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RESUMO 

 

O desmame precoce é um tipo de estresse precoce que está associado com 

alterações do comportamento alimentar. Apesar disso, pouco se sabe a respeito dos 

mecanismos moleculares e epigenéticos dentro desse contexto. Adicionalmente, a 

comunidade científica tem lançado esforços para encontrar estratégias de prevenção 

de problemas do desenvolvimento associados ao estresse precoce. Neste contexto, 

a utilização terapêutica de microRNAs tem se destacado. Desta forma, este estudo 

buscou avaliar os efeitos do desmame precoce sobre parâmetros comportamentais, 

moleculares e epigenéticos do controle do comportamento alimentar, além do possível 

efeito preventivo da suplementação pós-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 fêmeas submetidos ao desmame regular (D30) ou 

precoce (D15). Entre 250 a 300 dias de vida, estes animais tiveram avaliados a sua 

massa corporal, ingestão alimentar de 24h, por fases do ciclo circadiano, em resposta 

à privação alimentar e de alimento palatável. Além disso, foram avaliados o peso do 

fígado, da gordura abdominal, níveis séricos de triglicerídeos, colesterol total, glicose 

e expressão gênica de SERT, 5HT1B, 5HT2C, DRD1, DRD2, NPY e POMC no 

hipotálamo e tronco encefálico através de PCR em tempo real. No segundo 

experimento, ratos Sprague-Dawley knock-in para GFP na região promotora da CCK 

foram submetidos ao desmame regular (D30) ou precoce (D15), além de terem 

recebido suplementação oral de miR-320-3p (D30 e D15) ou miR-375-3p (D30) 

embebidos em DOSP no dia pós-natal 12. Aos 45 dias de vida, animais de ambos os 

sexos foram eutanasiados e foram coletados o hipotálamo, hipocampo e tronco 

encefálico, onde foi avaliada através de PCR em tempo real a expressão 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 ingestão de alimento palatável 

em machos, porém hipofagia em fêmeas. A expressão de 5HT1B, 5HT2C, SERT, 

DRD1 e DRD2 foi aumentada no tronco encefálico dos machos, além de no 

hipotálamo serem observados elevada expressão de SERT e DRD1 e expressão 

diminuída de 5HT1B e POMC. Apesar de na maioria dos casos os efeitos da 

suplementação de miR-320-3p exercer efeitos semelhantes ao desmame precoce, 

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



hipotálamo de fêmeas, aumento de DRD1 no tronco encefálico de machos e aumento 

de CLOCK no hipocampo de fêmeas.  A suplementação de miR-375-3p aumentou a 

expressão de miR-320-3p no hipotálamo; reduziu a expressão de todos os mRNAs 

avaliados no hipotálamo, exceto DRD1 e CCK; e reduziu a expressão de 5HT1B, 

5HT2C, DRD1, CLOCK, BMAL1, PER1 e PER2 e CCK no hipocampo de fêmeas e de 

CCK no hipocampo de machos. Assim, concluímos que o desmame precoce altera o 

comportamento alimentar e a expressão de componentes dos sistemas serotonérgico 

e dopaminérgico em longo prazo. Adicionalmente, a suplementação de miR-320-3p e 

miR-375-3 apresentou resultados promissores como estratégia de prevenção às 

modificações 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 5HT1B, 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 5HT1B, 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 INTRODUÇÃO 

Diversos problemas para o desenvolvimento humano são descritos na literatura 

em decorrência da interrupção precoce do aleitamento materno (QIAO et al., 2020; 

TSENG et al., 2019; YAN et al., 2014). Por isso, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) recomenta que o aleitamento materno exclusivo (AME) seja praticado durante 

os seis primeiros meses de vida, e, a partir desse momento, continuar com a 

introdução alimentar e até os dois anos de vida (WHO, 2008).  

Apesar das recomendações da OMS, a prevalência de AME encontra-se 

aquém do esperado, o que pode estar associado à elevada prevalência de doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNTs), como obesidade e diabetes, por exemplo 

(BOCCOLINI et al., 2017a; UNICEF, 2019). São robustas as evidências em humanos 

associando a falta do aleitamento materno com o surgimento de DCNTs, 

principalmente obesidade infantil, além de diminuição na performance cognitiva e 

neurodesenvolvimento (CAI 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 alterações, o que faz a comunidade científica lançar 

mão de modelos animais para realizar estas investigações. Vários estudos em 

roedores demonstram os efeitos deletérios do desmame precoce sobre o 

desenvolvimento neurocomportamental dos indivíduos. Sabemos que em roedores o 

desmame precoce resulta em aumento de comportamentos semelhantes à 

depressão, ansiedade, agressividade, menor interação social, além de promover 

alterações 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 último, sabe-se que o desmame precoce 

promove retardo da saciedade, hipofunção do sistema serotoninérgico no controle da 

saciedade, além de aumento de preferência e consumo de alimentos palatáveis e 

disfunção do sistema dopaminérgico, o que sugere também disfunção 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 neurotransmissão, serotoninérgico e dopaminérgico, 

exercem importante função regulando a ingestão alimentar, predominantemente 

através dos componentes homeostático e hedônico do comportamento alimentar, 

respectivamente. A serotonina é conhecida pela promoção da saciedade através de 
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sinalização dos receptores 5HT1B e 5HT2C no núcleo arqueado do hipotálamo 

(HEISLER et al., 2006). Por outro lado, a dopamina é conhecida por agir sobre o 

circuito mesocorticolímbico através de seus grupos de receptores DRD1 e DRD2 para 

regular a recompensa alimentar (VOLKOW; WANG; BALER, 2011; WISE, 1989). A 

disfunção destes sistemas pode estar associada com perturbações no controle central 

da ingestão alimentar, o que pode ser associado ao desenvolvimento da obesidade. 

Desta forma faz-se necessária a compreensão de como o desmame precoce afeta o 

comportamento alimentar e os sistemas serotoninérgico e dopaminérgico. 

Uma das possíveis razões pela qual estes sistemas poderiam estar sendo 

modulados pelo estresse pode ser modificação em nível epigenético, através da 

atividade de microRNAs (miRNAs). MicroRNAs, são RNAs não codificantes com cerda 

de ˜22 nucleotídeos que atuam de forma geral na repressão da tradução de genes, 

apesar de em alguns casos eles atuarem estimulando a tradução 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 são os miR-16-5p e miR-504, os quais atuam na regulação dos 

sistemas serotoninérgico e dopaminérgico, respectivamente, e são suscetíveis à 

exposição ao estresse no início da vida (BAI et al., 2012; SHAO et al., 2018; 

TAVARES; TORRES; DE SOUZA, 2020; ZHANG et al., 2013b). Desta forma, o 

desmame precoce poderia promover alterações nos sistemas serotoninérgico e 

dopaminérgico através da modulação dos miR-16-5p e miR-504. 

Os microRNAs estão incluídos inclusive no contexto da composição do leite 

materno. Além dos nutrientes convencionais, encontramos no leite materno vesículas 

extracelulares contendo microRNAs, como por exemplo os miR-320-3p e miR-375-3p, 

ricamente abundantes em vesículas extracelulares no leite materno, os quais 

modulam em nível epigenético o desenvolvimento metabólico (HERWIJNEN et al., 

2018). A falta do leite materno também pode alterar o desenvolvimento adequado 

através da falta destes moduladores epigenéticos nele contidos. Vários estudos 

recentes têm estudado a utilização de forma terapêutica dos microRNAs ou até 

mesmo como marcadores diagnósticos de doenças (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 

2019; LIU; SALL; YANG, 2008; RAVANIDIS et al., 2020). A utilização de vesículas 

extracelulares biomiméticas têm se mostrado promissora neste contexto, para ser 

utilizada como veículo para suplementação de microRNAs (BEUZELIN; KAEFFER, 

2018; BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019). 
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Estudos recentes demostram que a suplementação oral do miR-320-3p através 

de nano vesículas biomiméticas é efetiva e possui impacto metabólico, inclusive de 

acordo com o ritmo circadiano. Além disso, este microRNA é apontado como 

importante ator no contexto do desenvolvimento de DCNTs, particularmente diabetes 

mellitus (BEUZELIN; KAEFFER, 2018; BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019). Assim 

a suplementação oral de microRNAs com potencial impacto metabólico surge como 

uma estratégia nutricional potencial na prevenção de desordens metabólicas. 

Visto que os problemas associados ao desmame precoce possuem um impacto 

negativo significante para a sociedade, desde aspectos de saúde, como também de 

aspectos econômicos, mais estudos buscando elucidar os mecanismos e formas de 

prevenção são necessários. O estudo dos impactos do desmame precoce sobre o 

comportamento alimentar são necessários para entender como este evento pode 

modular o desenvolvimento neurocomportamental, nos fornecendo mais 

embasamento para lutas no campo das políticas públicas, investimento e promoção 

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 homeostático e hedônico em longo prazo, bem 

como a expressão de genes relacionado com os sistemas serotonérgico e 

dopaminérgico. Além disso, buscamos avaliar os impactos do desmame precoce na 

regulação epigenética através de microRNAs sobre componentes relacionados com 

o comportamento alimentar, e o possível papel preventivo da suplementação oral pós-

natal de miR-320-3p e miR-375-3p. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 ALEITAMENTO MATERNO – UMA QUESTÃO DE SAÚDE PÚBLICA 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) preconiza a prática do AME desde o 

nascimento até sexto mês de vida da criança, a partir de quando recomenta o início 

do processo de introdução alimentar (WHO, 2008). Além disso, a OMS recomenda 

que, a partir do sexto mês de vida, o aleitamento seja continuado em paralelo à 

introdução de alimentos até os dois anos de idade (WHO, 2008). 

O aleitamento materno é atualmente reconhecido como um dos principais fatores 

determinantes da saúde dos indivíduos ao longo da vida. Vários estudos demonstram 

que o aleitamento materno possui efeito protetivo sobre o desenvolvimento. Por 

exemplo, crianças submetidas a maior tempo de amamentação apresentaram melhor 

trajetória de crescimento e menos risco de obesidade aos quatro anos de idade 

(ANDERSON et al., 2020). Este mesmo estudo apresentou que a simples presença 

do aleitamento materno tem efeitos de diminuição do risco de obesidade, e que 

independente do tempo de aleitamento, seja de sete ou treze meses, há proteção 

contra a obesidade do mesmo jeito (ANDERSON et al., 2020). Além disso, a 

amamentação contribui para um melhor desenvolvimento cognitivo e reduz os riscos 

de desenvolvimento de diabetes tipo 1 e tipo 2, hipertensão, doenças 

cardiovasculares, dislipidemias e alguns tipos de cânceres (BINNS; LEE; LOW, 2016). 

Evidências também associam a prática do aleitamento materno com uma boa saúde 

bucal, diminuindo o risco de cáries, quando praticado até os 12 meses e também de 

mal oclusão da primeira dentição (PERES et al., 2018). 

Este tópico se faz tão importante que alguns estudos buscaram sumarizar 

revisões a respeito da associação do aleitamento materno com o estado de saúde. 

Um editorial da ACTA PÆDRIATICA sumarizou as principais influências da 

amamentação sobre o desenvolvimento, apontando a importância do aleitamento 

materno na proteção contra doenças infecciosas e desnutrição, causados por água 

contaminada ou hiperdiluição de fórmulas alimentares, mortalidade infantil, otite 

média, déficits cognitivos, obesidade, má oclusão e asma (GRUMMER-STRAWN; 

ROLLINS, 2015). 

Porém, mesmo sabendo de todos os benefícios do aleitamento materno, ainda 

há muito a ser feito para que esta prática seja amplamente realizada. Dados do Fundo 

das Nações Unidas para a Infância (UNICEF) apontam que, em nível global, 43% das 

crianças nascidas recebem aleitamento materno na primeira hora de vida, 41% são 
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amamentadas exclusivamente até os 6 meses de vida, 70% ainda são amamentadas 

no primeiro ano de vida e 45% ainda são amamentadas no segundo ano de vida, 

sendo a meta para estes parâmetros até o ano de 2030 70%, 70%, 80% e 60%, 

respectivamente (UNICEF, 2019). Além disso, dados de estudo realizado com 

crianças nascidas entre 2008 e 2009 na comunidade de Madrid, na Espanha, mostram 

prevalência de aleitamento materno exclusivo e aleitamento materno de 77,6% e 88%, 

respectivamente (RAMIRO GONZÁLEZ et al., 2018). Porém, apesar da alta 

prevalência de aleitamento, apenas 25,4% amamentaram exclusivamente durante os 

6 primeiros meses de vida (RAMIRO GONZÁLEZ 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 é bem mais baixa do que o esperado, e além disso esse valor diminui 15 

dias após a alta, concomitantemente com o aumento da introdução de alimento 

artificial (MAZO-TOMÉ; SUÁREZ-RODRÍGUEZ, 2018). 

Além da Espanha, estudos em outros países buscaram investigar a prevalência 

do aleitamento materno. No Canadá, uma coorte com 565 mulheres imigrantes e 

chinesas nascidas no Canadá apontou que o método de alimentação mais utilizado 

nas crianças foi o de aleitamento materno não exclusivo (32,9%) e que o aleitamento 

materno exclusivo até os seis meses teve prevalência de 26,8% (DENNIS et al., 2019). 

No distrito de Trongsa, no Butão, em estudo realizado com 192 mães, foi observado 

que a prevalência de aleitamento materno exclusivo durante o primeiro ano de vida 

foi de 97%, porém esse número 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 prevalência de aleitamento materno exclusivo (89,6%) 

(BELACHEW et al., 2018).  

No Brasil, a partir de dados de instituições oficiais, no ano de 2018, reunidos 

pela Fundação ABRINQ, foi observado que 52% das crianças menores de seis meses 

receberam aleitamento exclusivo durante algum período, com esse número variando 

para cada região: Norte (66%), Nordeste (55%), Sudeste (50%), Sul (47%) e Centro-

oeste (56%) (FUNDAÇÃO ABRINQ, 2020). Apesar destes resultados relativamente 

positivos, um estudo apontou que a prática de aleitamento exclusivo durante os 6 

meses de vida, no Brasil, cresceu de 2,9% em 1986 para 37,1% em 2006. Porém, 

este número estagnou, se mantendo em 36,6% no ano de 2013, sugerindo um platô 

(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 prevalência de 

aleitamento materno aos 12 meses aumentou de 16% a 41% entre 1982 e 2015, e 

que a prevalência 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 prevalência 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 prevalência de aleitamento materno varia 

bastante de acordo com a localização geográfica, mesmo dentro de um mesmo país. 

Adicionalmente, observamos que apesar de melhorias observadas nos últimos anos, 

a prevalência de aleitamento materno está 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 é o motivo de ainda observarmos 

números baixos, mesmo sabendo de todos os benefícios do aleitamento materno. 

Segundo a UNICEF/OMS, alguns fatores são determinantes para o sucesso e 

implementação do aleitamento materno, dentre eles investimentos em programas e 

políticas que promovem, protegem e suportam a amamentação; Regulação do 

marketing acerca substitutos do leite materno; proteção materna no ambiente de 

trabalho; Iniciativas de hospitais amigos da criança; Aconselhamento e treinamento 

sobre amamentação; Programas de suporte comunitário; E monitoramento dos 

sistemas (UNICEF, 2019). Dados recentes da UNICEF/OMS apontam que, em nível 

global, apenas 6% dos países investiram pelo menos $5,00 por criança para o suporte 

da amamentação; 18% dos países implementaram por completo o código de 

propaganda de substitutos de leite materno; 11% dos países oferecem a licença 

maternidade recomendada; 14% dos países têm metade dos partos ocorrendo em 

instituições amigas da criança; 56% dos países oferecem aconselhamento acerca da 

alimentação da criança e do adolescente nos serviços primários; 47% dos países 

possuem a maioria dos distritos com programas comunitários de aconselhamento em 

alimentação infantil; 41% dos países realizaram programas de amamentação nos 

últimos cinco anos; E 36% dos países coletaram dados acerca do aleitamento materno 

nos últimos 5 anos (UNICEF, 2019). 
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Além destes fatores, a obesidade materna é apontada como um fator prejudicial 

para o início do aleitamento materno e início da lactogênese, sendo a prevenção da 

obesidade materna e aconselhamento de mulheres obesas essenciais para o sucesso 

do aleitamento materno (GARCIA et al., 2016). O tipo de parto, status 

socioeconômico, conhecimento prévio sobre aleitamento materno, grupos de apoio e 

tecnologia também são apontados como determinantes para o sucesso ou não do 

aleitamento materno (SAYRES; VISENTIN, 2018). Desta forma, a partir do 

conhecimento dos benefícios do aleitamento materno e de todos os fatores que 

influenciam no sucesso desta prática, melhorias nos investimentos de programas e 

políticas neste contexto são fundamentais.  

2.2 A RELAÇÃO DO ALEITAMENTO MATERNO COM O DESENVOLVIMENTO E 

SAÚDE EM HUMANOS 

 Nas últimas décadas, vários grupos de estudos ao redor do mundo buscaram 

investigar a associação da presença e do tempo de aleitamento materno sobre o 

desenvolvimento dos indivíduos. A maioria destes estudos se tratam de avaliações 

epidemiológicas prospectivas, estudos longitudinais e alguns estudos de caso-

controle. Apesar de algumas controvérsias e inconsistências na literatura, quando 

avaliados como um todo, os estudos apontam um forte papel do aleitamento materno 

como um fator protetivo contra a obesidade infantil, distúrbios alimentares, problemas 

cognitivos, emocionais, de personalidade e motores. 

