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APRESENTAÇÃO 

 
 Esta tese está organizada nos tópicos de Introdução, Estado da Arte, Hipótese, 

Objetivos, Métodos e Resultados, Discussão, Conclusões, Perspectivas, Referências 

Bibliográficas e Anexos. 

A Introdução da tese apresenta a revisão bibliográfica e o embasamento teórico dos temas 

de estudo desta tese. A sessão Estado da Arte está dividida em três partes: a parte inicial apresenta 

o estado da arte revisando os efeitos de adversidades no início da vida e a programação de aspectos 

emocionais; a segunda parte apresenta os efeitos de adversidades no início da vida e a programação 

de processos cognitivos; por fim, a terceira parte consiste em um capítulo de livro publicado pela 

autora durante o doutorado revisando as influências das adversidades no início da vida no 

comportamento alimentar e no metabolismo, considerando diferentes fatores que controlam o 

apetite, como a homeostase energética, as propriedades hedônicas dos alimentos, os estados 

emocionais e cognitivos. 

A Hipótese e os Objetivos definem os propósitos de cada artigo que será apresentado nas 

sessões seguintes. 

A sessão Metodologia e Resultados está subdivida em Capítulos, sendo que cada Capítulo 

corresponde a um artigo científico específico referente aos trabalhos desenvolvidos durante o 

período do doutorado no Laboratório de Neurobiologia do Estresse (Departamento de Bioquímica, 

ICBS, UFRGS), Laboratório de Neuroendocrinologia e Estresse Perinatal (Departamento de 

Ciências Fisiológicas, UFES), Silveira Lab e Meaney Lab (Douglas Research Centre - McGill 

University). Os capítulos serão apresentados com prefácio de cada artigo.  

A sessão de Discussão corresponde à discussão da hipótese geral da tese, relacionando 

todos os trabalhos apresentados. Em seguida será apresentada a Conclusão dos principais achados 

da tese, bem como as Perspectivas futuras e as Referências Bibliográficas da Introdução e da 

Discussão, considerando que cada capítulo contém uma sessão bibliográfica formatada conforme 

as especificações de cada revista.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 
 

5-HT1-7 Receptores de serotoninas 
5-HTT ou SERT Transportador de serotonina 
5-HTTLPR  Polimorfismo do gene do transportador de serotonina 
ACTH Liberação do hormônio adrenocorticotrópico 
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ALSPAC Coorte europeia utilizada nos estudos em humanos, sigla do inglês “Avon Longitudinal 

Study of Parents And Children” 
BDNF Fator neurotrófico derivado do encéfalo, sigla do termo em inglês “Brain-derived 

neurotrophic fator” 
CEBQ Questionário de comportamento alimentar infantil, sigla do termo em inglês “Child Eating 

Behaviour Questionnaire” 
CRH Hormônio liberador de corticotropina 
DAT 1 Transportador de dopamina 
DNA Ácido desoxirribonucleico, sigla do termo em inglês “Deoxyribonucleic acid” 
DOHaD Origens Desenvolvimentistas da Saúde e Doença, sigla do termo em inglês 

“Developmental origins of health and disease” 
DRD2-5  Receptores de dopamina 
DSM-V Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais 5ª edição 
ePRS Escore de risco poligênico baseado em expressão, sigla do termo em inglês “expression-

based polygenic risk score” 
GCs Glicocorticóides 
GR Receptores glicocorticóides 
GUSTO Coorte asiática utilizada nos estudos em humanos, sigla do inglês “Growing Up Towards 

Healthy Outcomes” 
HHA Hipotálamo-hipófise-adrenal 
HPT Hipotálamo 
IGF-1 Fator de crescimento semelhante à insulina 
MAVAN Coorte canadense utilizada nos estudos em humanos, sigla do inglês “Maternal 

Adversity Vulnerability and Neurodevelopment” 
MD Privação maternal 
MR Receptores mineralocorticóides 
mRNA ácido ribonucleico mensageiro, sigla do termo em inglês “messenger ribonucleic acid” 
MS Separação maternal 
MSHs Hormônios estimuladores dos melanócitos 
NPY Neuropeptídeo Y 
PFC Córtex pré-frontal 
PND Dia pós-natal 
POMC Pró-opiomelanocortina 
SLC6A3 Soluto família 6 membro 3, codificador do transportador de dopamina 
SLC6A4 Soluto família 6 membro 4, codificador do transportador de serotonina 
SN Sistema nervoso 
SNPs Polimorfismos de nucleotídeo único, sigla do termo em inglês “single nucleotide 

polymorphisms” 
TDAH Transtorno de Déficit de Atenção e Hiperatividade 
VMAT Transportador vesicular de monoaminas 
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RESUMO 

