SHT system in male and female rats, such
as SERT, 5HT1B, and 5SHT2C in hypothalamus and brainstem.
Based on the patterns of expression in the brainstem and
response to fenfluramine, we suggested a hypofunction of
the serotonergic system in the EW animals (Tavares et al.,
2019, 2020a,b). All these changes in the 5-HT system were
accompanied by alterations on feeding behavior, which indicate
that the 5HT system control of feeding behavior can be
modulated by ELS, which can be directly linked to the
onset of obesity.

Recently, studies have deepened about these compensatory
changes and epigenetic modifications have been extensively
investigated. In this respect, miRNAs have been shown to be
important regulators y/o mediators of gene expression. In the
case of depression, it is currently accepted that several miRNAs
modulate the activity of the serotonergic system, but little is
known about these regulators in the context of eating behavior.
As far as we know, miR-16 is able to bind the SERT messenger

July 2020 | Volume 11 | Article 925

120



Tavares et al.

TABLE 1 | Influences of ELS on miRNA activity.

Early Stress Life, Obesity, and MicroRNA

ELS model Subjects Region Outcome Authors
Pre-clinical studies
MS Rat Hippocampus Increased miR-16 Baietal., 2012
MS Mice Cortical neurons Impaired response of miR-212 to the learning Viola et al., 2016
process on a cocaine conditioned place
preference test
MS + CUS Rat NAcc Increased miR-504 Zhang et al., 2013
MS Rat mPFC Increased REST4 Uchida et al., 2010
Morphine + Apnea + MS Mice Hippocampus Decreased miR-204-5p, miR-455-3p, McAdams et al., 2015
miR-448-5p, and miR-574-3p
CumMs Rat Basolateral amygdala Increased mo-miR-124a Xu et al., 2017
Increased maternal care Rat Hypothalamus increased mo-miR-488, rno-miR-144, and Vogel Clernia et al., 2018
mo-miR-542-5p and decreased mo-miR-421
and mo-miR-376b-5p
Protein malnutrition Mice Hypothalamus increased mmu-miR-187-3p, Berardino et al., 2019
mmu-miR-369-3p and mmu-miR-132-3p
Unpredictable maternal Mice Sperm Changes in miRNA transmitted to F2 generation Gapp et al., 2014
separation combined with
maternal stress
Prenatal stress Rat Hippocampus Decreased hsa-miR-125b-1-3p Cattane et al., 2019
Clinical studies
Childhood maltreatment both sexes Leukocytes Methylation changes in CpGs close to region Prados et al., 2015
coding miR-124-3
Childhood abuse Men aged 45 years Whole blood Methylation changes in promoter region of 39 Suderman et al., 2014
old miRNAs
Child abuse European adults of Buccal mucosa cells Association between the polymorphism rs3125 Eszari et al., 2019
both sexes of 5HT2A and brooding. This region is
predicted to be targeted by miR-1270,
miR-1304, miR-202, miR-539 and miR-620
Childhood trauma Adut of both sexes Blood cells Decreased hsa-miR-125b-1-3p Cattane et al., 2019
Childhood trauma Adult both sexes Human hippocampus Decreased hsa-miR-125b-1-3p Cattane et al., 2019
progenitor cells

ELS, early life stress; MS, maternal separation; CUS, chronic unpredictable stress; CUMS, chronic unpredictable mild-iife stress; NAc, nucleus accumbens; mPFC, medial

pre-frontal cortex; CpGs, methylated cy

(Table 2) and silence its expression in humans and animals
(Baudry et al., 2010; Moya et al., 2013; Song et al.,, 2015; Shao
et al, 2018). The relationship between miR-16 and SERT is
even modulated by pharmacological antidepressant treatment
and also alternative treatments as the electroacupuncture; besides
different responses according to the affected brain area, these
treatments improve the level of depressive behaviors, suggesting
a highly specific regulation (Baudry et al, 2010; Zhao et al,
2019). SERT appears to be a key piece of regulation, as different
miRNAs can modify its expression, as the mmu-miR-135 (Issler
et al., 2014), rno-miR-18a-5p, rno-miR-34a-5p, rno-miR-135a-
5p, rno-miR-195-5p, rno-miR-320-3p, rno-miR-674-3p, and rno-
miR-872-5p (Zurawek et al., 2017). This relationship between
miR-16 and SERT is interesting, since SERT activity is directly
related to serotonergic signaling. SERT recaptures the remaining
amount of serotonin from the synaptic clefts, and an increase
in its activity may mean a decrease in serotonergic signaling.
In depression, has been shown that decreased levels of miR-16
and elevated levels of SERT are associated with the pathology
by promoting a reduction in serotonergic signaling. Drugs that
block SERT activity and increase serotonin levels are used to

followed by guanine n sites.

treat this depressive behavior. Interestingly, the same drugs are
used to treat obesity (Halford et al., 2012) as they also promote
a reduction in food intake. This evidence gives a primary role to
miR-16 that may also be a candidate to modulate SERT activity in
the context of eating disorders.