 No que diz respeito ao comportamento alimentar, crianças que são submetidas 

à introdução de alimentação complementar antes dos 6 meses de vida tem mais 

chances desenvolver neofobia alimentar a apresentam aceitação alimentar limitada 

(SHIM et al., 2011). Em contrapartida, a introdução alimentar após os 6 meses e a 

duração da amamentação por mais de 6 meses diminuíram os riscos de desenvolver 

seletividade alimentar (SHIM et al., 2011). Além disso, Crianças amamentadas 

exclusivamente durante os 6 primeiros meses de vida tiveram menores chances de 

desenvolver preferência por métodos específicos de preparação de alimentos, 

rejeição 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 comparação a períodos 

menores que um mês (SPECHT et al., 2018) e em crianças amamentadas por 

períodos iguais ou maiores do que 6 meses, quando comparadas à crianças 

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

diário de vegetais (SPECHT et al., 2018). 

 De uma forma geral, é observado que o aleitamento materno está associado 

com redução de riscos alimentares em crianças (BELL et al., 2018) e melhores 

padrões alimentares quando comparadas à crianças que consumiram fórmulas 

alimentares (VENTURA, 2017), o que se deve ao fato de melhor aprendizado e 

preferencias formadas através das informações sensoriais transmitidas através do 

leite materno (VENTURA, 2017). Este processo de aprendizado dos sabores se inicia 

desde a exposição fetal ao líquido amniótico, e se reforça e consolida através da 

exposição sensorial através do leite materno (VENTURA, 2017).  

 Neste contexto de problemas alimentares, está a obesidade infantil, um dos 

problemas mais fortemente associados com a ausência do aleitamento materno. Dois 

artigos de meta-análises publicados em 2014 e, recentemente, em 2020, concluíram 

que o aleitamento materno reduz o risco de obesidade infantil e estabeleceram um 

efeito dose-resposta em relação 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 prevalência 

de eutrofia é maior em crianças amamentadas por mais de 6 meses, quando 

comparadas àquelas amamentadas por menos de 6 meses, além de ser observada 

menor proporção de baixo peso, sobrepeso e obesidade em crianças 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 crianças (HERRING 

et al., 2020). Os resultados apontam uma correlação negativa entre tempo de 

aleitamento materno e obesidade, além de maior média de horas de sono em crianças 

que foram amamentadas, demonstrando efeitos do aleitamento materno sobre a 

qualidade do sono (HERRING et al., 2020). 

 Associações entre o tempo e presença de aleitamento materno também são 

encontradas no que diz respeito à aspectos emocionais, cognitivos, motores e de 

personalidade. Em estudo realizado no Japão, 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 

correlação 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 associação entre o tempo de 

aleitamento e o comportamento emocional (KOSHIYAMA et al., 2020). Reforçando o 

efeito do aleitamento materno sobre a morfologia cerebral, um estudo realizado com 

crianças nascidas à pré-termo mostra que o leite materno promove aumento da massa 

cinzenta nuclear profunda na idade equivalente a termo e melhor performance de QI 

aos 7 anos de idade, matemática, memória de trabalho, e função motora (BELFORT 

et al., 2016). Vários outros estudos também apontam os efeitos do aleitamento 

materno sobre o desenvolvimento mental em geral e aspectos cognitivos como 

inteligência, memória e linguagem (BELFORT et al., 2016; CAI 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 cognição. Um dos estudos prospectivos de maior tempo já realizado aponta 

que o aleitamento materno é positivamente associado com realização educacional 

dos indivíduos com 26 anos, e habilidade de leitura aos 53 anos, ambos relacionados 

com parâmetros cognitivos aos 15 anos de idade (RICHARDS; HARDY; 

WADSWORTH, 2002). 

 Ansiedade e depressão são outros problemas estudados em relação ao 

aleitamento materno. Em estudo com crianças diagnosticadas com ansiedade em 

comparação a um grupo controle, o tempo de AME e aleitamento materno total (AMT) 

é significativamente menor no grupo diagnosticado com ansiedade, assim como o uso 

alimentação 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 não receberam aleitamento materno ou o receberam por 

menos de um mês (DE ALMEIDA et al., 2019). Já na China, observa-se que a 

amamentação por períodos maiores do que 6 meses diminui as chances de 

comportamentos de internalização e depressão em escolares, em comparação 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 pontuação para ansiedade, 

neuroticismo e hostilidade (SUTIN; STEPHAN; TERRACCIANO, 2016). 
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 Além destes problemas, o Transtorno de Déficit de Atenção e Hiperatividade 

(TDAH) é descrito como associado à presença do aleitamento materno. Uma meta-

análise publicada em 2019 mostra que crianças com TDAH são submetidas a menor 

tempo de aleitamento materno (TSENG et al., 2019). Crianças 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 conclusão do estudo é que a 

ausência do aleitamento materno está relacionada ao TDAH (TSENG et al., 2019). 

Outro estudo publicado mais recentemente confirma que a duração do aleitamento 

materno é menor em crianças diagnosticadas com TDAH (SEPEHRMANESH et al., 

2020). Somando-se à estas evidências, na Austrália um estudo aponta ainda que o 

aleitamento materno tem influência positiva sobre o desenvolvimento motor (GRACE 

et al., 2017). Crianças e adolescentes nas idades 10, 14 e 17 apresentaram melhor 

desenvolvimento motor quando submetidas à aleitamento materno por tempo igual ou 

maior do que 6 meses (GRACE et al., 2017). 

 Apesar de alguns estudos que apresentam resultados controversos, há um 

consenso entre a comunidade científica sobre os benefícios do aleitamento materno 

sobre a saúde e robustas evidências suportando isto. Além disso, estudos 

experimentais com animais demonstram efeitos comportamentais semelhantes a 

estes observados em humanos, e vão ainda além, demonstrando possíveis 

mecanismos neurofisiológicos associados. 

2.3  A RELAÇÃO DO DESMAME PRECOCE COM O DESENVOLVIMENTO 

NEUROQUÍMICO E COMPORTAMENTAL AO LONGO DA VIDA – EVIDÊNCIAS 

EXPERIMENTAIS COM ROEDORES 

 Devido à importância do aleitamento materno, os efeitos da ausência deste 

estímulo sobre o desenvolvimento têm sido estudados em várias espécies. Além do 

fator nutricional, o aleitamento materno envolve outro importante fator para a 

modulação do desenvolvimento: o contato materno. O desmame precoce promove a 

ausência de ambos, aporte nutricional e contato materno, e por esta razão um dos 

modelos mais utilizados de desmame precoce em roedores consiste em separação 

de mães e filhotes em idade precoce, anterior à idade natural de desmame nos 

animais. Em estudos realizados utilizando este tipo de modelo, já é bastante 

consolidado o desenvolvimento de comportamentos semelhantes à ansiedade em 

ratos e camundongos de ambos os 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 observação das mudanças comportamentais, várias alterações 

neuroquímicas são observadas em associação com os comportamentos de 

ansiedade. Por exemplo, menor massa encefálica é observada em camundongos 

machos e fêmeas desmamados precocemente com oito e cinco semanas de vida, 

respectivamente (KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007b). No que diz respeito à 

mielinização encefálica, apenas em machos é observada alteração no geral, 

apresentando aumento robusto até a terceira semana de vida, com diminuição por 

volta da quinta semana. Na amigdala, é observada mielinização precoce também em 

machos, porém o córtex pré-frontal medial (mPFC) e o hipocampo não apresentam 

alterações de mielinização (KIKUSUI; KIYOKAWA; MORI, 2007b; KODAMA et al., 

2008; ONO et al., 2008).  A sinalização de glicocorticoides (GC) e do fator neurotrófico 

derivado do cérebro (BNDF) também foi descrita como alterada no córtex pré-frontal 

(PFC) de camundongos machos desmamados precocemente, sendo um dos 

possíveis mecanismos da ansiedade (KIKUSUI et al., 2019). Além disso, a expressão 

de BDNF no hipocampo é alterada em machos, e a neurogênese nesta região é 

alterada em ambos os sexos (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009). 

 O sistema de glicocorticoides também está bem associado com a gênese da 

ansiedade nestes animais. O desmame precoce em camundongos de ambos os sexos 

promove aumento nos níveis de corticosterona circulante durante 48h seguintes ao 

desmame, quando em animais controle os níveis permanecem altos apenas 2h após 

o desmame (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009). Em camundongos machos 

desmamados precocemente são observados níveis elevados de corticosterona basal 

com oito semanas de idade. Por outro lado, em animais de ambos os sexos 

submetidos ao desmame precoce, a exposição ao teste do labirinto elevado promove 

aumento dos níveis de corticosterona (KIKUSUI et al., 2006).  Comprovando a ação 

dos glicocorticoides na gênese da ansiedade em animais desmamados 

precocemente, a adrenalectomia nestes animais reverte o comportamento de 

ansiedade, assim como a infusão de antagonista de glicocorticoide no mPFC reduz 

os níveis de ansiedade (KIKUSUI et al., 2019). Interessantemente, o bloqueio da 

síntese excessiva de corticosterona nas primeiras 48h após o desmame também é 

capaz de reduzir os níveis de ansiedade apresentados pelos animais desmamados 
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precocemente (KIKUSUI et al., 2019).  As alterações neuroendócrinas são tantas que 

em ratos machos submetidos ao desmame precoce, quando expostos a um novo 

ambiente, respostas autônomas mais exacerbadas são observadas, como 

hipertermia, taquicardia, redução do descanso e aumento de comportamento de 

cheirar o ambiente (ITO et al., 2006). Desta forma fica claro o papel da desregulação 

neuroendócrina 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 exposição ao 

estresse em resposta à privação alimentar promove aumento de agressividade em 

camundongos machos submetidos ao desmame precoce, mas não a exposição à um 

intruso. Estes resultados são acompanhados pela redução da expressão gênica de 

receptores 5HT1B no hipocampo (NAKAMURA et al., 2003). Em outro teste de 

agressividade, camundongos machos foram submetidos a isolamento social durante 

um mês, 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 região posterior do tronco nos 

camundongos desmamados precocemente, sugerindo maior agressividade nestes 

animais (KIKUSUI; TAKEUCHI; MORI, 2004).  

Junto à agressividade, o comportamento chamado de play-fighting behavior, ou 

comportamento de brincar, que se relaciona com os padrões de interação social de 

roedores, é diminuído em ratos machos e fêmeas desmamados precocemente 

(SHIMOZURU et al., 2007). Outro estudo que demonstra as relações sociais em 

resposta ao desmame precoce apontou que, entre 70 e 80 dias de vida, camundongos 

desmamados precocemente apresentam clara preferência sexual por potenciais 

parceiros, quando essa preferência não é observadas em animais regularmente 

desmamados (TERRANOVA et al., 2000). Interessantemente, ainda no contexto das 

relações sociais, o desmame precoce parece afetar o que poderíamos chamar de 

comportamentos de empatia com os outros animais (KIKUSUI et al., 2016). Neste 

teste os animais foram submetidos à dor através de constrição abdominal causada 

por administração de ácido acético, e animais desmamados precocemente 

apresentam menores indicadores de dor quando alocados em pares, demonstrando 

que a presença de um companheiro diminui a sensação da dor (KIKUSUI et al., 2016). 

Por último e não menos importante, o desmame precoce altera o 

comportamento alimentar e a atividade de sistemas de neurotransmissão associados 
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a este comportamento em roedores. Em estudos mais antigos, já se demonstrava que 

o desmame precoce modifica o ritmo circadiano de alimentação e retarda o ponto de 

saciedade em ratos machos adultos (OLIVEIRA et al., 2011), além de aumentar a 

preferência por alimentos palatáveis (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2011). Estudos 

mais recentes buscaram investigar os mecanismos neurais por trás das modificações 

do comportamento alimentar, e encontraram forte associação com o sistema 

serotoninérgico. Estes estudos apontam que em ratos machos jovens, o desmame 

precoce promove alterações 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 diminuição da ingestão alimentar nas fases escura e clara, 

respectivamente (TAVARES et al., 2020b). A ação da fenfluramina, droga conhecida 

por seu efeito inibitório sobre a ingestão alimentar, também se apresentou diminuída 

nestes animais, acompanhado de aumento na expressão gênica do neuropeptídeo Y 

(NPY) e do transportador de serotonina (SERT) no hipotálamo, e de 5HT2C no tronco 

encefálico (TAVARES et al., 2020b). Em contrapartida, em fêmeas jovens, o desmame 

precoce provoca aumento da ingestão alimentar durante um período de 24h, 

modificações no padrão circadiano de alimentação, aumento de peso corporal e 

aumento e diminuição da expressão gênica de 5HT2C, 5HT1B e SERT no tronco 

encefálico e no hipotálamo, respectivamente (TAVARES et al., 2020a).  

A atividade de outros sistemas de neurotransmissão e de áreas relacionadas 

ao comportamento alimentar também parecem estar alteradas em animais 

submetidos ao desmame precoce. Por exemplo, níveis duas vezes mais elevados de 

dopamina extracelular são observados em ratos machos desmamados precocemente, 

mesmo em situação basal ou após exposição ao teste do campo aberto (TAKITA; 

KIKUSUI, 2020).  Camundongos machos desmamados precocemente também 

apresentam maior condicionamento à lugar em resposta à anfetamina (ADRIANI; 

LAVIOLA, 2002). Além disso, estes mesmos animais apresentam insensibilidade à 

aplicação aguda da droga, uma vez que não apresentam alteração de atividade 

locomotora como acontece em animais desmamados regularmente (ADRIANI; 

LAVIOLA, 2002). Adicionalmente, camundongos desmamados precocemente 

aparentemente são mais responsivos à agonista do receptor δ-opioide, apresentando 

maior atividade exploratória do ambiente em resposta à droga (TERRANOVA; 

LAVIOLA, 2001). O hipotálamo e hipocampo, importantes regiões para o controle dos 

comportamentos, nas quais diversos sistemas de neurotransmissão convergem, 
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apresentam modificações atividade na atividade antioxidante em ratos de ambos os 

sexos submetidos ao desmame precoce (RODRIGUES et al., 2020).  

Desta forma, fica evidente a forte influência que o desmame precoce exerce 

sobre o desenvolvimento neurocomportamental dos indivíduos. Estes resultados 

experimentais condizem com os achados em estudos clínicos e epidemiológicos, em 

que maior risco para déficits cognitivos, distúrbios emocionais e obesidade, por 

exemplo, são observados em indivíduos que não foram amamentados 

exclusivamente. Estes estudos experimentais reforçam a necessidade da 

compreensão destes mecanismos, pois nos dão ideia do que pode estar acontecendo 

no ser humano para que esteja mais suscetível a estes problemas em resposta à 

ausência do aleitamento materno. 

2.4 COMPORTAMENTO ALIMENTAR, SEROTONINA E DOPAMINA 

O complexo controle do comportamento alimentar é realizado por interação do 

sistema nervoso central (SNC) com componentes periféricos (SCHWARTZ; 

ZELTSER, 2013). Podem ser identificados didaticamente dois níveis de controle, um 

homeostático e outro hedônico (BERTHOUD; MÜNZBERG; MORRISON, 2017). O 

primeiro está relacionado ao controle da aquisição energética, o segundo a 

recompensa gerada por consumo de alimentos densamente energéticos 

(STOJAKOVIC et al., 2017). O hipotálamo é uma das estruturas do SNC mais bem 

conhecidas no controle homeostático, enquanto o núcleo accumbens (NAC), a área 

tegumentar ventral (VTA) e a amigdala no controle hedônico (SIMON et al., 2017). No 

hipotálamo, a maioria das sinalizações de órgãos da periferia são recebidas e 

integradas (SCHWARTZ; ZELTSER, 2013). Entre estas estão hormônios produzidos 

no trato gastrintestinal e tecido adiposo, bem como nutrientes presentes na corrente 

sanguínea. No trato gastrintestinal são liberados em resposta ao consumo alimentar, 

entre outros, o peptídeo YY (PYY), a colecistoquinina (CCK), o peptídeo 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 único hormônio periférico conhecido por sinalizar fome no SNC é a 

ghrelina, produzida no estômago (ZANCHI et al., 2017).  

O tecido adiposo produz a leptina e as adiponectinas, que apresentam ação 

anorexigênica 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 produção de leptina ou de seu 
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receptor, apresentam fenótipo de obesidade (MONTAGUE et al., 1997). Alguns 

nutrientes presentes na corrente sanguínea também exercem função de sinalizadores 

do balanço energético, como é o caso da glicose, que sinaliza saciedade no SNC 

(BARAHONA et al., 2017). A produção e disponibilidade dessas substâncias tem o 

objetivo de informar ao SNC sobre o estado energético do organismo, estimulando a 

liberação de sinalizadores anorexígenos no balanço positivo, e orexígenos no balanço 

negativo (ABDALLA, 2017). 