A exposição a adversidades no início da vida é associada a susceptibilidades para o desenvolvimento de 
doenças metabólicas e psiquiátricas. Entretanto, os mecanismos por trás dessa associação, bem como as 
características que tornam o indivíduo resiliente ou susceptível, precisam ser melhor investigados. Assim, 
o objetivo desta tese foi investigar os efeitos de interações genéticas e ambientais no desenvolvimento de 
alterações de comportamento alimentar, processos emocionais e cognitivos. Inicialmente, desenvolvemos 
um estudo em modelos animais e investigamos os efeitos de diferentes protocolos de estresse no início da 
vida na predisposição a comportamento tipo-ansioso, alterações de peso corporal e comportamento 
alimentar. Os resultados mostram que animais machos submetidos ao estresse de privação materna 
apresentam diminuição de peso corporal ao longo da vida e essa diminuição está associada à redução de 
consumo de ração padrão. Por outro lado, tanto a separação quanto privação maternal induz aumento de 
consumo de alimentos palatáveis e comportamento do tipo-ansioso na idade adulta. De forma interessante, 
esses resultados são sexo-específicos: em fêmeas não observamos alteração de ansiedade e resultados 
opostos foram vistos com relação ao consumo de alimentos palatáveis, sugerindo comportamento tipo-
anedônico no grupo submetido a privação maternal. Observamos também que o estresse precoce induziu 
alterações de conteúdo serotoninérgico na amígdala e no hipotálamo, em ambos os sexos, e redução da 
expressão de POMC no hipotálamo em machos. A partir desses resultados, levantamos a hipótese que os 
efeitos do estresse no início da vida no comportamento alimentar poderiam ser resultado da interação com 
redes de genes funcionais.  Nessa perspectiva, com o objetivo de desenvolver uma pesquisa translacional 
focando em redes de genes regiões-específicas que poderiam ser afetadas pelo estresse no início da vida, 
desenvolvemos um estudo que analisou interações entre a exposição a adversidades no início da vida e 
genes relacionados ao receptor de leptina. Para tanto, realizamos um estudo em duas coortes longitudinais 
humanas e avaliamos a suscetibilidade ao desenvolvimento de padrões alimentares em crianças com 
histórico de adversidade no início da vida, considerando à expressão da rede de genes que se co-expressam 
com o receptor de leptina no córtex pré-frontal e no hipotálamo como possível modulador dessa associação. 
Os resultados desse trabalho demonstram que a interação entre adversidades no início da vida e a rede de 
genes que se co-expressa com o receptor de leptina no córtex pré-frontal influencia o comportamento 
alimentar de crianças. Esses resultados foram replicados em diferentes idades e em ambas as coortes 
analisadas. Por fim, considerando nossos achados em modelos animais com relação ao sistema 
serotoninérgico, continuamos nossos estudos em humanos e avaliamos como processos cognitivos, 
epigenéticos e a densidade de matéria cinzenta encefálica são modulados pela interação entre adversidades 
no início da vida e a rede de genes que se co-expressa com o transportador de serotonina na amígdala. Os 
resultados desse trabalho demonstram que a interação entre adversidades em períodos sensíveis de 
desenvolvimento e a rede de genes que se co-expressa com o transportador de serotonina na amígdala 
modula  comportamentos relacionados à atenção e hiperatividade, bem como variações de metilação de 
DNA ao longo do genoma, e que SNPs dessa rede também são associados a variações de densidade de 
matéria cinzenta encefálica. Em conjunto, por meio de um estudo translacional nesta tese, identificamos 
um perfil genético e funcional associado à sinalização da leptina no córtex pré-frontal como um importante 
modulador dos efeitos de experiências adversas no comportamento alimentar. Por outro lado, evidências 
consistentes em nossos achados apontam que a funcionalidade da rede de genes co-expressos com o 
transportador de serotonina na amígdala é importante para resiliência ou risco aumentado de desenvolver 
psicopatologias ao longo da vida, interagindo com a presença de adversidades precoces. 

 

Palavras-chave: adversidades no início da vida; comportamento alimentar; receptor de leptina; rede de 
genes; transportador de serotonina; transtorno de déficit de atenção e hiperatividade. 
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ABSTRACT 
 

Early life adversities have been associated with the susceptibility to develop metabolic and psychiatric 
diseases later in life. However, the mechanisms behind this association need to be further investigated, as 
well as the individual characteristics that provide vulnerability or resilience. Therefore, the aim of this 
dissertation was to investigate the effects of interactions between genetic and environmental factors on 
eating behavior, and emotional and cognitive processes. For this, we first investigated the effects of 
different animal models of early life stress on anxiety-like behavior, body weight, and eating behavior. The 
results showed that maternal deprivation decreases body weight throughout life and this decrease is 
associated with a reduction in standard chow intake. On the other hand, both maternal separation and 
deprivation increased consumption of palatable foods and anxiety-like behavior in male animals. 
Interestingly, these results were sex-specific: in females, we did not observe changes in anxiety, and 
opposite results were seen regarding palatable foods intake, suggesting anhedonia-like behavior in the 
maternal deprivation group. We also observed that both early stress models induced alterations in the 
serotonergic content in the amygdala and hypothalamus, and reduced POMC expression in the 
hypothalamus of males. From these results, we hypothesized that early life stress effects on eating behavior 
could result from the interaction with functional gene networks. Therefore, we developed a translational 
study that analyzed interactions between exposure to adversity in early life and genes associated with the 
leptin receptor on eating behavior patterns and metabolic parameters in children from two prospective births 
cohorts. The results demonstrated that the interaction between adversity in early life and a gene network 
that co-expresses with the leptin receptor in the prefrontal cortex influences feeding behavior of children. 
These results were replicated at different ages and different cohorts. Finally, considering our findings in 
animal models regarding the serotonergic system, we continued our studies in humans and evaluated 
whether cognitive, epigenetic processes, and brain gray matter density are modulated by the interaction 
between adversities in early life and the gene network that is co-expressed with the serotonin transporter in 
the amygdala. The results of this study demonstrated that the interaction between adversities early in life 
and the gene network that co-expresses with the serotonin transporter in the amygdala modulates behaviors 
related to attention and hyperactivity, as well as variations in DNA methylations; and SNPs from this 
network are also associated with variations in brain gray matter density. In conclusion, here we identified 
a genetic and functional profile associated with leptin signaling in the prefrontal cortex as an important 
modulator of the effects of early life adversity on eating behavior. On the other hand, strong evidence from 
our findings indicates that the interaction between the amygdala serotonin transporter gene network and 
early life adversities modulated the resilience or increased risk of developing psychopathologies throughout 
life. 

Keywords: attention deficit hyperactivity disorder; early life adversities; eating behavior; gene network; 
leptin receptor; serotonin transporter. 
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1.1 Impacto de Experiências Ambientais no Período Perinatal 

O ambiente em que uma criança é inserida é fundamental para o seu desenvolvimento. 

Nesse sentido, o ambiente em si inclui todo o contexto em que uma criança se desenvolve, como 

o ambiente externo, a comunidade, a sociedade e o ambiente familiar (Perlroth & Castelo Branco, 

2017). O cuidado parental, o contato social, bem como estímulos e experiências no período pré e 

pós-natal são essenciais para o desenvolvimento motor, cognitivo e emocional de uma criança (do 

Prado et al., 2016; Grace, Bulsara, Robinson, & Hands, 2016; Juruena, Eror, Cleare, & Young, 

2020). 

A necessidade de cuidados especiais, bem como ações que visam à proteção e à 

manutenção da saúde da mãe e do bebê durante a gravidez e o pós-parto são amplamente 

conhecidos pela sociedade. De acordo com o senso comum, o resguardo, clinicamente denominado 

puerpério, se constitui de um período de respeito a normas culturalmente aprendidas, que tem 

como objetivo preservar a saúde e diminuir complicações pós-parto (Luz, Berni, & Selli, 2007). 