In addition to SERT, miRNAs modulate the activity of other
components of the serotonergic system (Table 2), such as SHT1B,
5HT1A, 5HT4, 5HT2C, and 5HT7. The 5HT1B receptor is
advised as a target of the miR-96 (Jensen et al., 2009). SHT1A
seems to be targeted by miR-16, miR-135 (Liu et al., 2017), and
has-miR-26a-2 (Xie et al, 2019). The 5HT4 receptor acquire
decreased expression in response to miR-103, has-miR-15b and
a mix containing hsa-miR-103, has-miR-15b and hsa-miR-16
(Wohlfarth et al,, 2017). In addition, miR-34 appears to bind
the receptor SHT2C (Andolina et al., 2016), hsa-miR-16 appears
to reduce SHT2A expression (Yang et al, 2017), and miR-
29a decreases the expression of SHT7 (Volpicelli et al,, 2019).
The impairment of the activity of these receptors is associated
with disrupted food intake either by homeostatic or hedonic
mechanisms. SHT1A, 5HT1B, and SHT2C are strongly associated
with satiety signaling, and several studies report that their
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TABLE 2 | Components of the serotonergic and dopaminergic systems and their
regulatory-associated miRNAs.

Components miRNAs Authors

in or 5-Hydroxy

ptamine (SHT) system

SERT miR-16, miR-135, Baudry et al., 2010; Launay
(SLCEA4/SHTT)  miR-18a-5p, miR-34a-5p, etal., 2011; Moya et al., 2013;
miR-135a-5p, miR-195-5p,  Issler et al., 2014; Song et al.,
miR-320-3p, miR-674-3p, 2015; Zurawek et al., 2017;
and miR-872-5p. Shao et al., 2018; Zhao et al.,
2019
SHT1A miR-16, miR-135, and Liv et al., 2017; Xie et al., 2019
miR-26a-2.
SHT1B miR-96 Jensen et al., 2009
SHT2A miR-16 Yang et al., 2017
5HT2C miR-34 Andolina et al., 2016
5HT4 miR-103, miR-15b, and a Wohifarth et al., 2017
mix containing miR-103,
miR-15b, and miR-16
SHT7 miR-29a Volpicelli et al., 2019
Dopamine (DA) system
DRD1 miR-504, miR-105, Tobon et al., 2012, 2015;
miR-15a, miR-15b, miR-16  Zhang et al., 2013; Zhao et al.,
and miR-142-3p 2017; Wu et al., 2020
DRD2 miR-143, miR-200a, Zhang et al., 2013, 2015; Shi
miR-504, has-miR-9 and et al., 2014; Gangisetty et al.,
miR-326 2017; Wu et al., 2018;
Mavrikaki et al., 2019; Wang
etal, 2019
DRD3 let-7d Bahi and Dreyer, 2018
DAT miR-137 and miR-491 Jia et al., 2016

SERT, solute carrier family 6 member 4 (SLC6A4/5HTT), serotonin transporter;
SHT1A, 5-Hydroxytryptamine receptor 1A; SHT18, 5-Hydroxytryptamine receptor
1B; SHT2C, 5-Hydroxytryptamine receptor 2C; 5HT4, 5-Hydroxytryptamine
receptor 4; 5HT7, 5-Hydroxytryptamine receptor 7; DRD1, dopamine receptor
D1; DRD2, dopamine receptor D2; DRDS, dopami eptor D3; DAT, dopami
transporter, solute carrier famiy 6 member 3 (SLCEA3).

disruption promotes increased food intake. On the other hand,
5HT4 is associated with hedonic modulation of food intake
and obesity. Thus, the modulation of these receptors through
miRNAs can also be associated with the onset of eating disorders
leading to obesity.