O hipotálamo é uma das principais regiões encefálicas responsáveis pela 

regulação da homeostase energética (ABDALLA, 2017). Seus diferentes núcleos 

contribuem de forma complementar para o controle do comportamento alimentar. O 

grande volume de achados científicos é sobre o núcleo arqueado (ARQ) (ZHANG; 

HERNANDEZ-SANCHEZ; HERZOG, 2019). Neste núcleo localizam-se populações 

neuronais orexígenas, que produzem o NPY e a proteína relacionada ao gene agouti 

(AgRP) e anorexígenas, que produzem a pró-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito 

relacionado a cocaína e anfetamina (CART) (BALDINI; PHELAN, 2019; VOIGT; FINK, 

2015). As sinalizações das substâncias periféricas no ARQ, quando orexígenas, 

estimulam as populações neuronais NPY e AgRP a produzirem e secretarem seus 

peptídeos e inibem os neurônios POMC e CART, porém, quando a sinalização é 

anorexígena, os neurônios POMC e CART são ativados para inibir a ingestão 

alimentar e os neurônios NPY e AgRP inibidos (ABDALLA, 2017; BALDINI; PHELAN, 

2019). Recentemente, foi descrito no núcleo arqueado, uma população neuronal 

produzindo tirosina hidroxilase e que estimula positivamente a homeostase energética 

(ZHANG; POL, 2016). Após a interpretação dos sinais, o ARQ projeta axônios para 

outros núcleos hipotalâmicos para que haja a efetivação da fome ou da saciedade 

(ABDALLA, 2017; BALDINI; PHELAN, 2019).  

No SNC, o controle do comportamento alimentar envolve diversas estruturas e 

substâncias. Os sistemas de neurotransmissão 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 é produzida nos 

núcleos da rafe do tronco encefálico a partir do aminoácido triptofano (SPENCER; 

DENERIS, 2017). Os neurônios serotoninérgicos emitem projeções axonais para todo 

o encéfalo (ISHIWATA; HASEGAWA; GREENWOOD, 2017). A liberação de 

serotonina por estas projeções é regulada pelo SERT e por autos receptores em 
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neurônios pré-sinápticos (VOIGT; FINK, 2015). O SERT transporta a serotonina de 

volta para o citoplasma do neurônio pré-sináptico, exercendo feedback negativo e 

inibindo sua liberação (SPENCER; DENERIS, 2017). Os receptores para serotonina 

são classificados em 7 famílias e distribuídos em 14 subtipos, cada um com ações 

específicas (PALACIOS, 2015). 

Quando liberada no ARQ, a serotonina estimula a saciedade. Neste núcleo, a 

serotonina se liga a receptores 5HT1B localizados nos neurônios NPY/AgRP, 

promovendo sua inibição, ou seja, inibe a fome. Por outro lado, quando se liga aos 

receptores 5HT2C nos neurônios POMC/CART, promove sua ativação e 

consequentemente estimula a saciedade (HEISLER et al., 2006; VOIGT; FINK, 2015). 

Devido à sua ação inibitória sobre a ingestão alimentar, o sistema serotoninérgico 

é alvo para tratamento farmacológico de distúrbios alimentares (GARFIELD; 

HEISLER, 2009). Dentre os fármacos serotoninérgicos utilizados para a inibição da 

ingestão alimentar estão os antidepressivos inibidores seletivos da receptação de 

serotonina (ISRS) (HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, 1998). Os ISRS agem 

impedindo a recaptação da serotonina liberada na fenda sináptica, através do bloqueio 

do SERT, fazendo com que os níveis de serotonina aumentem (FRIZZO, 2017). O 

aumento dos níveis extracelulares de serotonina promove potencialização de sua 

ação inibitória sobre o comportamento alimentar (BLUNDELL, 1986).  

Além da regulação homeostática do comportamento alimentar, que é regida pelo 

estado energético do indivíduo, outras áreas do SNC regulam a ingestão alimentar 

com base no valor de recompensa do alimento (HUME; JACHS; MENZIES, 2016). 

Este valor de recompensa é medido pela palatabilidade e conteúdo energético do 

alimento (HUME; JACHS; MENZIES, 2016). Os alimentos considerados palatáveis 

são aqueles com alta densidade energética, ricos em carboidratos simples, gorduras 

saturadas e sal (REYNAERT et al., 2015). A presença do alimento palatável tem a 

capacidade de estimular o apetite em indivíduos que já se encontram em estado de 

saciedade/saciação. O componente hedônico do comportamento alimentar pode se 

sobrepor à regulação homeostática e induzir consumo maior que o adequado 

(BERTHOUD; MÜNZBERG; MORRISON, 2017). Esse consumo excessivo está 

relacionado a gênese de doenças crônico-degenerativas, como a obesidade, 

diabetes, hipertensão, dislipidemias e outros (HUME; JACHS; MENZIES, 2016; YI-

HAO YU, 2017). O controle desse componente é regido por áreas 

mesocorticolímbicas, que envolvem o PFC, amigdala, VTA, NAc, e outros 
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(BERTHOUD, 2012). Os sistemas de neurotransmissão opioidérgico e dopaminérgico 

atuando nessas áreas estimulam a recompensa alimentar (BERTHOUD; 

MÜNZBERG; MORRISON, 2017). Em indivíduos obesos são observadas alterações 

nesses dois sistemas de neurotransmissão, o que está relacionado com o aumento 

do consumo alimentar e preferência por alimentos densamente calóricos (TUOMINEN 

et al., 2015). 

O sistema dopaminérgico inclui receptores, transportadores e enzimas envolvidas 

no metabolismo da dopamina. Os neurônios que sintetizam dopamina podem ser 

encontrados no tronco cerebral e podem ser divididos em três grupos. O primeiro 

grupo está na substância negra pars compacta (SNc) e envia projeções para o 

estriado dorsal (Caudato e Putamen). É chamado de sistema NigroStriatal. O segundo 

grupo está na VTA e envia projeções para o NAc, tubérculo olfatório, septo, amígdala 

e hipocampo. É denominado sistema mesocorticolímbico. O terceiro grupo também 

está no VTA, em sua porção medial, e envia projeções para o PFC, cingulado e 

perirrinal. É chamado de sistema mesocortical (GARDANEH, 2010). O principal 

desses sistemas relacionados à regulação do comportamento alimentar é o 

mesocorticolímbico. Os neurônios dopaminérgicos na VTA estão envolvidos no 

comportamento baseado na emoção, incluindo motivação e recompensa (PHILLIPS; 

VACCA; AHN, 2008). Nessas áreas, a dopamina atua por meio de seus receptores, 

que se dividem em duas famílias. O receptor do tipo D1 e o receptor do tipo D2 podem 

regular a geração de cAMP (monofosfato de adenosina cíclico) (MISHRA; SINGH; 

SHUKLA, 2018). A família de receptores do tipo D1 consiste em receptores D1 e D5, 

com uma densidade maior no estriado, NAc, substância negra pars reticulata (SNr) e 

bulbo olfatório (OB) (MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018). A família 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 pálido externo (GPe), NAc, 

amígdala, córtex cerebral, hipocampo e pituitária (MISHRA; SINGH; SHUKLA, 2018). 

Na regulação do comportamento alimentar, a dopamina atua decodificando 

propriedades palatáveis de alimentos ricos em gorduras e açúcares simples. Por 

causa disso, a dopamina desempenha um papel importante na regulação do sistema 

de recompensa (BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008). Este sistema de recompensa 

pode ignorar pistas fisiológicas com base no estado de energia e fazer com que a 

ingestão de alimentos seja baseada nas propriedades recompensadoras dos 

alimentos. A liberação de dopamina no NAc é responsável por codificar essas 



 34 

propriedades recompensadoras. O oposto também ocorre, ou seja, a ingestão de 

alimentos palatáveis aumenta a dopamina extracelular no NAc (BERRIDGE; 

KRINGELBACH, 2008; BERRIDGE; ROBINSON; ALDRIDGE, 2009). Além disso, a 

ativação de receptores dopaminérgicos e glutamatérgicos no NAc medeia o 

aprendizado da resposta apetitiva (BODNAR, 2018). Assim, a sinalização da 

dopamina modula as propriedades recompensadoras da alimentação que podem 

substituir os sinais homeostáticos. 

2.5 MICRORNAS NO CONTEXTO DA REGULAÇÃO DOS SISTEMAS 

SEROTONINÉRGICO E DOPAMINÉRGICO 

MicroRNAs são pequenos RNAs não codificantes com um comprimento médio 

de aproximadamente 22 (18-24) nucleotídeos (BARTEL, 2004). Eles regulam a 

expressão gênica pós-transcricional pela ligação à 3’UTR (região não traduzida) de 

mRNAs, alguns miRNAs também regulam a expressão de outro ou vários outros 

miRNAs (TRUSCOTT; ISLAM; FROLOV, 2016), e até mesmo eles próprios 

(ZISOULIS et al., 2012). Geralmente, miRNAs inibem especificamente a síntese de 

proteínas reprimindo a tradução ou induzindo a deadenilação e degradação do mRNA 

alvo (BARTEL, 2004), mas também foram relatados para ativar a tradução 

(HUNTZINGER; IZAURRALDE, 2011). Cada miRNA tem a capacidade de atingir 

centenas de transcritos diversos, e um único mensageiro pode ser modulado por 

vários miRNAs, isso representa um sistema altamente coordenado e regulação 

ajustada da expressão de proteínas (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 são regulados epigeneticamente através da ação de microRNAs. 

A maioria dos estudos disponíveis sobre o sistema serotonérgico descreve o 

papel dos miRNAs na atividade do transportador de serotonina (SERT), que tem 

importante papel na regulação da ingestão 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 presença deste miR promove redução na expressão da 

proteína SERT in vitro (BAUDRY et al., 2010). O tratamento com o ISRS fluoxetina 

(FLX) foi capaz de aumentar os níveis de miR-16 nos núcleos da rafe de 

camundongos, demonstrando uma relação entre o miR-16 e a resposta aos 

antidepressivos (BAUDRY et al., 2010). Em estudos com humanos com depressão e 

em um modelo animal de depressão com camundongos, a relação entre miR-16 e 
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SERT no processo fisiopatológico da depressão 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 diminuição dos níveis 

de proteína SERT (MOYA et al., 2013). Em relação à depressão, em um modelo com 

ratos foi demonstrado que a eletroaculpuntura melhora os padrões de comportamento 

de ratos deprimidos e promove uma diminuição da proteína SERT e de seu mRNA no 

hipocampo, acompanhada por uma diminuição dos níveis de miR-16 (ZHAO et al., 

2019). Avaliando também a atividade de antidepressivos, a administração de FLX de 

forma sistêmica e diretamente na rafe camundongos promove diminuição nos níveis 

de miR-16 no hipocampo, com consequente aumento nos níveis proteicos de SERT 

e linfoma de células B 2 (Bcl-2), demonstrando que a atividade neurogênica de 

antidepressivos no hipocampo é mediada pela relação 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 

fenótipo ansiolítico, um sítio de ligação para uma ribonucleoproteína K nuclear 

heterogênea (hnRNPK) é encontrado, onde a proteína se liga e antagoniza a ligação 

de miR-16 (YOON et al., 2013). Assim, o papel do miR-16 na regulação da expressão 

de SERT está bem estabelecido, inclusive no que diz respeito à resposta aos 

antidepressivos. 

No entanto, outros estudos também mostram outros miRs potenciais como 

moduladores da atividade SERT. Foi demonstrado que a família do miR-135 tem como 

alvo SERT e 5HT1A por meio do ensaio de luciferase in vitro, e que este miR-135 

promove uma redução na tradução dos transcritos SERT e 5HT1A em 30 - 50% 

(ISSLER et al., 2014). No mesmo estudo, camundongos transgênicos que 

superexpressam miR-135a na rafe apresentaram redução na expressão de SERT e 

em menor extensão de 5HT1A (ISSLER et al., 2014). Em contraste, em camundongos 

knockdown para miR-135 especificamente na rafe, foi observado que os animais são 

ansiosos e têm menos resposta aos antidepressivos e níveis aumentados de SERT 

na rafe. Também foi demonstrado que o tratamento com antidepressivos aumenta os 

níveis de miR-135a nos neurônios da rafe (ISSLER et al., 2014). Corroborando a 

atividade do miR-135 na regulação da SERT e fisiopatologia da depressão, foi 

observado em tecidos post-mortem de humanos deprimidos que os níveis de mir-135 

e miR-16 estão reduzidos na rafe dorsal e rafe magna (ISSLER et al., 2014). Além da 

família 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 e miR-872-5p por meio 

de análise de bioinformática (ZURAWEK et al., 2017). Ratos Wistar submetidos a 

estresse crônico apresentaram aumento desses miRs na VTA, mas diminuição no 

PFC. Este efeito foi maior em ratos mais resistentes ao estresse do que em animais 

anedônicos. Além disso, o SERT mostrou-se reduzido na VTA de animais resilientes, 

por meio da análise de ligação à paroxetina (ZURAWEK et al., 2017). 

Evidências fora do sistema nervoso central também apontam para a regulação 

do SERT por meio de miRNAs. Em células epiteliais da mucosa de pacientes com 

síndrome do intestino irritável com perfil de diarreia (IBS-D), foi observado um 

aumento no miR-24 e uma diminuição no mRNA de SERT (LIAO et al., 2016). O 

mesmo foi observado no modelo de IBS em camundongos. Além disso, a inibição do 

miR-24 em camundongos com IBS melhorou os sintomas e aumentou a expressão da 

proteína SERT (LIAO et al., 2016). Além dessas evidências no trato gastrintestinal 

(TGI), também foi demonstrado em estudo com tecido vascular que carótidas lesadas 

apresentam aumento de SERT e proliferação de tecido muscular liso, que é revertido 

pelo silenciamento de SERT (GU et al., 2017). Curiosamente, a presença de miR-195 

foi observada em vesículas extracelulares do meio de cultura de células endoteliais e 

que essas vesículas carregam o miR para as células musculares lisas promovendo 

uma diminuição na SERT e proliferação. Dessa forma, o miR-195 modula processos 

relacionados à reestenose por meio da ação no SERT (GU et al., 2017). De acordo 

com essas evidências, fica claro que a expressão e a atividade da SERT são 

mediadas pela ação do microRNAS. 

Além de SERT, os microRNAs modulam a atividade de outros componentes do 

sistema serotonérgico, como o receptor 5HT1B. Este receptor parece ser modulado 

pelo miR-96, mesmo de forma variável dependendo de diferentes polimorfismos em 

sua estrutura genética. Dependendo do polimorfismo, miR-96 pode silenciar ou não a 

tradução do gene do 5HT1B (JENSEN et al., 2009). Quanto ao receptor 5HT4, a 

interação com microRNAs foi demonstrada tanto no sistema nervoso central quanto 

no TGI. No hipocampo de ratos submetidos à privação materna, foi demonstrado um 

aumento no miR-let-7a, acompanhado por uma diminuição na expressão da proteína 

5HT4 (BAI et al., 2014). Além disso, através da análise de correlação, observou-se 

que a expressão de 5HT4 tem correlação positiva com a taxa de preferência pela 

sacarose, e que let-7a tem correlação 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 modulação 5HT4 (BAI et al., 2014). Fora do sistema nervoso central, com um 

estudo em células de adenocarcinoma de cólon, foi observado que miR-15b, miR-103 

e a mistura de miR-15b-16-497 diminuíram a expressão de 5HT4 (WOHLFARTH et 

al., 2017). Em biópsias do jejuno de pacientes com IBS-D, diminuição da expressão 

de miR-16 e miR-103 também foi observada, o que sugere que miRNAs estão 

envolvidos na fisiopatologia da IBS através da regulação de receptores 5HT4 

(WOHLFARTH et al., 2017) Ratos adultos submetidos a estresse na adolescência 

mostraram um aumento no miR-16 no hipocampo e uma diminuição no miR-135a no 

córtex pré-frontal associado a um aumento na expressão da proteína do 5HT1A. O 

tratamento com o ISRS paroxetina durante o período de estresse foi capaz de 

normalizar os níveis de miR-16, miR-135a e 5HT1A e até mesmo reverter as 

alterações comportamentais de ansiedade e memória observadas em animais 

submetidos ao estresse (LIU et al., 2017). Ainda sobre o receptor 5HT1A, outro estudo 

também demonstrou in vitro que o miR-26a-2 reprime sua expressão. Nesse mesmo 

estudo, também foi observado que camundongos knockdown para miR-26a-2 em 

neurônios 5HT apresentaram ansiedade e resistência à atividade antidepressiva, 

efeitos revertidos com o silenciamento do receptor 5HT1A (XIE et al., 2019). 