Dessa forma, o período pós-natal é marcado por orientações e práticas passadas de geração em 

geração relacionadas a restrições alimentares, de repouso, de higiene corporal, abstinência sexual, 

bem como de cuidado com a exposição a variações de temperatura. Tais práticas tem como 

objetivo o cuidado e a proteção da saúde da criança em períodos sensíveis de desenvolvimento 

(Acosta, Gomes, Kerber, & da Costa, 2012). 

Na clínica, a importância do cuidado e boas práticas na atenção obstétrica e neonatal é bem 

estabelecida. O Sistema Único de Saúde brasileiro, por exemplo, desenvolveu em 2011 a “Rede 

Cegonha” de atenção à promoção de saúde e prevenção de doenças da mãe e do bebê. O objetivo 

da rede é garantir o planejamento reprodutivo e a assistência à gestante durante o pré-natal, parto, 

nascimento e período puerpério, com atenção integral à saúde da criança (Portaria Nº 1.459, de 24 

de junho de 2011). Além disso, a prática de utilização do Método Canguru vem sendo adotada em 

unidades de terapia intensiva neonatais para recém-nascidos que precisam de cuidados especiais 

após o nascimento. Esse método promove a humanização e participação dos pais e da família no 

cuidado do bebê que precisa permanecer no hospital. O método de cuidado se inicia com o contato 

pele a pele do toque e evolui até a posição canguru (Ministério da Saúde, 2011). Estudos indicam 

que a utilização do método reduz o tempo de separação e facilita o vínculo afetivo dos pais com o 

recém-nascido, estimula o aleitamento materno, contribui para a redução do risco de infecção 
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hospitalar, bem como do estresse e da dor, favorecendo a estimulação sensorial e o 

desenvolvimento neuropsicomotor. 

Estudos em humanos e modelos animais demonstram a importância do cuidado e proteção 

adequados no período perinatal, sendo que a exposição a adversidades nesse período pode levar a 

prejuízos a curto e longo prazo para os filhotes (Couto-Pereira et al., 2019; Diehl et al., 2014; 

Meaney et al., 2013; Miguel, Pereira, et al., 2019; Silveira et al., 2010). De fato, é de se imaginar 

que a exposição a adversidades graves, como abandono, negligência, abuso físico e emocional, 

maus tratos, bem como doenças gestacionais e que acometem os bebês nos pós-parto, podem tornar 

os indivíduos mais vulneráveis a distúrbios metabólicos e comportamentais, além de déficits 

cognitivos e psicopatologias mais tarde na vida (Gentner & Leppert, 2019). Entretanto, o cuidado 

inapropriado dos filhos, a estrutura e as condições socioeconômicas da família, bem como baixo 

ou alto peso ao nascimento também são fatores de estresse que podem levar a prejuízos no 

desenvolvimento (Escobar et al., 2014; Levitan et al., 2017; Wendland et al., 2014). 

A exposição a fatores ambientais adversos, como nutrição inadequada, infecções, estresse, 

e alterações hormonais maternas pode modular a expressão gênica individual e ser determinante 

para o desenvolvimento de condições específicas de saúde e doença (Mandy & Nyirenda, 2018). 

Muitos achados clínicos, como os demonstrado na clínica pelo Professor Dr. David Barker, 

apontam que condições adversas intrauterinas e na primeira infância, como baixo peso ao nascer, 

aumentam o risco para desenvolver doenças cardiovasculares e metabólicas na vida adulta (Barker, 

Winter, Osmond, Margetts, & Simmonds, 1989). Embora tal condição não seja determinística, a 

hipótese de que a vida fetal e as fases iniciais da vida extrauterina são essenciais para o 

desenvolvimento dos indivíduos, levou à criação de uma linha de pesquisa conhecida como 

Origens Desenvolvimentistas da Saúde e Doença (DOHaD, sigla do termo em inglês 

“Developmental origins of health and disease”), a qual investiga a relação entre variações 

ambientais na vida precoce e desfechos tardios (Silveira, Portella, Goldani, & Barbieri, 2007; 

Wadhwa, Buss, Entringer, & Swanson, 2009). 

Diversas espécies animais, embora em diferentes graus, apresentam desenvolvimento 

continuado após a gestação, em especial nos primeiros estágios de vida pós-natal. Em humanos, 

os primeiros dois anos de vida são determinantes para o desenvolvimento estrutural e funcional do 

sistema nervoso (SN) (Kolb, Harker, & Gibb, 2017). Durante esse período, o encéfalo permanece 
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em maturação em um processo caracterizado pela formação, migração e diferenciação de 

neurônios. Além disso, ocorrem processos como organização de redes neurais, expansão da 

sustância cinzenta encefálica em regiões como o lobo frontal, e aumento da espessura cortical 

(Gilmore, Knickmeyer, & Gao, 2018). Ao mesmo tempo, processos de mielinização dos neurônios 

se iniciam no período pré-natal e permanecem após o nascimento, especialmente em regiões 

motoras, sensoriais e no hipocampo. Dessa forma, experiências ambientais nesse período sensível 

do desenvolvimento podem afetar a plasticidade encefálica, modulando profundamente o 

desenvolvimento do SN e fenótipos relacionados. 

1.2 Resposta do Organismo ao Estresse 

O estresse, que foi inicialmente descrito em 1936 como uma síndrome produzida por 

diversos agentes nocivos (Selye, 1998), é um termo amplamente utilizado para descrever situações 

e experiências desafiadoras para os indivíduos, às quais o organismo precisa se adaptar de maneira 

física e/ou emocional. Dentre as diversas definições de estresse, o grupo do Professor Dr. Bruce 

McEwen propôs a distinção entre estresse bom, estresse tolerável e estresse tóxico (McEwen, 

2007). O estresse bom se refere a situações de duração limitada e é associado a um sentimento de 

felicidade/realização após o fator estressor encerrar-se, como falar em público. Mediadores 

químicos relacionados ao estresse, como cortisol e adrenalina, são liberados, promovendo a 

adaptação necessária do organismo. Por outro lado, o estresse tolerável está relacionado ao estresse 

decorrente de uma situação desfavorável ou ruim, como a perda de um emprego. Nesse caso, tanto 

o cortisol quando a adrenalina são liberados, e podem permanecer elevados até que o organismo 

volte a se adaptar. Esse processo pode gerar consequências fisiopatológicas, como desregulação 

cardiovascular, imunológica, metabólica e mudanças nos circuitos encefálicos envolvidos na 

regulação emocional (Cohen, Janicki-Deverts, & Miller, 2007). Entretanto, é esperado que, 

eventualmente, o organismo minimize esses efeitos em longo prazo (McEwen, 1998). O estresse 

tóxico, por sua vez, também ocorre após um gatilho, como no estresse tolerável, porém nesse caso 

o indivíduo não tem recursos internos ou suporte externo suficiente para minimizar os efeitos do 

estresse, o que leva à desregulação fisiológica crônica, resultando em carga ou sobrecarga 

alostática, que consequentemente pode levar a distúrbios de saúde física e mental (Picard, 