DOPAMINE: ROLE ON FEEDING
BEHAVIOR, INFLUENCES OF ELS, AND
MIRNA REGULATION

The dopaminergic system, as well as the serotoninergic system,
comprises a set of neurotransmitter, enzymes, receptors, and
dopamine transporter (DAT). On the other hand, neurons that
synthesize dopamine can be found in the brainstem and can
be divided into three groups, which forms the Nigro Striatal
system, the mesocorticolimbic system, and the mesocortical
system (Ogawa and Watabe-Uchida, 2018). The principal role
on feeding behavior is taken by the mesocorticolimbic system
(Wise, 1989; Berridge and Kringelbach, 2008). Dopaminergic
neurons are known to be involved in emotion-based behavior
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including motivation and reward (Phillips et al., 2008). Therefore,
in the context of the feeding behavior, this system is mainly
related to the hedonic component of feeding, but evidences also
point out that dopamine is a key component on hypothalamic
regulation of the homeostatic eating behavior (Meguid et al.,
2000; Ikeda et al., 2018).

The DA system is sensible to ELS and its disruption is
associated with several psychiatric disorders, such as eating
disorders and obesity (Naef et al, 2015). Our previous
study showed that DRD1 and DRD2 gene expression were
increased in the brainstem of adult rats, accompanied by
higher palatable food intake after MS (de Souza et al., 2018).
The MS also modulates the DA system in other brain areas,
such as PLC, NAcc, and striatum, changing the density of
immunoreactive fibers of TH, and the mRNA expression of
DRD2, DRDI1, and DRD5 (Majcher-Maslanka et al., 2017). On
the other hand, EW increases DRD1 mRNA expression in
the hypothalamus and brainstem and DRD?2 in the brainstem
of middle-aged male rats (Tavares et al, 2020b). In all of
these studies, disrupted patterns on feeding behavior are
observed, indicating that alterations in the dopaminergic system
can be one of the underlying mechanisms that lead to
behavioral disorders.

Increased evidence points out that several components of the
dopaminergic system are influenced by some miRNAs (Table 2).
DRD1 appears to be regulated by miR-504 (Zhang et al., 2013),
rno-miR-105 (Zhao et al., 2017), and for the cluster of hsa-miR-
15a-5p, hsa-miR-15b-5p, and hsa-miR-16-5p, and mmu-miR-
142-3p (Tobén et al., 2012, 2015). The expression of the DRD2
is modified by miR-143-3p (Wang et al, 2019), miR-200a (Wu
et al,, 2018), miR-504 (Zhang et al., 2013), hsa-miR-9, and hsa-
miR-326 (Shi et al., 2014; Zhang et al., 2015; Gangisetty et al.,
2017; Mavrikaki et al., 2019). Both receptors, DRD1 and DRD2,
are associated with control of food intake, either homeostatic
or hedonic, in several areas of the brain (Wise, 1989; Ikeda
etal., 2018) which indicates that its modulation through miRNAs
can modulate the food intake. In addition, overexpression of
let-7d is negatively correlated with the expression of DRD3 in
the hippocampus of mice (Bahi and Dreyer, 2018). The activity
of the DRD3 is controversy in the context of food intake, but
some evidences associate it with eating disorders and decreased
food intake (Thomsen et al., 2017; Gonzilez et al., 2019). The
expression of DAT, the major controller of dopamine levels in
the synaptic clefts, is post-transcriptionally regulated on cell
culture of dopaminergic neurons by miR-137 and miR-491 (Jia
et al, 2016). This transporter acts like SERT, reuptaking the
dopamine from the synaptic cleft, so its function is extremely
necessary to normal DA signalization, even in the context of
eating behavior. On the other hand, the reduction of Dicer, a
miRNA-processing ribonuclease III, in the ventral midbrain of
DA neurons promotes changes in the miRNAs profile and altered
the survival capacity of these dopaminergic neurons (Chmielarz
etal,, 2017). Together, these evidences extended the susceptibility
of the DA system to the regulation of miRNAs, which can lead
to modulation of eating behavior and may be associated with
eating disorders.
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PERSPECTIVES: ROLE OF THE MIRNAS
ON THE ONSET OF OBESITY THROUGH
SHT AND DA SYSTEMS’ DISRUPTION IN
THE CONTEXT OF ELS

In addition to knowing that components of the SHT and
DA neurotransmission systems are susceptible to ELS, some
evidence also shows that miRNAs have their expression and
activity influenced by ELS, which is summarized in Table 1.
Both, pre-clinical and clinical studies affirm that childhood
trauma could be associated with the modulation of miRNA,
as the case of the miR-16 and miR-504 which have their
control of the serotonin and dopamine impaired by stress,
with consequences such as depression, anhedonia, and body
weight gain. However, more studies are needed to understand
the full picture, specifically in the context of the control
of the feeding behavior, which is directly involved in the
development of obesity.