Em relação à atividade dos receptores 5HT2C, o nocaute triplo (TKO) da família 

miRNA-34 em camundongos causou uma diminuição nos níveis de 5HT2C no 

hipocampo e uma ausência de aumento do fluxo de saída de 5HT no hipocampo em 

resposta ao estresse (ANDOLINA et al., 2020). Os animais TKO para a família miR-

34 demonstraram maior resiliência à ansiedade em resposta ao estresse e maior 

facilidade para a extinção do medo, o que sugere que o miR-34 atua nos mecanismos 

de resposta ao estresse por meio da modulação dos receptores 5HT2C (ANDOLINA 

et al., 2016). Em um modelo de depressão por CUMS em ratos, foi observado que 

tanto a administração de miR-16 na rafe quanto o tratamento intragástrico de FLX 

diminuem os efeitos depressivos de CUMS (YANG et al., 2017). Além disso, CUMS 

promoveu um aumento de 5HT2A no hipocampo, que foi reduzido pela administração 

de miR-16 e FLX. Também foi observado que o miR-16, como a FLX, melhora a 

neurogênese e diminui a apoptose no hipocampo (YANG et al., 2017). O miR-29a é 

considerado regulador da expressão dos receptores 5HT7 no hipocampo in vivo e in 

vitro, causando uma diminuição em sua expressão. Nesse mesmo estudo, foi 

verificado que a morfogênese hipocampo mediada pelo receptor 5HT7 é mediada por 

miR-29a (VOLPICELLI et al., 2019). 
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Em estudos em humanos que investigaram os níveis séricos de microRNA em 

resposta ao tratamento com antidepressivos serotonérgicos, foi mais uma vez 

demonstrado que existe alguma interação entre os miRs e sua atividade. Por exemplo, 

foi observado que o tratamento com antidepressivos serotonérgicos causou um 

aumento nos níveis séricos de miR-16, miR-183 e miR-212 em pacientes com 

transtorno de depressão maior (MDD) (LIN et al., 2018). Além disso, os pacientes com 

MDD tratados com duloxetina (DLX) tiveram níveis 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 início do tratamento 

(KIM et al., 2019). A partir da análise desses dados, podemos afirmar que há uma fina 

regulação epigenética de componentes do sistema serotonérgico por meio da 

atividade de microRNAs. 

Entretanto, o sistema serotonérgico não é o único a apresentar essa regulação 

epigenética pós-transcricional por meio de microRNAs. As evidências também 

apontam que componentes do sistema dopaminérgico, como receptores e 

transportador, também são influenciados por alguns tipos de microRNAs. Na cultura 

de células neuronais HT-22 e na cultura primária cortical, a estimulação dos 

receptores DRD2 com agonista específico diminui a expressão de miR-143 de uma 

maneira dependente do tempo (WANG et al., 2019). Em um modelo de ratos com 

doença de Parkinson, observou-se que o antagonismo do miR-200a promove 

aumento dos níveis de DA no estriado, além de aumento no número de células tirosina 

hidroxilase (TH) positivas e na expressão 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 são os que parecem estar mais fortemente ligados à regulação 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 expressão do gene e proteína do DRD2 acompanhado de 

diminuição da expressão do miR-9. A privação materna por si só promoveu um 

aumento na expressão do gene de DRD2 acompanhado por uma diminuição no miR-

9 (ZHANG et al., 2015). Em ratos submetidos à autoadministração de oxicodona, 

observou-se que o aumento do miR-9 no NAc foi acompanhado por aumento do DRD2 

e diminuição do consumo de drogas (MAVRIKAKI et al., 2019). Também em ratos, em 

um modelo de exposição fetal ao álcool, foi demonstrado que miRs 9 e 326 

aumentados estão associados com DRD2 diminuído na hipófise (GANGISETTY et al., 
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2017). Outro estudo também observou a associação entre miR-9 e miR-326 e o 

receptor DRD2 (SHI et al., 2014). Foi descoberto que miR-326 e miR-9 têm como alvo 

o gene DRD2 e que aumentar a expressão de miR-326 diminui a expressão de DRD2. 

O antagonismo de ambos os miRs promove um aumento na expressão de DRD2. 

Uma correlação inversa também foi observada entre esses miRs e DRD2 na 

diferenciação de neurônios dopaminérgicos derivados de células-tronco pluripotentes 

induzidas (iPSCs) de humanos (SHI et al., 2014). 

Além do DRD2, são encontrados dados sobre a modulação do receptor DRD1 

por miRs. Em ratos submetidos à privação materna e CUMS, foi observado um 

aumento na expressão de miR-504, acompanhado de uma diminuição na expressão 

de DRD1 e DRD2 no NAc. Além disso, miR-504 mostrou uma correlação negativa 

com a expressão de DRD1 e preferência por sacarose (ZHANG et al., 2013b). Em 

outro estudo realizado com ratos e camundongos, foi demonstrado que a diminuição 

na expressão de miR-105 no PFC resulta em um aumento na expressão de DRD1 em 

terminais glutamatérgicos projetando-se do PFC para a amígdala basolateral (ZHAO 

et al., 2017). Em três diferentes linhas de células humanas, miRNA-15a, miRNA-15b 

e miRNA-16 innibem a expressão de DRD1, respectivamente (WU et al., 2020). Além 

disso, também foi observado que miR-142-3p reprime a expressão de DRD1 e tem 

uma correlação negativa com a expressão de DRD1 no cérebro de camundongos em 

desenvolvimento (TOBÓN; CHANG; KUZHIKANDATHIL, 2012) e que em 

camundongos submetidos a um protocolo de dependência de cocaína miR-142-3p e 

382 correlacionaram-se negativamente com a expressão do DRD1 no caudado 

putamen (TOBÓN et al., 2015). 

O receptor DRD3 e o transportador dopaminérgico (DAT) também são 

regulados pós-transcricionalmente por microRNAs. A superexpressão de miR-let-7d 

em camundongos foi negativamente correlacionada com a expressão do receptor 

dopaminérgico DRD3 no hipocampo de camundongos. Esses resultados foram 

acompanhados por efeitos antidepressivos e ansiolíticos em testes comportamentais 

(BAHI; DREYER, 2018). Em cultura de células de neurônios dopaminérgicos, 

observou-se que os miRs 137 e 491 promovem uma redução na expressão de DAT 

(JIA et al., 2016). Além disso, o papel dos microRNAs no funcionamento dos neurônios 

dopaminérgicos de uma forma geral foi observado. Para tanto, foi investigada a 

regulação autônoma do metabolismo de miRs pela Dicer, RNAse de processamento 

de miRs, sobre o funcionamento de neurônios DA em camundongos adultos. A 
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redução de Dicer nos neurônios DA no mesencéfalo ventral demonstrou mudanças 

no perfil miRs e alterou a capacidade de sobrevivência dos neurônios dopaminérgicos 

(CHMIELARZ et al., 2017). 

Em resumo, de acordo com as evidências encontradas na literatura, podemos 

observar que os sistemas serotonérgico e dopaminérgico sofrem regulação de sua 

atividade por meio da modulação pós-transcricional por microNRAs. Ambos os 

sistemas participam dos processos fisiológicos e patológicos do comportamento 

alimentar, o que nos leva a crer que os microRNAs podem estar por trás de diversas 

mudanças no comportamento alimentar, conforme observado em diversos transtornos 

como a obesidade. Vários estudos apontam que a gênese desses transtornos está 

amplamente associada a experiências de estresse no início da vida. O estresse 

neonatal já é bem descrito como um modulador dos sistemas serotonérgico e 

dopaminérgico associado aos transtornos do comportamento alimentar, bem como 

um modulador da expressão e atividade de miRNAs (TAVARES; TORRES; DE 

SOUZA, 2020). Além disso, sabemos que os microRNAs participam dos processos 

patológicos de diversos transtornos psiquiátricos. Assim, estabelecemos aqui uma 

relação entre o estresse neonatal e a modulação dos sistemas serotonérgico e 

dopaminérgico, por meio da regulação pós-transcricional por miRs, como um possível 

mecanismo fisiopatológico por trás dos transtornos do comportamento alimentar. 

Estudos futuros são necessários para investigar essa relação e fornecer mais 

subsídios para a comunidade científica na busca pela compreensão e tratamento das 

patologias do comportamento alimentar. 

2.6 SUPLEMENTAÇÃO ORAL DE MICRORNAS COMO POSSÍVEL ESTRATÉGIA 

DE INTERVENÇÃO EPIGENÉTICA NO CONTEXTO DO ESTRESSE 

PERINATAL 

Devido ao crescente número de evidências demonstrado que as redes neurais 

e o neurodesenvolvimento dos organismos são sujeitos à modulação por fatores 

ambientais durante o desenvolvimento, e que isto está ligado à gênese de várias 

patologias, a academia tem levantado esforços na busca de intervenções preventivas 

e terapêuticas. A utilização de nanovesículas para a administração de intervenções 

preventivas e terapêuticas surge neste contexto, principalmente pela capacidade de 

transporte de moduladores até mesmo em nível epigenético. 

Exossomos pertencem à classe das vesículas extracelulares (VEC), as quais 

são ligadas à membrana celular e liberadas para o espaço extracelular. É bem sabido 
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que estas vesículas são formadas através do brotamento das membranas celulares 

em endossomos, levando à formação de vesículas intraluminares, e em seguida à 

formação de complexos multivesiculares. Estes complexos ligam-se, por sua vez, à 

membrana celular, promovendo a liberação de vesículas no meio extracelular 

(KOWAL; TKACH; THÉRY, 2014). Por outro lado, as microvesículas, que são outra 

classe de vesículas extracelulares, são formadas por brotamento direto da membrana 

celular. Normalmente, os exossomos têm 30-100nm de diâmetro, assemelhando-se 

ao tamanho das vesículas intraluminais, enquanto as microvesículas são 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 substâncias inúteis, “lixo celular”, até vários estudos demonstrarem que na 

verdade são meios de comunicação intracelular. Os Exossomos são utilizados como 

mediadores intracelulares através do transporte de proteínas, lipídeos, ácidos 

nucléicos ou até mesmo outras substâncias, sejam posicionados na bicamada lipídica 

ou mesmo dentro do exossomo (LI et al., 2018). 

Devido à esta importante função, a utilização terapêutica destas vesículas 

extracelulares tem sido amplamente estudada. A função terapêutica das vesículas 

extracelulares pode se dar de três formas: endógena, através de vesículas 

naturalmente produzidas pelas células; através de vesículas produzidas 

endogenamente por células modificadas; ou através de vesículas exógenas contento 

substâncias exógenas (KOWAL; TKACH; THÉRY, 2014). Recentemente, Beuzelin et 

al. (2019) descreveram uma metodologia de elaboração de vesículas sintéticas, 

formadas por aminoglicosídeos, 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 vesículas foi realizado através de suplementação oral de uma alta dose, e 

neste contexto o DOST se mostrou o aminoglicosídeo mais efetivo para esta função 

(BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019).  

Naturalmente, as vesículas extracelulares carregam uma grande quantidade de 

microRNAs, os quais modulam as atividades das células alvos em diversos contextos, 

como câncer, doenças cardíacas e metabólicas (BEUZELIN; KAEFFER, 2018; LI et 

al., 2018)b. Por esta razão, torna-se bastante relevante a investigação da utilização 

de microRNAs embebidos em vesículas extracelulares como estratégia de 

intervenção preventiva/terapêutica. Em um artigo de revisão, Li et al. (2018) 
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descreveram vários microRNAs sendo utilizados embebidos em vesículas 

extracelulares no contexto do tratamento do câncer, seja por suplementação oral, 

injeção in situ, injeção intravenosa, injeção intraperitoneal ou até mesmo inalação (LI 

et al., 2018). Porém, dentre estes meios de administração, a forma oral aparentemente 

seria um melhor método por ser menos invasivo e mais prático para o uso clínico (LI 

et al., 2018). Beuzelin et al. (2019) demonstram por exemplo que a suplementação 

oral com o miR-320-3p em ratos é eficiente, absorvida pelo trato gastrintestinal e 

impacta vários aspectos do metabolismo (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019). 

Especificamente, a suplementação oral do miR-320-3p através de nano vesículas 

impacta a interferência de RNA (RNAi) e complexos de cromatina nuclear, 

dependendo inclusive do ritmo circadiano (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019).  

Em artigo de revisão de literatura, Beuzelin & Kaeffer (2018) apontam o miR-

320-3p como um forte candidato na utilização terapêutica/preventiva visando prevenir 

o surgimento de distúrbios metabólicos. Além disso, os autores sugerem que devido 

às funções deste microRNAs, como por exemplo o silenciamento da subunidade 

RPC4 da RNA polimerase III (polr3d), este pode inclusive agir como um 

“reprogramador” do desenvolvimento, no contexto de experiências ambientais 

negativas, como privações nutricionais (BEUZELIN; KAEFFER, 2018). 
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3 HIPÓTESES 

3.1 O desmame precoce promove hiperfagia e aumento de ingestão de alimento 

palatável em ratos adultos, além de modular a expressão gênica de componentes 

de sistemas de neurotransmissão relacionados com o controle central do 

comportamento alimentar no hipotálamo e tronco encefálico. 

3.2 O aumento ou diminuição da expressão de genes dos sistemas serotonérgico e 

dopaminérgico em resposta ao desmame precoce estão associados com 

diminuição ou aumento, respectivamente, da expressão de microRNAs que os 

regulam. 

3.3 A suplementação oral de mir-320-3p e miR-375-3p durante o período neonatal é 

uma estratégia nutricional visando a prevenção das modificações moleculares 

promovidas pelo desmame precoce. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 GERAL 

Avaliar os efeitos do desmame precoce e da suplementação oral pós-natal com os 

microRNAs 320 e 375 sobre parâmetros comportamentais, neurobiológicos e 

epigenéticos, do comportamento alimentar. 

4.2 ESPECÍFICOS 

Estudar em ratos de ambos os sexos: 

o Massa corporal e ingestão de alimento padrão e palatável em resposta ao 

desmame precoce; 

o Expressão gênica de componentes centrais do controle do comportamento 

alimentar no hipotálamo, hipocampo e tronco encefálico em resposta ao 

desmame precoce; 

o Relação entre a expressão de microRNAs e a expressão de mRNAs de 

componentes centrais do comportamento alimentar em resposta ao desmame 

precoce. 

o Efeitos da suplementação oral neonatal com miR-320-3p e miR-375-3p sobre 

a expressão de miRNAs e mRNAs relacionados ao controle do comportamento 

alimentar. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 EXPERIMENTO I – ESTUDO DOS EFEITOS DO DESMAME PRECOCE SOBRE 

O COMPORTAMENTO ALIMENTAR, SISTEMAS SEROTONINÉRGICO E 

DOPAMINÉRGICO DE RATOS ADULTOS 

5.1.1 Animais  

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados de acordo com a 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFPE de acordo com os preceitos 

da lei editados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA), segundo o processo 0020/2018 (apêndice 1). Foram utilizadas oito ratas 

albinas (200-250g de peso corporal) da linhagem Wistar provenientes do Biotério de 

Criação do Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE). As ratas foram acasaladas na proporção de duas fêmeas para um macho. A 

prenhez foi diagnosticada pela presença de espermatozoide no esfregaço vaginal e 

confirmada pelo ganho de peso corporal. A partir do diagnóstico, as ratas prenhas 

foram transferidas para gaiolas individuais, e durante a gestação e lactação 

receberam dietas padrão de biotério (Presence ®) (Ver composição nutricional na 

tabela 1). Após o nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem para a formação 

das ninhadas com 8 filhotes por mãe, 4 machos e 4 fêmeas. Para a composição dos 

grupos experimentais, no máximo 3 filhotes de cada sexo de cada ninhada foram 

utilizados. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em condições 

padrão de biotério (temperatura de 22 ± 10C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 

horas, luz acesa às 18 horas), recebendo ração (Presence ®) (Ver composição 

nutricional na tabela 1) e água ad libitum.  

Tabela 1 – Composição nutricional da dieta utilizada no estudo I (Presence ®). 

Macronutrientes 
Carboidratos 44g/100g* 

Proteínas 23g/100g 
Gorduras 4,5g/100g 

Umidade 
Umidade 13% 

Fibra dietética 
Fibra bruta 5g/100g 

Micronutrientes 
Matéria mineral 10g/100g 

Vitamina A 2.550,00UI/100g 
Vitamina D3 400UI/100g 
Vitamina E 8,2UI/100g 
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Vitamina K3 0,64mg/100g 
Vitamina B1 1,1mg/100g 
Vitamina B2 1,2mg/100g 

Niacina 21,9mg/100g 
Ácido pantotênico 9mg/100g 

Vitamina B6 1,1mg/100g 
Ácido fólico 1,3mg/100g 

Biotina 0,01mg/100g 
Vitamina B12 4mg/100g 

Colina 280mg/100g 
Lisina 1,25g/100g 

Metionina 350mg/100g 
*Valor estimado por diferença 

Fonte: Presence® Nutrição animal 

 
5.1.2 Desmame precoce 

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado dia zero. No primeiro dia pós-

natal, foram mantidos 4 filhotes machos e 4 fêmeas em cada ninhada. Para obtenção 

dos grupos experimentais, os filhotes de diferentes ninhadas foram desmamados em 

períodos distintos. O desmame precoce através da separação materna em ratos é 

considerado quando há interrupção do aleitamento por volta do 15º dia de idade, e o 

natural, como ocorre na natureza, aos 30 dias de vida (KIKUSUI; MORI, 2009; 

NOVÁKOVÁ et al., 1962). Sendo assim, o desmame precoce ocorreu no 15º dia pós-

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 ração triturada no assoalho e também pellets de ração no próprio dispenser 

da gaiola, uma vez que aos 14-15 dias de vida os animais já 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 30º dia pós-natal. No período do 15º ao 30º dia pós-natal os animais 

desmamados naturalmente tiveram acesso ao leite e cuidado materno e também 

pellets de ração no dispenser da gaiola. A partir do 30º dia pós-natal, ambos animais 

desmamados precoce e naturalmente tiveram acesso a ração 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 metodológico do desmame precoce adotado neste estudo. 

 
Fonte: Tavares (2018, p. 27) 

 
5.1.3 Grupos experimentais  

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

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

• Grupo Controle, macho (CM) ou fêmea (CF) - desmamado no período natural 

para a espécie, 30° dia pós-natal;  

• Grupo desmamado precocemente, macho (DM) ou fêmea (DF) – animais 

desmamados no 15° dia pós-natal.  