McEwen, Epel, & Sandi, 2018). 
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A exposição a estressores, mesmo que de naturezas distintas, provoca um processo 

dinâmico no organismo que envolve respostas comportamentais, imunológicas, neurovegetativas 

e neuroendócrinas associadas à alostase, em um processo de manutenção da homeostase (McEwen, 

2007). Nesse sentido, duas respostas fisiológicas são importantes e classicamente conhecidas: a 

ativação do sistema neuroendócrino e do sistema nervoso autônomo. O estresse ativa o eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) e essa resposta é iniciada quando o núcleo paraventricular do 

hipotálamo sintetiza e secreta o hormônio liberador de corticotropina (CRH), o qual estimula a 

liberação do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) pela hipófise. O córtex da glândula adrenal 

é estimulado pelo ACTH a liberar glicocorticoides, especificamente cortisol em humanos e 

corticosterona em roedores (Tsigos & Chrousos, 2002). Os glicocorticóides (GCs) estão 

relacionados a uma série de funções fisiológicas necessárias durante situações estressantes, como 

a gliconeogênese, necessária para condições de luta ou fuga, e direcionamento de fluxo sanguíneo 

para órgãos específicos. Além disso, GCs também têm funções importantes em regiões encefálicas 

envolvidas em processos cognitivos, como memória, ansiedade e tomada de decisão, por meio de 

ações em mudanças de plasticidade sináptica, neurogênese, bem como indução de morte celular e 

expressão de receptores para neurotransmissores (Picard et al., 2018). Já o sistema nervoso 

autônomo, uma das principais vias neurais ativadas durante situações de estresse, tem sua ativação 

iniciada no núcleo paraventricular do hipotálamo. Neste núcleo, projeções de neurônios que 

contêm CRH para centros noradrenérgicos no tronco encefálico e medula espinhal aumentam a 

atividade simpática, culminando, entre outros processos, com a liberação de adrenalina pela 

medula da glândula adrenal e noradrenalina pelos gânglios paravertebrais simpáticos (Won & Kim, 

2016). Em conjunto, esses mecanismos levam a alterações comportamentais e periféricas que 

melhoram a capacidade do organismo de ajustar a homeostase e aumentar as chances de 

sobrevivência em situações de estresse. 

Os GCs, após liberação pelo córtex da glândula adrenal, acessam o encéfalo facilmente e 

exercem suas ações ao se ligarem em duas classes de receptores, os mineralocorticóides (MR) e 

os glicocorticóides (GR). Um importante efeito dos GCs no encéfalo ocorre via sistema de 

retroalimentação negativa sobre o eixo HHA (Tsigos & Chrousos, 2002). Entretanto, receptores 

de glicocorticóides são amplamente distribuídos no sistema nervoso central e estão envolvidos em 

ações não-genômicas e genômicas que levam a alterações fisiológicas e comportamentais (Harris, 

Holmes, de Kloet, Chapman, & Seckl, 2013). Os receptores da classe GR são expressos em 
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diversas regiões encefálicas e estão envolvidos diretamente na resposta ao estresse e no controle 

de retroalimentação negativa do eixo HHA. Por sua vez, os receptores MR são expressos 

principalmente em áreas límbicas, como o hipocampo e a amígdala, e estão associados a processos 

adaptativos, como consolidação da memória (de Quervain, Schwabe, & Roozendaal, 2017). 

O estresse agudo provoca liberação de mediadores, como aqueles citados acima, e causa 

modificações fisiológicas com o objetivo de adaptar o organismo para situações específicas. 

Entretanto a exposição crônica a esses mediadores pode causar mudanças metabólicas, 

cardiovasculares e neuroquímicas prejudiciais ao organismo. A exposição a longo prazo aos 

glicocorticóides aumenta a glicemia, estimula a maturação do precursor de adipócitos, aumenta a 

susceptibilidade a infecções, doenças metabólicas, obesidade, distúrbios de saúde mental como 

depressão e ansiedade, e doenças cardiovasculares (McEwen, 2007; McIntosh & Sapolsky, 1996; 

Picard et al., 2018; Russell & Lightman, 2019). Nesse sentido, condições de estresse aplicadas em 

períodos sensíveis de desenvolvimento, como na primeira infância, podem afetar o 

desenvolvimento encefálico. Estudos demonstram que o eixo HHA continua seu desenvolvimento 

e maturação durante a infância, e a exposição a níveis de cortisol elevados nesse período pode 

afetar a sensibilidade dos seus receptores no encéfalo (Gunnar & Quevedo, 2007), levando a efeitos 

de curta e longa duração bem estabelecidos, como aumento da reatividade do eixo HHA e 

consequente prejuízo na adaptação ao estresse (McEwen, 1998). Essas alterações são consideradas 

por muitos autores como o mecanismo primário pelo qual o estresse precoce predispõe indivíduos 

a alterações de saúde mental e física (Essex et al., 2011; Kim, Choi, Kim, Hong, & Park, 2020; 

Levine, 2001; Nishi, Horii-Hayashi, & Sasagawa, 2014). 

1.3 Consequências da Exposição a Adversidades no Início da vida  

Adversidades no início da vida são altamente associadas a vulnerabilidade para o 

desenvolvimento de uma grande quantidade de doenças crônicas ao longo da vida. Estudos em 

humanos e em modelos animais vêm demonstrando que a exposição a estressores podem predispor 

indivíduos a alterações neuroquímicas e comportamentais (figura 1). Estudos em humanos indicam 

que estressores em períodos sensíveis do desenvolvimento, como na infância e na adolescência, 

são considerados como fatores de risco para o desenvolvimento de psicopatologias, como 

transtornos de ansiedade, disfunções emocionais (Poole, Dobson, & Pusch, 2017) e depressão 

(Bouvette-Turcot et al., 2017). Crianças submetidas a experiências de abuso físico ou emocional 
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e violência doméstica, na primeira infância, são mais propensas a apresentarem prejuízos 

cognitivos (Holland et al., 2020). 