Conversely, both clinical and pre-clinical studies demonstrate
that ELS is able to alter SERT activity (Wankerl et al., 2014; Van
Der Knaap et al,, 2015; Tavares et al., 2019, 2020a). Interestingly,
differences in SERT activity are observed in obesity, both in
humans and animals (Giannaccini et al., 2013; Borgers et al,
2014; Zha et al, 2017). For example, the density of SERT is
reduced in obese humans (Giannaccini et al., 2013; Borgers
et al, 2014) and increased in rats with abdominal obesity
who were exposed to a diet rich in simple carbohydrates
(Spadaro et al, 2015). In addition to being involved in the
pathophysiology of obesity and being sensitive to ELS, several
lines of evidence in the literature show that SERT is a target
for miR-16 and propose an important role in regulating its
activity (Baudry et al, 2010). On the other hand, animal
studies demonstrate that the SHT1A receptor is also modulated
by ELS (Bravo et al, 2014; Razoux et al, 2017) and has
increased density in the hippocampus and hypothalamus of rats
chronically submitted to a Westernized diet (Yu et al., 2018).
Interestingly, SHT1A is also the target of miR-16, which has its
expression modulated by ELS (Bai et al., 2012). The receptor
5HT2A is, as well, modulated by ELS in animals and humans
(Rentesi et al., 2013; Parade et al.,, 2017) and involved with the
pathophysiology of obesity (Rosmond et al,, 2002; Huang et al.,
2004). Interestingly, the SHT2A is also targeted by the miR-16
(Yang et al.,, 2017). From these observations, we believe that miR-
16 is an excellent candidate for moderating changes in SERT,
5HT1A, and 5HT2A due to ELS, in the context of the altered
eating behavior.

Regarding the dopaminergic system, the DRD1 and DRD2
actively participate in the regulation of food intake, especially
with regard to palatable foods, as these are related to the food
reward system (Meguid et al., 2000; Berridge et al., 2009; Volkow
et al., 2011). Changes in this reward system are linked to eating
behavior disorders, with changes in the activity of DRDI and
DRD2 being observed in humans and animals (Guo et al,, 2014;
Rivera et al, 2015; Gaiser et al., 2016; de Souza et al., 2018;
Romanova et al., 2018; Tavares et al., 2020b). In addition, both
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receptors are modulated by ELS (de Souza et al., 2018; Tavares
et al,, 2020b). Interestingly, we observed that miR-504 targets
both DRD1 and DRD2, with their expression being altered by ELS
(Zhang et al,, 2015). Additionally, DRD1 has also been identified
as a target for miR-16 (Wu et al,, 2020). Thus, we believe that
miR-504 and miR-16 modulate DRD1 and DRD2, in the context
of eating disorders associated with ELS.

In summary, according to the evidence reported, we
can infer that the serotonergic and dopaminergic systems
undergo regulation of their activity through post-transcriptional
modulation by miRNAs. Both systems participate in the
physiological and pathological processes of eating behavior,
which leads us to believe that miRNAs may be behind
several changes in eating behavior as observed in several
disorders such as obesity. Several studies point out that
the genesis of these disorders is largely associated with
experiences of stress early in life. Neonatal stress is already
well described as a modulator of the serotonergic and
dopaminergic systems associated with disorders of eating
behavior, as well as a modulator of expression and activity of
miRNAs. In addition, we know that miRNAs participate in the
pathological processes of several psychiatric disorders. Thus,
we establish here a relationship between neonatal stress and
the modulation of the serotonergic and dopaminergic systems,
through post-transcriptional regulation by miRNAs, as a possible
pathophysiological mechanism behind eating behavior disorders.
Future studies are needed to investigate this relationship and
provide further support for the scientific community in the
search for understanding and treatment of pathologies of
eating behavior.
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vigéncia da autorizaca gelll

Fggp;égellinhagem/raga— | Rato heterogenico - Lo i

-N° de animais _ — 178 —_ ]
Peso/ldade | Macho 250-300g/180 dias e Femea |
—— .. O 1 2009/120 dias |
Sexo — SN MMQM@L_M_ -
| Origem —————— | Departamento de Nutriio - UFPE TR

Atenciosamente,

Prof, Sebastido R. F. Silvz
Vice-Prasidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345691
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