5.1.4 Ingestão alimentar de alimento padrão em resposta à privação alimentar 

Ratos de ambos os sexos com idade entre 250 e 300 dias, dos diferentes 

grupos experimentais, foram submetidos à analises de consumo alimentar de alimento 

padrão em resposta a privação 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 privação alimentar de 4 horas, a partir das 12h (n = 6-8 

animais por grupo). Findas as 4h do período de privação, às 16h, foi ofertada uma 

quantidade conhecida de ração, e após uma hora (17h) foi aferido o peso de ração 

restante no dispenser da gaiola. O consumo alimentar foi mensurado pela diferença 

entre a quantidade de ração ofertada e a quantidade restante ao final de uma hora. 

Estes horários foram escolhidos uma vez que os maiores picos de alimentação em 

24h no rato é observado no início e no final da fase escura, desta forma o fim da fase 

escura é um horário em que o animal já sente fome naturalmente (PATTON; 

MISTLBERGER, 2013).  
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5.1.5 Ingestão alimentar de 24h e por fases do ciclo circadiano 

Entre 250 e 300 dias de vida os animais foram submetidos a teste de ingestão 

alimentar ao longo do ciclo circadiano (n = 7 – 9 por grupo). A quantidade de ração 

ofertada aos animais foi pesada às 06h, 18h e 06h do dia seguinte. A diferença de 

ingestão entre 06h e 06h do dia seguinte foi considerada a ingestão de 24h. A 

diferença entre às 06h e 18h, e entre 18h e 06h caracterizaram os consumos na fase 

escura e clara, respectivamente.  

5.1.6 Ingestão alimentar de alimento palatável 

Entre 250 e 300 dias de vida os animais de ambos os grupos (apenas machos) 

foram submetidos a avaliação do consumo de alimento palatável (Cookies de 

chocolate), durante três dias consecutivos, por uma hora (n = 8 por grupo).  O 

consumo correu sempre no mesmo horário, estabelecido entre 13h e 14h, horário em 

que não há pico de alimentação, demonstrando o consumo alimentar sem ser em 

estado de fome (PATTON; MISTLBERGER, 2013). Durante esta faixa de horário, a 

ração padrão foi removida do dispenser da gaiola e os cookies foram adicionados. Os 

dois primeiros dias de teste foram considerados a adaptação do animal a um novo 

alimento, e o consumo do terceiro dia foi considerado.  O consumo alimentar foi 

mensurado pela diferença entre a quantidade de ração ofertada e a quantidade 

restante ao final de uma hora. 

5.1.7 Avaliação 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 avaliação da massa corporal foi 

utilizada balança digital (Marte Ad1000, com capacidade máxima de 1010g e divisão 

mínima de 0,01g). 

5.1.8 Avaliação de parâmetros metabólicos 

Entre os dias 250 e 300 de vida, os animais foram eutanasiados por 

decapitação e foram coletados o sangue do tronco, fígado e gordura abdominal (n = 

6 – 11 por grupo). O peso do fígado e da gordura abdominal foram mensurados e o 

sangue do tronco foi centrifugado durante 5 minutos a 903 x g para a obtenção do 

plasma sanguíneo, o qual foi utilizado para analisar os níveis séricos de glicose, 

colesterol total e triglicerídeos. Para as análises bioquímicas foi utilizado um 
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analisador automático (PIOWAY – modelo PW2280) e kits comerciais de diagnóstico 

(Biotecnic®) para glicose, triglicerídeos e colesterol total. 

5.1.9 PCR em tempo real 

Para associar os resultados aos testes de ingestão alimentar, os animais foram 

eutanasiados entre 250 e 300 dias de idade (foram coletados hipotálamo e tronco 

encefálico) (n = 3 – 6 por grupo). Para isto, os animais foram eutanasiados por 

decapitação dentro da faixa de horário de 16h às 17h e as estruturas foram 

seccionadas e armazenados a -20ºC. O RNA total das amostras foi obtido pelo método 

de extração com isotiocionato de guanidina usando o reagente TRIzol. Inicialmente 

os tecidos foram lisados utilizando o TRIsol. Depois de 5min de incubação, à 

temperatura ambiente, foi acrescentado clorofórmio 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 então lavado com etanol a 

75% e centrifugado a 7000RPM por 5min. O sedimento de RNA (pellet) foi então 

ressuspenso em água livre de RNAse e armazenado. A quantificação de RNA foi 

realizada em duplicata diluindo as amostras em proporção de 1:50 em água livre de 

RNAse. A absorbância da amostra foi determinada por espectrofotometria nos 

comprimentos de onda 260nm (correspondente ao pico de absorção de RNA) e 

280nm (correspondente ao pico de absorção de proteínas). Para a análise de pureza 

do RNA, o valor da absorbância obtido a 260nm foi dividido pelo obtido a 280nm e as 

amostras que apresentaram razão 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, 

número de referência A6020 (Promega, USA), seguindo as recomendações do 

fabricante. Brevemente, foram utilizadas concentrações de 700ng de RNA, 10μmol de 

primer e duas unidades de Taq polimerase, com volume final de reação de 15μl. Os 

primers utilizados para este estudo estão descritos na tabela 1. As análises foram 

performadas em um termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, USA) 
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Tabela 2 – Sequências dos primers utilizados para as análises de expressão gênica de 5ht1b, 5ht2c, 

Sert, Drd1, Drd2, Npy, Pomc e gene de referência β2M. 

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 

β2M   TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG NM_012512.2 

*Número de referência no PUBMED. 

Fonte: Tavares (2021) 

 
5.1.10 Análises estatísticas 

Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado para a análise 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 análises do consumo alimentar por fases do ciclo circadiano, three-way 

ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado, tendo como fatores o desmame precoce, 

o 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 padrão. Para a 

realização das análises foi utilizado o software GraphPad Prism v.8. 

 

5.2 EXPERIMENTO II – EFEITOS MOLECULARES DO DESMAME PRECOCE E 

SUPLEMENTAÇÃO ORAL COM MIR-320-3P E MIR-375-3P SOBRE O 

CÉREBRO DE RATOS 

5.2.1 Animais 

Para esta parte dos procedimentos experimentais, ratos Sprague-dawley foram 

utilizados. Estes ratos foram geneticamente modificados com a inserção do promotor 

do gene da proteína verde fluorescente (GFP) na região promotora do gene da 

colecistoquinina (CCK). A escolha da região de inserção do gene GFP foi baseada no 

fato de que o miR-375-3p, utilizado para suplementação destes animais, como 

mencionado posteriormente, participa na diferenciação de células neuroendócrinas 

(ABRAHAM et al., 2016; PANARELLI et al., 2019; YAN et al., 2017), além de que as 
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populações de neurônios produtores de CCK participam da regulação da ingestão 

alimentar, produzindo saciedade (ROMAN; SLOAT; PALMITER, 2017). Para a 

realização do procedimento da transgenia, foi utilizada a metodologia descrita por 

Tesson et al. (2011), que consiste na inserção de um vetor contendo a sequência do 

gene desejado construído para se ligar especificamente na região alvo, podendo ser 

utilizado para a inserção ou silenciamento de genes (TESSON et al., 2011). No caso 

deste estudo, nucleases efetoras semelhantes a ativador de transcrição altamente 

ativo foram utilizadas para promover a inserção do gene GFP onde é expresso 

naturalmente o gene da CCK, processo que está descrito na figura 2. A injeção do 

vetor foi realiza na fase embrionária unicelular. Após obtenção dos animais 

comprovadamente transgênicos, seis ratas homozigotas para o transgene foram 

acasaladas com machos também homozigotos para o transgene. As ratas foram 

acasaladas na proporção de duas fêmeas para um macho. A prenhez foi 

diagnosticada pela presença de espermatozoide no esfregaço vaginal e confirmada 

pelo ganho de peso corporal. A partir do diagnóstico, as ratas prenhas foram 

transferidas para gaiolas individuais, e durante a gestação e lactação receberam dieta 

padrão de biotério. Após o nascimento dos filhotes foi realizada a sexagem para a 

formação das ninhadas com 8 filhotes por mãe, 4 machos e 4 fêmeas. Durante todo 

o experimento, os animais foram mantidos em condições padrão de biotério 

(temperatura de 22 ± 10C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12 horas, luz acesa às 

16:30h, luzes apagadas às 04:30h), recebendo ração padrão de biotério (SAFE® A03 

durante gestação e lactação e SAFE® A04 para manutenção (ver composições 

nutricionais nas tabelas 3 e 4) e água ad libitum. Todos os experimentos foram 

aprovados pelo comitê de ética da região Pays de La Loire, França, sob protocolo 

APAFIS 21917.  
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Figura 2 – Ilustração demonstrando o modelo de inserção do gene GFP na região promotora do gene 

CCK para criação do rato transgênico.  

 

Fonte: Tesson, Plataforma de Ratos transgênicos e de imunofenômica de Nantes. 

 
Tabela 3 – Composição nutricional da dieta utilizada durante a gestação e lactação no estudo II - 

SAFE® A03. 

Macronutrientes 
Carboidratos 48,8g/100g* 

Proteínas 21,4g/100g 
Gorduras 5,1g/100g 

Umidade e cinzas 
Umidade  12,1% 
Cinzas 5,4% 

Fibra dietética 
Fibra bruta 4g/100g 

Micronutrientes 
Matéria mineral 3,2g/100g 

Vitamina A 1.400,00UI/100g 
Vitamina D3 200UI/100g 
Vitamina E 5UI/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 diferença 
Fonte: SAFE® Premium scientific diets 

 
Tabela 4 – Composição nutricional da dieta de manutenção utilizada no estudo II - SAFE® A04. 

Macronutrientes 
Carboidratos 57,7g/100g* 

Proteínas 16,1g/100g 
Gorduras 3,1g/100g 

Umidade e cinzas 
Umidade  11,9% 
Cinzas 4,6% 

Fibra dietética 
Fibra bruta 3,9g/100g 

Micronutrientes 
Matéria mineral 2,7g/100g 

Vitamina A 750UI/100g 
Vitamina D3 100UI/100g 
Vitamina E 3UI/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 diferença 
Fonte: SAFE® Premium scientific diets 

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

No dia pós-natal 12, três ninhadas foram designadas aleatoriamente a compor 

os grupos de animais submetidos à suplementação oral com miR-320-3p e miR-375-

3p. Para isto, os filhotes foram separados das mães durante período de 1h, com o 

objetivo de promover o esvaziamento gástrico. A separação ocorreu na fase escura, 

às 06:00h. Uma hora após a separação (07:00h), os animais foram submetidos à 

suplementação de solução contendo os miR-320-3p ou miR-375-3p embebidos em 

lipoaminoglicosídeo que serve como veículo, biomimetizando vesículas 



 54 

extracelulares, o Dioleyl-Succinil Paromomicina (DOSP). A suplementação foi 

realizada através de gavagem, com volume de 300µL, contendo 0,5nM de 

microRNAs, o que corresponde a 9 x 1010 moléculas. Durante período de 15 minutos 

após a suplementação (07:00h – 07:15h) os animais permaneceram separados das 

mães, quando finalmente foram devolvidos. Para ter controle sobre o estresse da 

separação, todas as outras ninhadas que não foram submetidas à suplementação 

foram submetidas ao mesmo tempo de separação no dia 12 de idade. 

Os procedimentos para a realização do desmame precoce foram realizados 

como descrito no tópico 5.1.2. Brevemente, os animais foram desmamados em idade 

regular (D30) ou precoce (D15). No caso dos ratos sprague-dawley, a alimentação 

dos grupos desmamados precocemente entre os dias 15 e 30 foi realizada através da 

elaboração de uma solução pastosa de ração triturada e água disposta em recipiente 

no assoalho da gaiola, além da ração sólida 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 distribuídas de forma aleatória, de acordo com 

a suplementação, idade do desmame e sexo, como disposto a seguir: 

o Controle macho (CM) (n=4) e fêmea (CF) (n=4); desmame regular sem 

suplementação. 

o Controle macho (CM320) (n=4) e fêmea (CF320) (n=4) com 

suplementação de miRT-320-3p; desmame regular com suplementação 

de miR-320-3p. 

o Controle macho (CM375) (n=4) e fêmea (CF375) (n=4) com 

suplementação de miRT-375-3p; desmame regular com suplementação 

de miR-375-3p. 

o Desmame precoce macho (DM) (n=8) e fêmea (DF) (n=8); desmame 

precoce sem suplementação. 

o Desmame precoce macho (DM320) (n=4) e fêmea (DF320) (n=4) com 

suplementação de miR-320-3p; desmame precoce com suplementação 

de miR-320-3p. 
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5.2.4 Obtenção e preparação dos tecidos 

Os animais foram eutanasiados na idade 45 através de decapitação, entre 

10:00h e 11:00h, durante a fase escura. O crânio foi imediatamente removido e o 

cérebro exposto, quando foram obtidas as amostras do hipotálamo, hipocampo e 

tronco encefálico dos animais. Os tecidos foram imediatamente armazenados em 

temperatura de -80oC e em seguida foram processados para as análises de expressão 

gênica. 

A extração 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 descongelação do tecido. Após descongelados, os tecidos foram 

homogeneizados com a ajuda de um homogeneizador de amostras automático 

(PRECELLYS® Evolution), com dois processamentos de 30s a 6500rpm com intervalo 

de 10s de pausa entre eles. Após 5min em temperatura ambiente, 200mL de 

clorofórmio foram adicionados à solução, a qual foi em seguida homogeneizada com 

ajuda de um vórtex e centrifugada a 1200rpm e 4oC durante 15min. A partir da 

centrifugação, três fases foram obtidas na solução, e a fase superior, translúcida, a 

qual contém o RNA total foi cuidadosamente coletada e transferida para outro tubo. A 

solução de RNA coletada foi homogeneizada com 500mL de isopropanol, sendo 

incubada em seguida durante 10min em temperatura ambiente. Após a incubação, a 

solução foi novamente centrifugada a 1200rpm e 4oC durante 15min. Com esta última 

centrifugação foram obtidos os pellets de RNA no fundo dos tubos, os quais foram 

lavados em 1mL de álcool 70% e novamente centrifugados a 7500rpm e 4oC durante 

5min. Uma segunda lavagem dos pellets foi realizada em seguida com 500mL de 

álcool 70% e novamente centrifugado como da última vez. Após esta última lavagem 

em álcool, o álcool foi removido do tubo e o pellet foi ressuspenso em água livre de 

RNAse. A quantificação de RNA foi realizada em duplicata diluindo as amostras em 

proporção de 1:50 em água livre de RNAse.  

A absorbância das amostras foi determinada por espectrofotometria nos 

comprimentos de onda 260nm (correspondente ao pico de absorção de RNA) e 

280nm (correspondente ao pico de absorção de proteínas). Para a análise de pureza 

do RNA, o valor da absorbância obtido a 260nm foi dividido pelo obtido a 280nm e as 

amostras que apresentaram razão 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 à 

reação de transcriptase reversa para a construção do cDNA. Para isto foi utilizado o 

kit de síntese de cDNA para miRNA e mRNA TaqMan® (Ref. A28007). O processo de 

construção do cDNA foi realizado de acordo com as recomendações do fabricante. 

Brevemente, o kit consiste de quatro reações. A primeira reação é a da enzima 

Poly(A), na qual uma solução contendo tampão, adenosina trifosfato (ATP), enzima 

Poly (A) e água livre de RNAse foi preparada. Um volume final de 5mL, composto de 

3mL de solução poly(A) e 2mL de solução de RNA é utilizado para a reação. Após a 

reação da poly(A), a segunda etapa é a reação de ligação. Nesta foi preparada uma 

solução contendo tampão, PEG-8000, adaptador de ligação, RNA ligase e água livre 

de RNAse. 10mL desta solução foram adicionados à solução prévia, resultando em 

volume final de 15mL. A terceira reação é a de transcrição reversa, na qual foi 

preparada solução contendo tampão, mix de desoxirribonucleotídeos fosfatados 

(dNTP), primer universal, mix de enzimas e água livre de RNAse. 15mL desta solução 

foram adicionados aos 15mL provenientes da reação de ligação, resultando em 

volume final de 30mL. Ao final desta etapa, obtemos o cDNA para análises de 

expressão de mRNA. Na próxima e última etapa foi realizada a reação dos 

microRNAs. Neste caso, foram utilizados master mix miR-Amp, primer mix miR-Amp 

e água livre de RNAse. 45mL desta solução foram misturados com 5mL da solução 

da reação de transcrição 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 poços. Para os mRNAs, utilizamos o sistema SYBR® Green 

com solução de reação contendo 1µL de água livre de RNAse, 6 µL de SYBR® Green, 

2 µL de primer forward e 2 µL de primer reverse. Desta solução, 9 µL são utilizados e 

adicionados de 1 µL de cDNA, formando 10 µL de volume final de reação. Para as 

análises de microRNAs, foi utilizado o sistema TaqMan®. Para a realização da 

solução de reação foram utilizados 4,5 µL de água livre de RNAse, 5,75 µL de master 

mix TaqMan e 0,5 µL de primer TaqMan. Deste volume de reação, 9 µL foram 

utilizados e adicionados de 1 µL do cDNA. 