A nutrição inadequada durante a gestação está associada ao aumento de risco para 

desenvolvimento de obesidade e esse desfecho parece ser dependente do período gestacional em 

que o estresse intrauterino ocorreu. Por exemplo, um estudo clássico desenvolvido com mulheres 

que estiveram grávidas durante a Segunda Guerra Mundial, nos Países Baixos, demonstrou que 

filhos de mulheres que sofreram desnutrição no primeiro semestre de gestação apresentavam altos 

índices de obesidade no início da vida adulta. Por outro lado, os resultados eram opostos quando 

as mulheres sofreram desnutrição no último semestre de gestação: nesse caso os filhos 

apresentavam baixa incidência de obesidade. Assim, sugere-se que a nutrição adequada em 

períodos específicos do desenvolvimento favorece a diferenciação de centros encefálicos 

responsáveis pelo controle do consumo alimentar e ganho de peso corporal (Ravelli, Stein, & 

Susser, 1976).  

A obesidade e o excesso de peso são condições multifatoriais caracterizadas pelo excesso 

de gordura corporal decorrente de um desequilíbrio energético entre as calorias consumidas e as 

calorias gastas (Engin, 2017). É bem estabelecido que o excesso de gordura corporal é resultado 

de alterações metabólicas determinadas pela interação entre fatores genéticos e ambientais, e 

adversidades no início da vida podem levar a alterações metabólicas duradouras, que contribuem 

para o risco de desenvolver tais disfunções (Morris, Beilharz, Maniam, Reichelt, & Westbrook, 

2015), como será revisado em detalhes no tópico do Estado da Arte. Além disso, a exposição a 

experiências adversas na primeira infância também é altamente associada ao ganho de peso e 

índice de massa corporal ao longo da vida. Lumeng e colaboradores, por exemplo, observaram que 

experiências negativas durante a infância aumentam a chance de desenvolver sobrepeso em 

meninos e meninas aos 15 anos de idade, de forma independente de sexo, etnia, educação e status 

de peso materno (Lumeng et al., 2013). Outras adversidades na infância também são relacionadas 

a propensão ao desenvolvimento de sobrepeso, por exemplo, problemas psicológicos maternos são 

correlacionados com o desenvolvimento de obesidade de filhos ainda na infância 

(Ramasubramanian, Lane, & Rahman, 2013). Corroborando esses achados, mulheres vítimas de 

abuso sexual na infância também apresentam maiores chances de desenvolver obesidade na vida 

adulta (Noll, Zeller, Trickett, & Putnam, 2007). 
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A American Heart Association publicou uma declaração científica destacando os principais 

trabalhos da literatura sobre a influência de adversidades na infância em desfechos 

cardiometabólicos, incluindo também obesidade, hipertensão e diabetes mellitus tipo 2 (Suglia et 

al., 2018). As experiências adversas na infância e na adolescência, como ameaças percebidas à 

segurança e à proteção da integridade corporal e da estrutura familiar da criança, são altamente 

associadas com doenças cardiovasculares ao longo da vida (Suglia et al., 2018). Uma série de 

trabalhos evidencia a associação entre adversidades no início da vida e risco aumentado de 

desenvolver infarto agudo do miocárdio, acidentes vasculares encefálicos e doenças coronarianas 

(Su, Jimenez, Roberts, & Loucks, 2015). Nesse cenário, estudos sugerem que os mecanismos pelos 

quais adversidades aumentam o risco para doenças cardiovasculares envolvem fatores 

comportamentais, biológicos e de saúde mental (Suglia et al., 2018). Assim, evidências sugerem 

que as adversidades em estágios sensíveis do desenvolvimento estão associadas com o aumento 

de comportamentos que são considerados como fatores de risco para doenças cardiometabólicas, 

como hábito de fumar (Anda et al., 1999), consumo alimentar em excesso, principalmente 

alimentos com alto teor de energia (Hemmingsson, Johansson, & Reynisdottir, 2014) e a falta de 

hábito de praticar exercícios físicos (Sherwood & Jeffery, 2000). Além disso, adversidades no 

início da vida são consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de transtornos de 

ansiedade e de humor, os quais são positivamente correlacionados com taxas de morbidade e 

mortalidade cardiometabólicas (Tully, Harrison, Cheung, & Cosh, 2016). Ainda, adversidades na 

infância são associadas a alteração do sistema imune, do metabolismo e do sistema neuroendócrino 

(Suglia et al., 2018). De fato, um estudo recente demonstrou que adultos que passaram por 

adversidades na infância apresentam até duas vezes mais chances de desenvolver doenças 

cardiovasculares e risco de morte prematura (Godoy et al., 2021). A Figura 1 ilustra as possíveis 

consequências da exposição a experiências adversas na infância. 
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Figura 1: Resumo dos efeitos de experiências adversas na infância e a influência de fatores ambientais 
protetivos e de fatores genéticos relacionados a resiliência e a vulnerabilidade ao desenvolvimento de 
alterações comportamentais, psicopatologias, doenças metabólicas, e risco aumentado ao desenvolvimento 
para hábitos de risco para a saúde como má qualidade de sono, dietas ricas em açúcar e gordura, abuso de 
substância e sedentarismo. Adaptado de (Godoy et al., 2021). TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa; TDAH: 
Transtorno de déficit de atenção e hiperatividade; HHA: Eixo hipotálamo-hipófise-adrenal. Criado com 
BioRender.com. 

 

1.4 Modelos Animais para estudo de Adversidades no Início da Vida 

A separação maternal (MS) de filhotes de roedores é um modelo animal amplamente 

utilizado na pesquisa pré-clínica para mimetizar os efeitos de adversidades no início da vida em 

humanos (Couto-Pereira et al., 2019; Heim & Nemeroff, 2001). Nesse modelo de estresse precoce, 

roedores, os quais também têm desenvolvimento continuado após a gestação, são submetidos à 

separação da presença materna por algumas horas diárias durante as primeiras semanas de vida. 

Os protocolos de MS variam entre laboratórios, de acordo com o tempo de separação diária (entre 

10 minutos a até 6 horas diárias) e o período pós-natal de separação (durante primeiros 10 dias, 14 

dias ou ainda 21 dias de vida). Modelos com separação de no máximo 30 minutos são considerados 
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como manipulação apenas, enquanto modelos de 1 ou mais horas são considerados separação de 

fato (Nylander & Roman, 2013). Outros modelos envolvem separação de 24 horas durante dias 

específicos no período pós-natal, e tais protocolos são chamados de privação maternal (MD) 

(Miragaia et al., 2018; Wertheimer, Girardi, de Oliveira, Monteiro Longo, & Suchecki, 2016). 

Esse protocolo se constitui de uma combinação de fatores estressantes, que envolvem a falta de 

cuidado e proteção maternal, e falta de alimentação durante o período de separação.  

Embora esses modelos sejam muito utilizados na pesquisa pré-clínica, os protocolos 

apresentam grande variabilidade, o que contribui para diferentes achados comportamentais e 

neuroquímicos, que variam conforme a janela de desenvolvimento que afetam. Nesse sentido, 

estudos são necessários para identificar os mecanismos fisiológicos pelos quais diferentes modelos 

de estresse causam diferentes fenótipos, principalmente considerando diferenças sexo-específicas. 
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2. Estado da Arte 
______________________________________________________________________________ 
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 A exposição a adversidades no início da vida pode predispor indivíduos a alterações 

comportamentais e metabólicas, como comentado anteriormente. De interesse especial para esta 

tese, serão revisados estudos clássicos e atuais relativos aos efeitos de adversidades no início da 

vida no desenvolvimento de transtornos mentais como ansiedade, atenção e hiperatividade, bem 

como as influências de adversidades em alterações de comportamento alimentar e metabólicas.  

O capítulo estado da arte revisará inicialmente a influência de adversidades no início da 

vida na programação de aspectos emocionais e cognitivos. Em seguida, o capítulo Life-course 

effects of early life adversity exposure on eating behavior and metabolism terá como foco a 

influência do ambiente perinatal na programação do comportamento alimentar e do metabolismo. 
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Influência de Adversidades no Início da Vida no Desenvolvimento de 
Transtornos de Ansiedade 

 

Transtornos de ansiedade são  distúrbios de saúde mental altamente prevalentes na 

população. Estima-se que 3,6% da população global apresentam transtornos de ansiedade, com a 

maioria dos casos ocorrendo nas regiões do Sudeste Asiático e das Américas (WHO, 2017). Os 

transtornos de ansiedade variam conforme situações que os desencadeiam, mas compartilham 

entre si sintomas excessivos de medo e ansiedade. Enquanto o medo é definido como uma resposta 

emocional a uma ameaça percebida e real, necessário em situações de luta ou fuga, a ansiedade 

consiste na antecipação de uma ameaça futura e uma preparação para situações de perigo, 

caracterizada por tensão muscular e vigilância ao perigo (Figura 2). Diferentemente do medo e 

ansiedade adaptativos, nos transtornos de ansiedade essas emoções são caracterizadas como 

excessivas, sendo muitas vezes incapacitantes. Segundo o Manual de Diagnósticos de Transtornos 

Mentais (DSM), os transtornos de ansiedade podem ser classificados em: Transtorno de Ansiedade 

Generalizada, Transtorno de Ansiedade de Separação, Mutismo Seletivo, Fobia Específica, 

Transtorno de Ansiedade Social ou Fobia Social, Transtorno de Pânico, Agorafobia, Transtorno 

de Ansiedade Induzido por Substância/Medicamento ou Outra Condição Médica (American 

Psychiatric Association, 2013). 

 Embora atividades do cotidiano possam gerar ansiedade, nos transtornos de ansiedade, em 

especial no transtorno de ansiedade generalizada, os sinais de ansiedade são desencadeados por 

eventos ou atividades específicas que, em geral, resultam em preocupação excessiva e 

desproporcional à situação. Diferentemente da ansiedade rotineira, os sintomas associados ao 

transtorno de ansiedade interferem diretamente nas atividades diárias, relações sociais e 

profissionais. Além disso, os transtornos de ansiedade apresentam altas taxas de comorbidade com 

outros transtornos mentais, como outros transtornos de ansiedade e depressão, afetando de forma 

significativa a qualidade de vida do indivíduo. O diagnóstico é realizado com base em avaliações 

clínicas, utilizando como base o Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais. O 

critério diagnóstico para Ansiedade Generalizada inclui ansiedade e preocupação excessivas 

ocorrendo na maioria dos dias por pelo menos seis meses e acompanhadas de pelo menos três 

outros sintomas como: inquietação, fadiga, dificuldade de concentração, irritabilidade, tensão 

muscular e perturbação do sono. Em crianças, por sua vez, o diagnóstico é realizado quando pelo 
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menos um desses sintomas está presente pelo tempo determinado (American Psychiatric 

Association, 2013).  

Os transtornos de ansiedade generalizada são decorrentes de ativação excessivas de regiões 

encefálicas associadas aos comportamentos de medo e resposta de luta ou fuga. Regiões 

encefálicas do sistema límbico, áreas corticais e regiões do tronco encefálico estão relacionadas à 

modulação de resposta de ansiedade. As bases neurobiológicas dos transtornos de ansiedade 

apontam que alterações tanto estruturais quanto funcionais, de neurotransmissores e 

neuropeptídios são responsáveis pelos quadros de ansiedade excessiva (Dunsmoor & Paz, 2015). 

A amígdala é considerada como a região central para controle da ansiedade, sendo também 

altamente associada à modulação da atenção, processamento de estímulos e ativação de respostas 

de medo, agressão e comportamento defensivo (Martin, Ressler, Binder, & Nemeroff, 2009). 

Lesões em subdivisões da amígdala, que incluem a amígdala central, basolateral e medial, núcleos 

altamente complexos, heterogêneos e inervados por diferentes populações neuronais, induzem 

alterações de ansiedade em animais (Sanders & Shekhar, 1995; Ventura-Silva et al., 2013). Por 

exemplo, a hiperexcitabilidade da amígdala basolateral é associada ao aumento de comportamento 

tipo-ansioso e medo excessivos, enquanto a inibição da mesma região é associada à diminuição 

desses comportamentos (Truitt, Johnson, Dietrich, Fitz, & Shekhar, 2009).  