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

resultados foram analisados em forma de expressão relativa (log10 de ∆CT) aos 3 
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genes de referência para os mRNAs e microRNAs. Todos os genes foram avaliados 

nas três regiões, exceto pelo SERT, que foi avaliado apenas no tronco encefálico. 

 

Tabela 5 – Primers utilizados para análises de expressão de mRNA com sistema SYBR®, incluindo 

os 3 genes de referência β2M, GAPDH e β-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 

β2M   TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG 

Gapdh CGGCAAGTTCAACGGCACAG TCCACGACATACTCAGCACCA 

βactina CTATCGGCAATGAGCGGTTCC GCACTGTGTTGGCATAGAGGTC 

Fonte: Tavares (2021) 

 

Tabela 6 – Primers utilizados para análises de expressão de mRNA e miRNA com sistema TaqMan®, 

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

Primer Referência TaqMan® 

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 Análises estatísticas 

Para as análises estatísticas dos resultados, o teste ANOVA two-way foi 

utilizado tendo como fatores desmame e sexo, para as análises do efeito do desmame 

precoce sobre os parâmetros moleculares. Já para os efeitos da suplementação, os 

fatores foram considerados desmame + suplementação e sexo. O pós-teste de tukey 

também foi utilizado em ambas as análises. Os resultados foram considerados 

significantes quando p<0,05, e os dados foram apresentados na forma de média ± 

erro padrão. Para a realização das análises foi utilizado o software GraphPad Prism 

v.8. 
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6 RESULTADOS  

6.1 EXPERIMENTO I - ESTUDO DOS EFEITOS DO DESMAME PRECOCE SOBRE 

O COMPORTAMENTO ALIMENTAR, SISTEMAS SEROTONINÉRGICO E 

DOPAMINÉRGICO DE RATOS ADULTOS 

6.1.1 Efeitos do desmame precoce sobre o comportamento alimentar de ratos 

machos e fêmeas adultos 

 No teste de ingestão alimentar em resposta à privação alimentar de 4h, o teste 

ANOVA two-way demonstrou interação entre os dois fatores (desmame precoce vs 

sexo) [F (1, 25) = 33,57, p<0,0001]. O pós-teste de tukey demonstrou aumento na 

ingestão alimentar de MDP (p=0,0344), em comparação a MC, e diminuição da 

ingestão alimentar em FDP (p=0,0001), em comparação a FC (Fig.3A). Além disso, o 

pós-teste de tukey também apresentou aumento de ingestão alimentar em FC 

(p=0,0303), quando comparadas à MC, porém diminuição de ingestão alimentar em 

FDP (p<0,0001), quando comparadas a MDP (Fig. 3A). 

 Por outro lado, no teste de ingestão alimentar em um período de 24h, ANOVA 

two-way também apresentou interação entre sexo e desmame precoce [F (1, 30) = 

4,999, p=0,0329]. O pós-teste de tukey, por outro lado, demonstrou aumento de 

ingestão em MDP (p=0,0100), quando comparados a MC, e menor ingestão alimentar 

em FC (p=0,0088) e FDP (p<0,0001), quando comparadas à MC e MDP, 

respectivamente (Fig. 3B).  

 Quando submetidos ao teste de ingestão de alimento palatável, 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 ingestão alimentar por fase do ciclo circadiano, ANOVA three-way 

de medidas repetidas não demonstrou interação entre os três 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 à 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 ingestão alimentar em resposta 

à privação alimentar de 4h (n = 6 – 8 animais por grupo) (A), ingestão alimentar de 24h (n = 7 – 8 

animais por grupo) (B), ingestão de alimento palatável (apenas machos, n = 8 por grupo) (C) e 

ingestão alimentar por fases do ciclo circadiano (n = 7 – 9 animais por grupo) (D). Resultados estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão, *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 pós-teste 

de tukey; C, T-test; D, three-way ANOVA com pós-teste de tukey. (□) desmame regular, (■) desmame 

precoce.  

 

Fonte: Tavares (2021) 
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6.1.2 Efeitos do desmame precoce sobre a massa corporal de ratos machos e 

fêmeas adultos 

 Não foi observada interação 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 pós-teste de tukey demonstrou 

redução 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 estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão, ###p<0,001. (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA 

com pós-teste de tukey, (□) desmame regular, (■) desmame precoce. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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6.1.3 Efeitos do desmame precoce sobre a expressão de genes relacionados à 

ingestão de alimentos no hipotálamo e tronco encefálico de ratos machos 

adultos 

 No hipotálamo, o teste t de student demonstrou que o desmame precoce 

promoveu aumento da expressão gênica de SERT (p=0,000158) e DRD1 (p<0,0001), 

porém diminuição na expressão de 5HT1B (p<0,0001) e POMC (p=0,000697) (Fig. 

5A). Por outro lado, no tronco encefálico, o teste t de student demonstrou que o 

desmame precoce provocou aumento na expressão gênica de 5HT1B (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 expressão de genes relacionados ao comportamento 

alimentar no hipotálamo e tronco encefálico 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 decapitação quando amostras do hipotálamo (A) e tronco 

encefálico (B) foram coletadas e processadas para o RT-PCR (n = 3 – 6 por grupo). Resultados estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão, ***p<0,001. A, B, student T-test, (□) desmame 

regular, (■) desmame precoce. 

Fonte: Tavares (2021) 

 
6.1.4 Efeitos do desmame precoce sobre parâmetros metabólicos em ratos 

adultos machos e fêmeas 

 O teste ANOVA two-way não apresentou interação entre os fatores sexo e 

desmame precoce no que diz respeito à massa do fígado [F (1, 34) = 0,1829, 
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p=0,6716]. O pós-teste de tukey revelou menor massa do fígado em FC (p<0,0001) e 

FDP (p<0,0001), quando comparadas a MC e MDP, respectivamente (Fig. 6A). 

 No que diz respeito à massa de gordura abdominal, ANOVA two-way não 

apresentou interação entre os dois fatores (sexo vs desmame precoce) [F (1, 34) = 

0,4006, p=0,5310], e não houveram diferenças entre os grupos (Fig. 6B). 

Segundo o teste ANOVA two-way, foi observada interação significante entre os 

fatores sexo e desmame precoce para os níveis séricos de triglicerídeos [F (1, 21) = 

8,698, p=0,0077]. O pós-teste de tukey revelou diminuição nos níveis séricos de 

triglicerídeos em MDP (p=0,0373), em comparação a MC, e maior trigliceridemia em 

FDP, em comparação à MDP (p<0,0001) (Fig. 7A). 

 Quanto à colesterolemia (Fig. 7B) e glicemia (Fig. 7C), ANOVA two-way não 

apresentou interação 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, o pós-teste 

de tukey não apresentou diferenças entre os grupos. 

 

Figura 6 – Efeitos do desmame precoce sobre a massa do fígado 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 fígado (A) e a gordura abdominal (B), que foram pesados (n = 6 – 11 por grupo). Resultados estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão, ##p<0,01. (#) efeito do sexo. A, B, two-way ANOVA 

com pós-teste de tukey. (□) desmame regular, (■) desmame precoce. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 7 – Efeitos do desmame precoce sobre parâmetros metabólicos 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 análises de níveis séricos de triglicerídeos (A), colesterol total (B) e glicemia (C) (n 

= 6 – 11 por grupo). Resultados estão apresentados na forma de média ± erro padrão, *p<0,05, 

###p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce, (#) efeito do sexo. A, B, C two-way ANOVA com pós-

teste de tukey; (□) desmame regular, (■) desmame precoce. 

Fonte: Tavares (2021) 

 
6.2 EXPERIMENTO II – EFEITOS MOLECULARES DO DESMAME PRECOCE E 

SUPLEMENTAÇÃO ORAL COM MIR-320-3P E MIR-375-3P SOBRE O 

CÉREBRO DE RATOS 

6.2.1 Efeitos do desmame precoce sobre a expressão gênica de microRNAs e 

mRNAs associados com o controle central do comportamento alimentar 

No hipotálamo, o desmame precoce promoveu aumento na expressão de miR-

375-3p em machos (p<0,001) e fêmeas (p<0,001) (Fig. 8A); aumento na expressão 

de miR-320-3p em machos (p<0,001) e fêmeas (p<0,001) (Fig. 8B); aumento na 

expressão de miR-132-3p em machos (p<0,001) e fêmeas (p<0,001) (Fig. 8C); 

aumento na expressão de miR-16-5p em machos (p<0,001) e fêmeas (p<0,01) (Fig. 

8E); diminuição na expressão de miR-504 em machos (p<0,01) e fêmeas (p<0,01) 

Fig. 8D). Nenhuma diferença de sexo foi observada no que diz respeito aos 

microRNAs. Quanto aos mRNAs, nenhuma diferença entre os grupos foi observada, 

nem em resposta ao desmame precoce nem em relação ao sexo (Fig. 9). 
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Figura 8 – Efeitos do desmame precoce sobre a expressão gênica de microRNAs no hipotálamo. 

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 hipotálamo foram coletadas. 

A expressão 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 estão apresentados na forma de média ± erro 

padrão, **p<0,01, ***p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce. A, B, C, D, E two-way ANOVA com 

pós-teste de tukey. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 9 – Efeitos do desmame precoce sobre a expressão gênica de mRNAs no hipotálamo. 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 hipotálamo foram coletadas. A 

expressão 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 estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão. Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado 

para as análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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No tronco encefálico de fêmeas, o desmame precoce promoveu diminuição na 

expressão 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 expressão 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 fêmeas controle, quando comparadas aos machos controle, diferença 

de sexo esta que não foi observada no grupo de animais desmamados precocemente. 

No que diz respeito aos mRNAs no tronco encefálico, o desmame precoce resultou 

em aumento da expressão 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 expressão de DRD1 foi 

diminuída em fêmeas desmamadas precocemente, quando comparadas aos machos 

do mesmo grupo (p<0,05) (Fig 11C), diferença esta não observada no grupo controle. 

No grupo controle, tanto a expressão de DRD2 (p<0,05) (Fig. 11D) como a de SERT 

(p<0,001) (Fig 11K) foi aumentada nas fêmeas, quando comparadas aos machos. 

Esta mesma diferença de sexo não foi observada no grupo desmame precoce. 
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Figura 10 – Efeitos do desmame precoce sobre a expressão gênica de microRNAs no tronco 

encefálico. 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 

encefálico foram coletadas. A expressão 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 estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão, **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 

pós-teste de tukey. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 11 – Efeitos do desmame precoce sobre a expressão gênica de mRNAs no tronco encefálico. 

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 encefálico foram 

coletadas. A expressão de 5HT1B (A), 5HT2C (B), DRD1 (C), DRD2 (D), CLOCK (E), BMAL1 (F), 

Period1 (G), Period2 (H), GFP (I), CCK (J) e SERT (K) foi avaliada através de PCR em tempo real. 

Os resultados estão apresentados na forma de média ± erro padrão. **p<0,001, ###p<0,001, (*) efeito 

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

as análises.  

 

Fonte: Tavares (2021) 



 70 

 
Na terceira região avaliada, o hipocampo, a expressão 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 diminuída em machos e 

fêmeas desmamados precocemente, quando comparados aos machos e fêmeas 

controle. No que diz respeito aos mRNAs no hipocampo, o desmame precoce 

aumentou a expressão do receptor 5HT1B (p<0,05) (Fig. 13A) e de CLOCK (p<0,05) 

(Fig. 13E) em fêmeas, quando comparado às fêmeas controle. A respeito de CCK, a 

sua expressão foi aumentada em fêmeas controle (p<0,01) e fêmeas desmamadas 

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

 

Figura 12 – Efeitos do desmame precoce sobre a expressão gênica 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 expressão 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 estão apresentados na forma de média ± erro 

padrão, ***p<0,001. (*) Efeito do desmame precoce. A, B, C, D, E two-way ANOVA com pós-teste de 

tukey. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 13 – Efeitos do desmame precoce sobre a expressão gênica 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 

expressão 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 estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão. *p<0,01, ##p<0,01, ###p<0,001, (*) efeito do 

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

análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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6.2.2 Efeitos do desmame precoce + suplementação de miR-320-3p sobre a 

expressão de microRNAs e mRNAs associados com o controle central do 

comportamento alimentar 

No hipotálamo, a expressão 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 à MC, e em FC320 

(p<0,001), FD (p<0,001) e FD320 (p<0,001), quando comparadas à FC. Além disso, 

a expressão de miR-16-5p (Fig. 14E) foi aumentada em MD (p<0,001) e MD320 

(p<0,05), quando comparada à MC, e aumentada em FC320 (p<0,01) e FD (p<0,01), 

quando comparadas à FC. Além disso, a respeito da expressão dos mRNAs no 

hipotálamo, a expressão de 5HT1B (Fig. 15A) foi aumentada em FC320 (p<0,01), em 

comparação a MC320. A expressão de Per2 (Fig. 15H) foi aumentada em FC320 

(p<0,001), em comparação a FC, FD320 e MC320.  
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Figura 14 – Efeitos do desmame precoce + suplementação de miR-320-3p sobre a expressão de 

microRNAs no hipotálamo. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral de 

miR-320-3p ou veículo (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 decapitação e o hipotálamo foi coletado para posterior análises de expressão gênica. A 

expressão 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 estão apresentados na forma de média ± erro 

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

320-3p. Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado para realização das análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 15 – Efeitos do desmame precoce + suplementação de miR-320-3p sobre a expressão de 

mRNAs no hipotálamo. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral de miR-

320-3p ou veículo (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 decapitação e o hipotálamo foi coletado para posterior análises de expressão gênica. A 

expressão 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 estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão, ***p<0,001, ###p<0,001. (*) Efeito do desmame 

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

tukey foi utilizado para realização das análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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No tronco encefálico, não foram observados efeitos do desmame precoce + 

suplementação de miR-320-3p sobre a expressão de nenhum dos microRNAs 

mensurados (Fig. 16). Por outro lado, a respeito da expressão dos mRNAs nesta 

mesma região, foi observado que a expressão 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 expressão de SERT foi maior em FC (p<0,05), comparado a MC (Fig. 17A). 

Além disso, a expressão de DRD2 (Fig. 17E) foi aumentada em MD (p<0,01) e MD320 

(p<0,01), em comparação a MC. A expressão 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 + suplementação de miR-320-3p sobre a expressão de 

microRNAs no tronco encefálico. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral 

de miR-320-3p ou veículo (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 decapitação e o tronco encefálico foi coletado para posterior análises de 

expressão gênica. A expressão 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 estão apresentados na 

forma de média ± erro padrão. Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado para realização 

das análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 17 – Efeitos do desmame precoce + suplementação de miR-320-3p sobre a expressão de 

mRNAs no tronco encefálico. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral de 

miR-320-3p ou veículo (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 decapitação e o hipotálamo foi coletado para posterior análises de expressão gênica. A 

expressão de SERT (A), 5HT1B (B), 5HT2C (C), DRD1 (D), DRD2 (E), CLOCK (F), BMAL1 (G), 

Period1 (H), Period2 (I), GFP (J) e CCK (K) foi avaliada através de PCR em tempo real. Os resultados 

estão apresentados na forma de média ± erro padrão, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, #p<0,05. (*) 

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

com pós-teste de tukey foi utilizado para realização das análises.  

 

Fonte: Tavares (2021) 
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Por último, no hipocampo a expressão de miR-375-3p (Fig. 18A) foi menor em 

MD (p<0,001) e MD320 (p<0,05), em comparação a MC, e em FD (p<0,001) e FC320 

(p<0,05), em comparação a FC. A expressão de miR-132-3p (Fig. 18C) foi menor em 

FD (p<0,01) e em FD320 (p<0,05), em comparação a FC. Já a expressão de miR-504 

(Fig. 18D) foi diminuída em MC320 (p<0,001), MD (p<0,01) e MD320 (p<0,001), em 

comparação a MC, e em FC320 (p<0,01), FD (p<0,01) e FD320 (p<0,001), em 

comparação à FC. Sobre a expressão dos mRNAs nesta região, a expressão de 

CLOCK (Fig. 19E) apresentou-se aumentada em FD (p<0,05), em comparação à FC 

e FC320. Já a expressão de BMAL1 (Fig. 19F) foi maior em FD (p<0,05) apenas em 

comparação a FC320. A expressão de Per2 foi maior em FD (p<0,05), em comparação 

à FD320. A expressão 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 expressão de CCK (Fig. 19J) foi diminuída em FC320 (p<0,001) e FD320 

(p<0,001) em comparação à FC e diminuída em FD320 quando comparada à FD 

(P<0,001). Adicionalmente, maior expressão de CCK (Fig. 19J) foi observada em FC 

(p<0,001) e FD (p<0,001), em comparação a MC e MD, respectivamente. 
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Figura 18 – Efeitos do desmame precoce + suplementação de miR-320-3p sobre a expressão de 

microRNAs no hipocampo. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral de 

miR-320-3p ou veículo (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 decapitação e o hipocampo foi coletado para posterior análises de expressão gênica. A 

expressão 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 estão apresentados na forma de média ± erro 

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

320-3p. Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado para realização das análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 19 – Efeitos do desmame precoce + suplementação de miR-320-3p sobre a expressão de 

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

320-3p ou veículo (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 decapitação e o hipocampo foi coletado para posterior análises de expressão gênica. A 

expressão 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 estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão, *p<0,05, ***p<0,001, #p<0,05, ###p<0,001. (*) Efeito 

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

pós-teste de tukey foi utilizado para realização das análises.  