Além da amígdala, outras regiões encefálicas são associadas ao controle da ansiedade 

(Martin et al., 2009). O córtex pré-frontal está envolvido em funções executivas, como tomada de 

decisão, controle de impulsos e humor, no processamento de recompensas e na modulação da 

resposta a emoções. Por outro lado, o córtex límbico integra informações sensoriais, afetivas e 

cognitivas. Evidências de muitos estudos demonstram que tanto a atividade de cada uma dessas 

regiões, quando as conexões entre elas, induzem comportamentos específicos caracterizados como 

medo e ansiedade. O principal circuito envolvido na regulação da ansiedade é composto pela 

amígdala e essas demais regiões. A amígdala basolateral recebe informações potencialmente 

ansiogênicas vindas dos sistemas sensoriais via tálamo e de regiões do córtex sensorial e então 

ativa o núcleo central da amígdala através de impulsos excitatórios glutamatérgicos. Impulsos 

inibitórios via neurônios GABAérgicos são projetados da amígdala para o hipotálamo e regiões do 

tronco encefálico induzindo sensações autonômicas associadas à ansiedade. Impulsos excitatórios, 



 

27 
 

por sua vez, são enviados da amígdala para regiões corticais e contribuem para a apresentação do 

estímulo emocional (Nuss, 2015). 

Dois sistemas neurotransmissores são considerados chaves para o controle de 

comportamentos relacionados a medo e ansiedade: o sistema GABAérgico e o sistema 

serotoninérgico. De fato, a maioria dos fármacos utilizados na clínica para o tratamento de 

ansiedade são benzodiazepínicos e barbitúricos (Newman, Llera, Erickson, Przeworski, & 

Castonguay, 2013). Estudos optogenéticos demonstraram que inibição de neurônios GABAérgicos 

da amígdala produz efeito ansiogênico em camundongos (Luo et al., 2020), e curiosamente a 

ativação de astrócitos na amígdala basolateral reduz o comportamento tipo-ansiedade induzido por 

estresse, talvez por favorecer a eficiência da liberação e recaptação de neurotransmissores (Xiao, 

Xu, & Tu, 2020). O sistema serotoninérgico, de maior interesse neste trabalho, modula diversos 

comportamentos que incluem percepção de dor, sono, agressão, comportamento alimentar, de 

ansiedade e de medo. Neurônios serotoninérgicos são originados no núcleo dorsal da rafe e se 

projetam para uma série de estruturas encefálicas como a amígdala e outras estruturas límbicas 

(Figura 2). A serotonina é sintetizada no citoplasma de neurônios serotoninérgicos pré-sinápticos 

a partir do aminoácido triptofano pela ação da enzima triptofano hidroxilase, que produz 5-

hidroxitriptofano, o qual é descarboxilado pela ação da enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilase, 

produzindo serotonina. Após a formação do neurotransmissor, ele é armazenado em vesículas via 

transportador vesicular de monoaminas (VMAT). Ao ser liberada na fenda sináptica, a serotonina 

se liga a receptores na superfície de neurônios pós-sinápticos (5-HT1-7). Os neurotransmissores são 

então recaptados pelo transportador de serotonina (SERT) para neurônios pré-sinápticos, e podem 

ser degradados pela enzima monoamino-oxidase. Alterações na síntese, liberação e 

disponibilidade de serotonina são associadas com alterações de comportamentos de ansiedade e 

atenção, como será discutido adiante (Curran & Chalasani, 2012). Estudos em humanos 

considerando polimorfismos de genes associados a sinalização de serotonina, por exemplo, 

identificaram que a presença de uma ou duas cópias do alelo curto (5-HTTLPR) da região 

promotora do transportador de serotonina (SLC6A4) está associada à redução da expressão e da 

função do transportador de serotonina e a um aumento de atividade neuronal da amígdala, bem 

como aumento de comportamentos relacionados a medo e ansiedade (Hariri et al., 2002). 
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Figura 2: Respostas Serotoninérgicas Envolvendo Medo e Ansiedade. Reações de medo ocorrem em 
resposta a uma ameaça percebida, como um estímulo que poderia desencadear danos físicos, enquanto um 
comportamento de ansiedade ocorre em resposta a uma ameaça imprecisa ou desconhecida. O 
processamento fisiológico de um estímulo ameaçador ocorre quando o estímulo de natureza variada, como 
exemplificado por estímulos visuais, olfatórios e auditivos, é percebido. O estímulo se torna um gatilho, 
ativando regiões encefálicas como o hipocampo e desencadeando a ativação do eixo HHA. O estímulo 
ameaçador é processado pelo tálamo e amígdala. A amígdala integra informações de memória do 
hipocampo e córtex e envia projeções serotoninérgicas para outras regiões encefálicas como a ínsula e o 
hipotálamo. A serotonina é liberada por neurônios do núcleo dorsal da rafe e inerva regiões do cerebelo, 
tálamo, hipocampo, hipotálamo, córtex pré-frontal e amígdala. Adaptada de (Curran & Chalasani, 2012). 
Criado com BioRender.com. 

Algumas variáveis são consideradas como fatores de risco ou fatores capazes de aumentar 

a vulnerabilidade a transtornos de ansiedade. Dentre os principais fatores de risco estima-se que 

ser do sexo feminino é um dos mais importantes, considerando que mulheres apresentam até duas 

vezes mais chances de apresentarem transtornos de ansiedade. Entretanto, fatores genéticos, 

fatores ambientais e a interação gene e ambiente contribuem substancialmente para a etiologia dos 

transtornos de ansiedade. Dentre os fatores genéticos, a presença de variantes como o 
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polimorfismo da região promotora do gene do transportador de serotonina (Hariri et al., 2002), 

citado anteriormente, ou familiares com histórico de transtornos mentais (Craske et al., 2017), 

podem favorecer o desenvolvimento dos transtornos de ansiedade. Além disso, a exposição a 

adversidades na infância, como abuso físico ou social, divórcio dos pais, tratamento inadequado 

ou mesmo a necessidade de hospitalização, está associada ao desenvolvimento de transtornos de 

ansiedade e também de humor na idade adulta (Afifi, Mota, Dasiewicz, MacMillan, & Sareen, 

2012; Otowa, York, Gardner, Kendler, & Hettema, 2014; Sareen et al., 2013). Estudos em modelos 

animais também demonstram que adversidades no início da vida aumentam a vulnerabilidade ao 

desenvolvimento de comportamentos tipo-ansiosos (Daniels, Pietersen, Carstens, & Stein, 2004; 

Trujillo, Durando, & Suarez, 2016). Entretanto, as bases neuroquímicas que levam a alterações de 

ansiedade ainda precisam ser melhor investigadas para o direcionamento de estratégias adequadas 

direcionadas ao público-alvo. 
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Influência de Adversidades no Início da Vida no Desenvolvimento de 
Transtornos de Atenção e Hiperatividade 

 

Os transtornos de neurodesenvolvimento são caracterizados como condições específicas 

que se manifestam no início do desenvolvimento infantil e acarretam prejuízos pessoais, sociais, 

acadêmicos e profissionais ao longo da vida. Esses prejuízos se manifestam como alterações de 

aprendizagem, do controle de funções executivas, prejuízos globais e de habilidades sociais. 