 

Fonte: Tavares (2021) 
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6.2.3 Efeitos da suplementação de miR-375-3p sobre a expressão de 

microRNAs e mRNAs associados com o controle central do comportamento 

alimentar 

No hipotálamo, a suplementação oral do miR-375-3p promoveu aumento da 

expressão do miR-320-3p em machos (p<0,001) e fêmeas (p<0,001) (Fig. 20B). No 

hipocampo, nenhum efeito da suplementação do miR-375-3p foi observado em todos 

os miRNAs avaliados (Fig. 20F-J). No tronco encefálico também não foi observado 

efeito da suplementação do miR-375-3p, porém, em fêmeas controle, a expressão 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. 

À respeito dos efeitos da suplementação de miR-375-3p sobre os mRNAs, no 

hipotálamo, a expressão de 5HT1B foi diminuída em machos (p<0,001) e fêmeas 

(p<0,001) suplementados (Fig. 21A), assim como a expressão de 5HT2C (machos, 

p<0,001; fêmeas, p<0,001) (Fig. 21B), DRD2 (machos, p<0,001; fêmeas, p<0,01) (Fig. 

21D), CLOCK (machos, p<0,01; fêmeas, p<0,001) (Fig. 21E), BMAL (machos, p<0,05; 

fêmeas, p<0,05) (Fig. 21F), Period1 (machos, p<0,01; fêmeas, p<0,01) (Fig. 21G), 

Period2 (machos, p<0,01; fêmeas, p<0,01) (Fig. 21H) e GFP (machos, p<0,05; 

fêmeas, p<0,05) (Fig. 21I). 

No hipocampo, a expressão de 5HT1B (Fig. 22A) e 5HT2C (Fig. 22B) foi 

reduzida em fêmeas suplementadas (p<0,001), além de estar reduzida em fêmeas 

suplementadas, quando comparadas aos machos suplementados (p<0,01). O mesmo 

resultado foi observado para o gene DRD1 (Fig. 22C), que foi diminuído em fêmeas 

suplementadas quando comparadas às fêmeas controle (p<0,001) e aos machos 

suplementados (p<0,05). O gene CLOCK (Fig. 22E) também foi diminuído em fêmeas 

suplementadas quando comparadas às fêmeas controle (p<0,01) e aos machos 

suplementados (p<0,01). A expressão de BMAL1 (Fig. 22F) foi diminuída em fêmeas 

em resposta à suplementação (p<0,05). A expressão de Period1 (Fig. 22G) foi 

diminuído em fêmeas suplementadas quando comparadas às fêmeas controle 

(p<0,001) e aos machos suplementados (p<0,001), mesmo resultado observado para 

Period2 (Fig. 22H), também diminuído em fêmeas suplementadas quando 

comparadas às fêmeas controle (p<0,001) e aos machos suplementados (p<0,01). 

Por outro lado, a expressão de CCK (Fig. 22J) foi diminuída em machos (p<0,01) e 

fêmeas (p<0,001) suplementados. Além disso, a expressão de CCK (Fig. 22J) foi 
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aumentada em fêmeas controle, quando comparadas aos machos controle (p<0,001) 

e diminuída em fêmeas suplementadas, quando comparadas aos machos 

suplementados (p<0,001). 

No tronco encefálico (Fig. 23), nenhum efeito da suplementação foi observado 

em nenhum dos genes estudados, e apenas na expressão de SERT (Fig. 23A) foi 

observado aumento da expressão em fêmeas controle, quando comparadas aos 

machos controle. 

 

Figura 20 – Efeitos da suplementação oral de miR-375-3p sobre a expressão de microRNAs no 

hipotálamo, hipocampo e tronco encefálico de ratos. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a 

suplementação oral de miR-375-3p ou não 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 decapitação e 

as amostras do hipotálamo, hipocampo e tronco encefálico foram coletadas para posterior análise de 

expressão gênica. A expressão 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 hipotálamo, hipocampo e tronco encefálico 

através de PCR em tempo real. Os resultados estão apresentados na forma de média ± erro padrão, 

***p<0,001, #p<0,05, ##p<0,01. (*) Efeito da suplementação de miR-375-3p, (#) efeito do sexo. Two-

way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado para realização das análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 21 – Efeitos da suplementação de miR-375-3p sobre a expressão de mRNAs no hipotálamo. 

Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral de miR-375-3p ou não 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 decapitação e o hipotálamo foi coletado para posterior 

análises de expressão gênica. A expressão 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 estão apresentados na forma de média ± erro padrão, *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001. (*) Efeito da suplementação de miR-375-3p. Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi 

utilizado para realização das análises. 

 
Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 22 – Efeitos da suplementação de miR-375-3p sobre a expressão de mRNAs no hipocampo. 

Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral de miR-375-3p ou não 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 decapitação e o hipocampo foi coletado para posterior 

análises de expressão gênica. A expressão 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 estão apresentados na forma de média ± erro padrão, *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 (*) Efeito da suplementação de miR-375-3p, (#) efeito do 

sexo. Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado para realização das análises.  

 

Fonte: Tavares (2021) 
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Figura 23 – Efeitos da suplementação de miR-375-3p sobre a expressão de mRNAs no tronco 

encefálico. Ratos de ambos os sexos foram submetidos a suplementação oral de miR-375-3p ou não 

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 decapitação e o tronco encefálico foi coletado para 

posterior análises de expressão gênica. A expressão de SERT (A) 5HT1B (B), 5HT2C (C), DRD1 (D), 

DRD2 (E), CLOCK (F), BMAL1 (G), Period1 (H), Period2 (I), GFP (J) e CCK (K) foi avaliada através 

de PCR em tempo real. Os resultados estão apresentados na forma de média ± erro padrão, 

###p<0,001, (#) efeito do sexo. Two-way ANOVA com pós-teste de tukey foi utilizado para realização 

das análises. 

   
Fonte: Tavares (2021) 
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7 DISCUSSÃO 

7.1 EXPERIMENTO I  

De acordo com os resultados obtidos na primeira parte dos experimentos, 

pudemos observar que o desmame precoce promoveu aumento da ingestão alimentar 

em resposta à privação alimentar de 4h apenas em machos. Em fêmeas, este mesmo 

resultado foi na direção oposta, apresentando redução na ingestão alimentar. No que 

diz respeito à ingestão alimentar no ciclo de 24h, apenas machos desmamados 

precocemente apresentaram alterações no consumo, aumentando a ingestão 

alimentar. 

Estes dados obtidos para os machos, no que diz respeito ao componente 

homeostático do comportamento alimentar, corrobora com resultados previamente 

publicados. Oliveira et al. (2011) realizou um estudo com o mesmo modelo de 

desmame precoce, estudando a sequência comportamental de saciedade e ritmo 

circadiano de alimentação em machos adulto-jovens. Neste estudo, foi observado 

redução no ponto de saciedade dos animais, com consequente aumento na porção 

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 ingestão de alimento padrão frente à privação 

alimentar além de aumento de ingestão durante a fase clara do ciclo circadiano. Além 

disso, este mesmo estudo avaliou o consumo de alimento padrão frente à utilização 

aguda de fenfluramina, uma droga inibidora da receptação de serotonina que promove 

saciedade. Surpreendentemente, observou-se que a fenfluramina apresenta atividade 

diminuída nos ratos desmamados precocemente, com menor poder de promoção da 

saciedade (TAVARES et al., 2020b). Nos estudos de Tavares et al., (2020) e Oliveira 

et al. (2011) observamos promoção de hiperfagia tanto em uma idade jovem (45 dias) 

como em idade adulto-jovem (100 dias) em decorrência 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 propôs a estudar 

o comportamento alimentar de fêmeas frente ao desmame precoce. Nesse estudo, 

realizado com fêmeas por volta dos 45 dias de vida, observou-se que o desmame 

precoce acarreta em perfil semelhante ao dos machos, com hiperfagia e perturbações 
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no ritmo circadiano de alimentação (TAVARES et al., 2019). Ao contrário dos machos, 

quando avaliado o comportamento alimentar aos 250-300 dias de vida, as fêmeas 

desmamadas precocemente apresentaram-se hipofágicas frente à privação alimentar 

e sem diferença de ingestão em teste de consumo alimentar basal. Estes resultados 

apontam um diferente efeito do desmame precoce, dependendo do sexo. Enquanto 

as alterações obtidas em machos se mantêm consistentes ao longo da vida, este 

mesmo padrão de alterações é diferente nas fêmeas. Interessantemente, em estudo 

realizado com outro modelo de estresse no início da vida, o estresse por separação 

materna, ocbservam-se resultados semelhantes em fêmeas de um ano de idade. 

Neste modelo, os ratos são separados da mãe por algumas horas diariamente durante 

os primeiros 14 dias de vida. Ratas que foram submetidas à separação materna 

apresentaram hipofagia associada a antecipação do ponto de saciedade, redução no 

tamanho da porção do alimento e na duração da refeição aos 365 dias de idade (DE 

SOUZA et al., 2020). No mesmo estudo, foi observado que o fenótipo hipofágico 

destas fêmeas se assemelha ao fenótipo de ratas controle sob uso de fluoxetina, outra 

droga inibidora da receptação de serotonina, conhecida por promover saciedade. 

Juntos, estes dados apontam alterações no controle da saciedade são dependentes 

do sexo e da idade, demonstrando que as respostas ao estresse podem ser diferentes 

de acordo com o sexo, além de que essas alterações podem flutuar ao longo da vida.  

Em complemento aos estudos do componente homeostático do comportamento 

alimentar, também foi realizado o teste de consumo alimentar de alimento palatável, 

visando avaliar o componente hedônico do comportamento alimentar. Devido a 

limitações metodológicas, este teste foi realizado apenas em machos, nos quais foi 

observado que o desmame precoce promove aumento da ingestão de cookies de 

chocolate. Em um interessante estudo de preferências alimentares em ratos machos 

adultos (120 dias) desmamados precocemente, Oliveira et al., (2011) demonstrou 

aumento de preferência por alimentos palatáveis, 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 preferência por 

alimentos palatáveis, o que leva ao maior consumo deste tipo de alimento. Além disso, 

juntos, estes resultados também apontam que esta alteração no componente 

hedônico do comportamento alimentar é permanente em longo prazo, pelo menos em 

machos, e estudos acerca do comportamento alimentar hedônico em fêmeas 

desmamadas precocemente se fazem bastante necessários. 



 88 

Além do padrão de consumo alimentar, outro aspecto é bastante avaliado em 

estudos que avaliam o comportamento alimentar, o peso corporal. No presente 

estudo, observamos que o peso corporal de ambos machos e fêmeas não sofre 

alteração, apesar das modificações na ingestão alimentar. O peso corporal de animais 

desmamado precocemente já 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 análises 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 redução 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 

diferença é observada. Desta forma, é bem consolidado que o desmame não promove 

alterações de peso corporal em médio e longo prazo, apesar de modificar o padrão 

de ganho de peso no início da vida.  

Por outro lado, resultados semelhantes são observados em fêmeas. Tavares et 

al., (2019) também avaliou o peso corporal de fêmeas jovens e observou aumento do 

peso corporal em fêmeas desmamadas precocemente com idade 35 e 40. Estudos 

com fêmeas desmamadas precocemente em idades mais avançadas são escassos, 

porém, de acordo com os dados disponíveis na literatura, podemos observar que tanto 

para machos quando para fêmeas desmamados precocemente é observado aumento 

de peso corporal na juventude, mas essa alteração não permanece em longo prazo.  

Além de aspectos comportamentais do comportamento alimentar, avaliações 

moleculares também são bastante utilizadas para estudá-lo. Isto porque a regulação 

da ingestão alimentar se dá por uma complexa interação entre sensores nutricionais, 

hormônios e o sistema nervoso central. No sistema nervoso central, são diversos os 

circuitos relacionados com o controle da ingestão alimentar, dos quais destacamos os 

sistemas serotonérgico e dopaminérgicos. O sistema serotonérgico está mais 

intimamente ligado à regulação homeostática da ingestão alimentar, enquanto o 

sistema dopaminérgico está mais associado com a regulação hedônica do 

comportamento alimentar. Além disso, populações específicas de neuropeptídios 

participam da regulação da saciedade, como NPY e POMC, os quais são diretamente 

regulados pela ação da serotonina. No presente estudo avaliamos a expressão de 
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componentes destes sistemas em duas áreas encefálicas, o hipotálamo e o tronco 

encefálico. Uma das limitações do estudo foi que as análises de biologia molecular só 

foram possíveis de ser realizadas em animais machos, deixando uma lacuna a 

respeito dos efeitos moleculares do desmame precoce sobre as fêmeas. 

Em relação ao sistema 5HT, os resultados mostram que o desmame precoce 

promoveu o aumento hipotalâmico da expressão do mRNA de SERT, mas diminuiu a 

expressão do mRNA do 5HT1B. O sistema 5HT é bem conhecido por sinalizar 

saciedade através da ação do 5HT nos receptores 5HT1B, que inibe a fome, e nos 

receptores 5HT2C, que sinalizam saciedade (HEISLER et al., 2006). No hipotálamo, 

o SERT atua promovendo a recaptação da serotonina para os terminais pré-

sinápticos, enquanto o receptor 5HT1B atua estimulando a saciedade ao inibir os 

neurônios orexígenos no núcleo arqueado (GARFIELD; HEISLER, 2009; HEISLER et 

al., 2006; MACGILLIVRAY et al., 2010; ROTHMAN; BAUMANN, 2002). O aumento do 

SERT junto com a diminuição de 5HT1B parece estar relacionado à hiperfagia 

apresentada pelos animais, uma vez que o aumento da SERT pode levar à menor 

disponibilidade de serotonina nas fendas sinápticas e a diminuição de 5HT1B pode 

causar diminuição na sinalização de saciedade. Além disso, a expressão gênica de 

POMC apresentou-se diminuída no hipotálamo. Este resultado pode ser reflexo da 

baixa sinalização de serotonina devido ao aumento de SERT, uma vez que os 

neurônios produtores de POMC precisam ser ativados pela serotonina através de 

receptores 5HT2C. Assim, ambas as modificações parecem agir sinergicamente no 

hipotálamo para diminuir a sinalização de saciedade. Interessantemente, aumento 

nos níveis de SERT também são 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 

raciocínio corrobora com os achados comportamentais, uma vez que os animais se 

apresentaram hiperfágicos.  

No tronco cerebral, foi observado aumento da expressão gênica de SERT, 5HT1B 

e 5HT2C, os quais exercem atividade inibitória sobre os neurônios serotoninérgicos 

no tronco encefálico (BOOTHMAN et al., 2006; HAGAN et al., 2012; MACGILLIVRAY 

et al., 2010; SERRATS; MENGOD; CORTÉS, 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 neurônios 5HT no tronco encefálico, 

onde a serotonina é principalmente produzida, especificamente nos núcleos 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 expressão hipotalâmica 

de 5HT2C no tronco encefálico. Associando estes resultados, o que parece é que o 

desmame precoce programa os animais para apresentar uma hipofunção da atividade 

serotonérgica, o que também já foi demonstrado em nível farmacológico em machos 

jovens. Assim, o desmame precoce parece programar os animais para serem 

hiperfágicos através de redução da atividade serotoninérgica na inibição da ingestão 

alimentar tanto no hipotálamo como no tronco encefálico. Além disso, os presentes 

resultados mostram que essa modulação do sistema serotoninérgico é exercida em 

curto e longo prazo, com caráter permanente. 

Por outro lado, o sistema DA tem sido mais associado ao controle da ingestão de 

alimentos palatáveis, embora evidências também indiquem sua participação na 

regulação homeostática da ingestão 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 

expressão do mRNA de DRD1 no hipotálamo e aumento da expressão de mRNA de 

DRD1 e DRD2 no tronco cerebral. Os receptores do tipo D1 apresentam 

majoritariamente ação pós-sináptica em células receptivas à dopamina (BEAULIEU; 

GAINETDINOV, 2011; JABER et al., 1996; KLEIN et al., 2019; VALLONE; PICETTI; 

BORRELLI, 2000). No hipotálamo, os níveis aumentados deste receptor têm sido 

associados ao aumento da ingestão alimentar padrão e da ingestão alimentar 

palatável em caso de obesidade (FETISSOV et al., 2002; MIRMOHAMMADSADEGHI 

et al., 2018). Já os receptores do tipo D2 atuam como receptores pré- e pós-sinápticos, 

e tem maior atividade de auto receptor reconhecida, tendo maior impacto sobre  a 

inibição da atividade do neurônio DA e consequente liberação de DA (BEAULIEU; 

GAINETDINOV, 2011; KLEIN et al., 2019; VALLONE; PICETTI; BORRELLI, 2000). 

No mesencéfalo, a região rostral do tronco encefálico, onde os principais corpos dos 

neurônios DA são encontrados, especificamente na VTA e na substância negra (SN), 

a expressão de DRD2 é observada em maiores níveis (KLEIN et al., 2019; MEADOR-

WOODRUFF; MANSOUR, 1991). O aumento desse receptor nesta região do tronco 

cerebral sugere diminuição da atividade dos neurônios DA. Ainda no tronco encefálico, 

os receptores DRD1 apresentam localização em várias áreas, entre elas os núcleos 

da rafe, estriado, accumbens substancia negra pars reticulada, bulbo olfatório, 

amigdala e córtex, e parecem estar mais relacionados à sinalização de recompensa 
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alimentar por meio de circuitos entre os núcleos da rafe, VTA e SN (KLEIN et al., 2019; 

WISE, 1989). Estudos mostram que o abuso de substâncias promotoras de 

recompensa é geralmente acompanhado por uma deficiência na sinalização neural 

dessa recompensa, o que faz com que o indivíduo busque essa recompensa 

incessantemente (KOOB, 2013). Assim, a possibilidade de inibição de neurônios DA 

pode estar gerando um mecanismo compensatório, com aumento da expressão de 

DRD1, na tentativa de sinalizar recompensa. E é essa falha que pode estar associada 

ao aumento da ingestão de alimentos palatáveis observados aqui, uma vez que os 

ratos desmamados precocemente parecem precisar comer mais alimentos palatáveis 

para que a recompensa alimentar seja reconhecida. Esse tipo de efeito causado pelas 

agressões perinatais é bem descrito na literatura. Roedores submetidos à separação 

materna neonatal, desnutrição perinatal ou mesmo dietas obesogênicas no período 

perinatal apresentam aumento da ingestão de alimentos palatáveis e disfunção do 

sistema dopaminérgico (ALVES et al., 2015; DE SOUZA et al., 2018; FETISSOV et 

al., 2002; REYNAERT et al., 2015). 

Apesar da separação didática entre sistemas hedônico e homeostático, o fato é 

que não podemos dissociar estes dois componentes. Hoje sabemos que ambos atuam 

de forma integrada para a expressão de comportamentos. Já sabemos que o sistema 

5HT, que por muito tempo foi classificado como um regulador da homeostase, também 

atua na sinalização hedônica, assim como o sistema DA que há 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 distúrbio central no 

comportamento alimentar que envolve os sistemas 5HT e DA. Além disso, não 

podemos assumir esses dados para todos os indivíduos, pois o estudo molecular foi 

realizado apenas com ratos machos, e sabemos que existem várias diferenças de 

sexo, como já bem demonstradas previamente, principalmente no que diz respeito à 

regulação hormonal, que podem afetar os sistemas de neurotransmissão. Assim, mais 

estudos são necessários para preencher essa lacuna. No entanto, dados moleculares 

relevantes são apresentados aqui, os quais são consistentes com dados 

comportamentais e outros dados já 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 análises referentes aos parâmetros metabólicos também foram avaliadas, 
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como a glicemia, trigliceridemia, colesterolemia e pesos do fígado e do tecido adiposo 

abdominal. Estas análises se fazem importantes uma vez que modificações na 

ingestão alimentar, particularmente fenótipos hiperfágicos, geralmente refletem no 

estado metabólico do indivíduo. Neste estudo observamos que a única alteração em 

nível metabólico ocorreu nos machos, nos quais os níveis de triglicerídeos 

encontraram-se diminuídos. Até onde sabemos, não há estudos avaliando estes 

parâmetros em ratos submetidos ao modelo de desmame precoce avaliado neste 

estudo, uma vez que este modelo é bastante utilizado em estudos no campo da 

neurociência. Porém em modelos de desmame precoce alternativos, como aqueles 

induzidos por administração de bromocriptina ou por utilização de bandagem nas tetas 

das mães, alguns parâmetros metabólicos são descritos. Ambos os modelos 

promovem o desmame precoce através da interrupção da produção ou do 

fornecimento de leite materno durante os últimos dias de lactação (dias 17-21), sem 

promover a separação entre mãe e filhotes (PEIXOTO-SILVA et al., 2016; YOUNES-

RAPOZO et al., 2012). Nos estudos realizados utilizando estes modelos, mudanças 

metabólicas drásticas são observadas na vida adulta, com características de síndrome 

metabólica, como sobrepeso, aumento de adiposidade, dislipidemia, mudanças na 

homeostase glicêmica, hiperleptinemia e aumento nos níveis de vitamina D (LIMA et 

al., 2013; MIRANDA et al., 2020; PIETROBON et al., 2020).  

Os diferentes resultados se dão, sem dúvidas, devido às diferenças metodológicas 

dos modelos experimentais. Porém, apesar das diferenças, semelhanças entre os 

modelos também são observadas, como a desregulação do controle cerebral da 

ingestão alimentar e a hiperfagia. O fato é que, apesar das divergências, ambos os 

modelos reforçam que o período de amamentação e o cuidado materno são 

essenciais para o desenvolvimento neurocomportamental adequado. Estes resultados 

demonstram em nível experimental que é necessário garantir um aleitamento materno 

adequado, visando um desenvolvimento saudável, principalmente no que diz respeito 

ao desenvolvimento de um comportamento alimentar considerado saudável. 

7.2 EXPERIMENTO II 

O desmame precoce modulou a expressão de todos os microRNAs avaliados no 

hipotálamo e hipocampo em ambos os sexos de forma semelhante, porém exerceu 

efeitos apenas em miR-375-3p, miR-320-3p, miR-132-3p e miR-504 de forma 

diferenciada entre os sexos no tronco encefálico.  Até onde sabemos, este é o primeiro 

estudo a reportar os efeitos do estresse causado pelo desmame precoce sobre a 
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expressão gênica de microRNAs no cérebro de ratos. Estes resultados reforçam a 

suscetibilidade destas moléculas ao estresse promovido na vida precoce. Em artigo 

de revisão, Tavares et al. (2020) reportaram a modulação da atividade de vários 

microRNAs em função de estressores ambientais, dentre eles os microRNAs 16, 504 

e 132. Estes microRNAs apresentaram sua expressão alterada em regiões como 

hipotálamo, hipocampo e núcleo accumbens em resposta à estressores como a 

separação materna, separação materna + estresse crônico imprevisível e desnutrição 

proteica (TAVARES; TORRES; DE SOUZA, 2020). As alterações de expressão gênica 

mais expressivas e homogêneas no hipotálamo e hipocampo corroboram com os 

estudos que já buscaram investigar a associação do estresse com a expressão de 

microRNAs, uma vez que, em sua maioria, essas alterações são vistas em regiões 

como hipotálamo e hipocampo (TAVARES; TORRES; DE SOUZA, 2020). Por sua vez, 

dentre vários estudos avaliados, poucas são as evidências de alterações de 

expressão gênica de microRNAs no tronco encefálico em resposta ao estresse 

precoce. De fato, o estresse precoce pode promover alterações em longo prazo na 

maquinaria genética, influenciando o comportamento ao longo da vida. Em modelos 

de isolamento social, sabe-se que há influências na regulação genética do 

comportamento desde a expressão gênica até a atividade de fatores de transcrição, 

mecanismos epigenéticos, atividade de microRNAs e RNAs longos não codificantes 

(ARZATE-MEJÍA et al., 2020). Desta forma os resultados aqui apresentados reforçam 

a suscetibilidade dessa fina maquinaria epigenética, que são os microRNAs, ao 

estresse precoce, mais especificamente ao desmame precoce.  

 Quanto aos mRNAs, o desmame precoce promoveu apenas aumento de SERT 

no tronco encefálico de machos e aumento de 5HT1B e CLOCK no hipocampo de 

fêmeas. A expressão de SERT já foi descrita como alterada em ratos desmamados 

precocemente, ambos jovens e adultos. Em fêmeas jovens, SERT encontra-se com 

expressão elevada no tronco encefálico, porém diminuída no hipotálamo (TAVARES 

et al., 2019). Em machos, a expressão de SERT é reportada como aumentada no 

hipotálamo de ratos jovens, sem alterações no tronco encefálico, porém encontra-se 

elevada em animais adultos em ambas as regiões (TAVARES et al., 2020b, 2020c). 

Apesar de constatarmos que de fato SERT é sensível ao desmame precoce, algumas 

limitações fazem difíceis as comparações, como por exemplo a espécie dos animais 

que diferem entre os estudos, as idades e o sexo. Por sua vez, a expressão de 5HT1B 

é descrita de forma alterada seja em ratos e camundongos machos como em ratas 
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fêmeas (NAKAMURA et al., 2008b, dados ainda não publicados) estando associada 

com comportamentos semelhantes à depressão e à ansiedade. Estes resultados 

demonstram que mesmo em diferentes espécies, o receptor 5HT1B apresenta-se 

suscetível ao desmame precoce. Além disso, também observamos alterações nos 

níveis de CLOCK no hipocampo de fêmeas. Nenhum estudo na literatura buscou 

avaliar a associação do desmame precoce com os genes osciladores, porém, dados 

comportamentais sugerem efeitos do desmame precoce sobre estes. Estudos 

previamente publicados, tanto em machos como em fêmeas, apontam que o 

desmame precoce altera os padrões circadianos de alimentação seja em idade jovem 

como adulta (OLIVEIRA et al., 2011; TAVARES et al., 2019, 2020b). Desta forma 

estes resultados apontam evidências de que existem possíveis alterações 

moleculares em nível de genes osciladores associadas com a modulação dos ritmos 

de alimentação em ratos desmamados precocemente.  

 Interessantemente não foi observada nenhuma associação entre microRNA - 

mRNA em resposta ao desmame precoce. Sabemos que os miRs 16 e 504 têm como 

alvo componentes do sistema serotoninérgico e dopaminérgico (SHAO et al., 2018; 

ZHANG et al., 2013b), porém não foram observadas alterações concomitantes entre 

os microRNAs e seus genes alvos nas regiões avaliadas. Apesar disso, a alteração 

na expressão de microRNAs em resposta ao desmame precoce não deve ser 

subestimada. Sabemos que os microRNAs possuem milhares de possíveis alvos, e 

por mais que não tenhamos observado associações dos microRNAs com os mRNAs, 

estes podem estar influenciando diversos outros genes. Desta forma, análises in silico 

para investigar as vias metabólicas e genes alvo dos microRNAs aqui alterados se 

fazem necessárias para uma maior compreensão dos resultados.  

 Além do desmame precoce, as investigações acerca da suplementação oral 

dos microRNAs 320 e 375 apresentou resultados interessantes. No hipotálamo, a 

suplementação oral de miR-320-3p exerceu efeitos semelhantes ao desmame 

precoce na expressão dos miRNAs tanto em animais controle como em animais 

desmamados precocemente. No hipocampo, a expressão de miR-504 foi influenciada 

pela suplementação de miR320-3p da mesma forma que pelo desmame precoce. 

Quanto aos mRNAs, a suplementação de miR-320-3p promoveu aumento da 

expressão de SERT no tronco encefálico semelhante aos efeitos do desmame 

precoce. Nenhum estudo anterior buscou investigar os efeitos da suplementação oral 

de miR-320-3p sobre componentes cerebrais. Poucos dos estudos acerca da 
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atividade de miR-320-3p estão mais restritos à periferia no contexto do diabetes 

mellitus tipo 2 (BEUZELIN; KAEFFER, 2018). Apesar disso, sabemos que a 

suplementação oral de miR320-3p através de vesículas biomiméticas é eficiente e 

deriva no estômago (BEUZELIN; PITARD; KAEFFER, 2019). Aqui, demonstramos 

que a suplementação pontual de miR-320-3p não só deriva no estômago, mas 

também é possivelmente absorvida e transportada pela corrente sanguínea por onde 

chega ao cérebro.  

 Dos poucos estudos acerca da atividade do miR-320-3p no cérebro, sabemos 

que a sua expressão é aumentada na VTA em ratos resilientes ao CMS em 

comparação aos ratos controle e anedônicos. Em contrapartida, a expressão da 

proteína SERT é diminuída nos animais resilientes no VTA, também quando 

comparados a controles e anedônicos (ZURAWEK et al., 2017). Apesar disto, nas 

áreas avaliadas neste estudo não foram observadas nenhuma associação da 

expressão de miR-320-3p com a expressão de SERT. Apenas foi observado efeito da 

suplementação sobre a expressão de SERT no tronco encefálico, demonstrando 

efeito semelhante ao efeito promovido pelo desmame precoce. Além disso, Giorgi 

Silveira et al. (2020) demonstraram, através de uma revisão sistemática, que a família 

de miR-320 apresenta hipo-regulação no processo de diferenciação de células tronco 

neuronais. Dentre as 7 vias significativamente identificadas como associadas a 

microRNAs hipo-regulados na diferenciação celular de neurônios, os microRNAs da 

família 320 estão associados com 4, sendo elas glioma, distúrbios transcricionais no 

câncer, degradação da lisina e carcinogênese viral (GIORGI SILVEIRA et al., 2020). 

Devido ao seu possível papel no desenvolvimento de células neuronais, sugerimos 

que a suplementação aguda de miR-320-3p modulou de alguma forma a atividade de 

vários outros microRNAs de forma semelhante ao estresse promovido pelo desmame 

precoce, porém não foram observadas alterações significativas na expressão dos 

mRNAs aqui estudados. Mais uma vez, estudos in silicio se fazem necessários para 

investigar as possíveis vias de ação tanto do miR-320-3p como dos microRNAs 375, 

132, 16 e 504, afim de saber possíveis vias que podem estar alteradas em resposta à 

suas modulações.  

 Por sua vez, a suplementação de miR-375-3p modulou apenas a expressão de 

miR-320-3p no hipotálamo, promovendo aumento na sua expressão em machos e 

fêmeas. Por outro lado, a suplementação de miR-375-3p promoveu diminuição da 

expressão de 5HT1B, 5HT2C, DRD2, CLOCK, BMAL1, Period1, Period2 e GFP no 
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hipotálamo. Já no hipocampo, a suplementação de miR-375-3p promoveu redução na 

expressão de 5HT1B, 5HT2C, DRD1, CLOCK, BMAL1, Period1 e Period2 apenas em 

fêmeas. 

 Assim como o miR-320-3p, pouco se sabe sobre a função do miR-375-3p no 

cérebro. Do pouco que se sabe, o miR-375-3p é expresso em regiões como pituitária 

e em menores quantidades no hipotálamo. Até onde se sabe, este microRNA tem 

papel na função secretora, tendo com alvo a miotrofina, um fator de transcrição que 

regula fator nuclear kappa B (NF-κB), que por sua vez atua na modulação do 

citoesqueleto, estando envolvido com a exocitose (BAROUKH; VAN OBBERGHEN, 

2009). Além disso, miR-375-3p é descrito como regulador negativo da expressão de 

POMC e secreção de hormônios relacionados (ZHANG et al., 2013a). Na adrenal o 

miR-375-3p também é descrito como regulador negativo da síntese de catecolaminas, 

influenciando a atividade da TH e dopamina-B-hidroxilase (GAI et al., 2017). Desta 

forma observamos que, mesmo com poucas evidências, o miR-375-3p apresenta uma 

importante função na atividade cerebral. Aqui, observamos que, diferentemente dos 

efeitos da suplementação de miR-320-3p, a suplementação de miR-375-3p 

influenciou de forma muito mais expressiva a expressão dos mRNAs. O único 

microRNA afetado pela suplementação foi o miR-320-3p, que foi hiper-regulado em 

machos e fêmeas. Este é um resultado interessante que demonstra uma possível 

regulação recíproca entre miR-320-3p e miR-375-3p que merece mais investigações. 

O interessante é que, de alguma forma, uma única dose de miR-375-3p durante o 

período pós natal foi capaz de modular a atividade de vários mRNAs de genes que 

participam da regulação do comportamento em regiões como hipotálamo e 

hipocampo. Isto pode sugerir que o miR-375-3p é um candidato mais elegível para a 

modulação de parâmetros comportamentais em detrimento do miR-320-3p. Porém, 

mais uma vez, mais análises são necessárias para a compreensão das vias pelas 

quais estes microRNAs podem agir, assim como entender se as modulações 

promovidas pelo miR-375-3p sobre os mRNAs se dá de forma direta ou indireta. 
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8 CONCLUSÕES 

A partir dos dados apresentados neste estudo, podemos concluir que o desmame 

precoce altera parâmetros relacionados ao comportamento alimentar em ratos em 

longo prazo, de forma sexo dependente, destacando-se a hiperfagia e aumento de 

ingestão de alimento palatável em machos. Além disso, observamos que estas 

alterações comportamentais são associadas à modulação da atividade dos sistemas 

serotoninérgico e dopaminérgico.  

Por outro lado, o desmame precoce também é capaz de impactar a atividade de 

vários microRNAs em regiões cerebrais como o hipotálamo, o hipocampo e o tronco 

encefálico. Interessantemente, a suplementação 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 terapêutico da suplementação com miR-320-3p em frente ao 

estresse, o que merece mais estudos futuros. 

Por sua vez, a suplementação com miR-375-3p alterou a expressão de vários 

genes relacionados ao controle cerebral do comportamento, porém modulou apenas 

a expressão de um microRNA, o miR-320-3p. Desta forma observa-se que este miR-

375-3p parece ter uma relação de regulação recíproca com o miR-320-3p. Mais 

investigações são necessárias acerca do papel do miR-375-3p no contexto da 

regulação do comportamento, seja de forma direta ou indireta. 
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APÊNDICE A – ARTIGO ORIGINAL “EARLY WEANING LEADS TO 

DISRUPTION OF HOMEOSTATIC AND HEDONIC EATING BEHAVIORS AND 

MODULATES SEROTONIN (5HT) AND DOPAMINE (DA) SYSTEMS IN MALE 
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APÊNDICE B – ARTIGO DE REVISÃO “EARLY LIFE STRESS AND THE 

ONSET OF OBESITY: PROOF OF MICRORNAS’ INVOLVEMENT THROUGH 
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