Dentre esses transtornos, destaca-se o Transtorno de Déficit de Atenção e Hiperatividade (TDAH), 

um dos transtornos psiquiátricos mais comuns na infância. O TDAH é caracterizado por sintomas 

de dificuldade de atenção, impulsividade e hiperatividade (American Psychiatric Association, 

2013). Embora seja comum na infância, frequentemente o transtorno persiste até a vida adulta e é 

considerado como um fator de risco para transtornos mentais, tais como comportamentos 

desafiadores e antissociais, problemas emocionais, propensão ao abuso de substâncias, baixo 

desempenho educacional, dificuldades com emprego e relacionamentos (Sayal, Prasad, Daley, 

Ford, & Coghill, 2018).  

O diagnóstico do TDAH é realizado utilizando os critérios do Manual Diagnóstico e 

Estatístico de Transtornos Mentais (American Psychiatric Association, 2013),  tendo como 

característica base um padrão contínuo e persistente de desatenção e/ou hiperatividade e 

impulsividade. O diagnóstico de crianças é realizado quando os familiares reportam pelo menos 

seis sintomas de desatenção (exemplo: dificuldade em detalhes ou erros por descuido em tarefas 

escolares, no trabalho ou durante outras atividades; dificuldade de manter a atenção em tarefas ou 

atividades lúdicas); hiperatividade e impulsividade (exemplo: frequentemente levanta da cadeira 

em situações em que se espera que permaneça sentado, corre ou sobe nas coisas em situações em 

que isso é inapropriado, ou em adultos observa-se sensações de inquietude); e são persistentes por 

pelo menos seis meses. Esses sintomas devem estar presentes em pelo menos dois ambientes, como 

na escola e em casa e devem ser evidentes antes dos 12 anos de idade. Comumente, três 

apresentações do TDAH podem ser distinguidas de acordo com a classificação do DSM-5: (I) 

TDAH subtipo combinado, ou seja, tanto sinais de desatenção quanto de hiperatividade e 

impulsividade estão presentes; (II) TDAH subtipo predominantemente desatento, quando sinais de 

desatenção são mais prevalentes; e (III) TDAH subtipo hiperativo/impulsivo, caracterizado por 

sinais de hiperatividade e impulsividade predominantes. 
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Embora o diagnóstico do TDAH possa ser realizado também por outras ferramentas, o que 

consequentemente dificulta o rastreio da prevalência do transtorno, uma série de revisões 

sistemáticas apontaram que a prevalência mundial do transtorno está entre 2,2 e 7,2% (Sayal et al., 

2018). Estudos sugerem que alguns fatores sociodemográficos como sexo, etnicidade e status 

socioeconômico são importantes para a estimativa do transtorno. Por exemplo, em crianças e 

adolescentes as taxas de diagnósticos de TDAH são maiores em meninos que em meninas, embora 

a estimativa de proporção varie entre os estudos (2-3 meninos a cada 1 menina em estudos 

populacionais ou 4 a cada 1 em estudos clínicos) (Faraone et al., 2015; Sayal et al., 2018). Além 

disso, a prevalência do transtorno também parece estar associada à baixa renda familiar e a algumas 

etnias, apesar de esses resultados serem pouco conclusivos (Faraone et al., 2015). 

Pacientes com TDAH frequentemente apresentam outros transtornos comportamentais 

associados. O transtorno opositor desafiador é altamente comórbido com o TDAH e estima-se que 

metade das crianças diagnosticadas com o subtipo combinado também apresentam o transtorno de 

oposição desafiante (American Psychiatric Association, 2013). Além disso, transtornos de conduta 

e transtornos específicos de aprendizagem são comuns em indivíduos com TDAH. Crianças com 

TDAH tendem a apresentar dificuldade de escrita, leitura e/ou matemática (DuPaul, Gormley, & 

Laracy, 2013). De fato, a dificuldade de atenção e a hiperatividade em períodos escolares iniciais 

podem comprometer o aprendizado convencional. Em adultos, estima-se taxas de comorbidade de 

TDAH e transtorno bipolar entre 9,5% e 21,2%. Corroborando esses achados, estudos observam 

que indivíduos com TDAH apresentam também transtornos de humor, que podem aparecer ainda 

na infância. Por outro lado, transtornos de ansiedade, como fobia social e transtorno do pânico, 

são comuns em indivíduos com TDAH e possivelmente decorrem das mesmas bases 

neuroanatômicas que serão discutidas a seguir (Katzman, Bilkey, Chokka, Fallu, & Klassen, 

2017). 

Diversas linhas de pesquisa apontam que os sintomas de dificuldade de atenção e 

hiperatividade são decorrentes de disfunções cognitivas, especialmente por alterações de funções 

executivas (Barkley, 1997; Castellanos et al., 2002). Um estudo clássico nos anos 90 propôs um 

modelo teórico de que o TDAH seria resultado de alterações de comportamento inibitório e 

prejuízos de funções executivas (Barkley, 1997). O modelo de Barkley define funções executivas 

como uma série de quatro funções, sendo elas: memória de trabalho, auto-regulação do afeto, 
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motivação e excitação; internalização da fala; e reconstituição. Essas funções controlariam outros 

sistemas neuropsicológicos e influenciariam o sistema motor, levando a alterações 

comportamentais associadas ao transtorno (Barkley, 1997). Corroborando esses achados, dados da 

literatura demonstram que crianças e adultos com TDAH apresentam também prejuízos de 

memória e baixo desempenho em testes de aprendizagem verbal (Roth et al., 2004). 

 Estudos de neuroimagem propõem que a ocorrência do transtorno está associada ao atraso 

no desenvolvimento de regiões encefálicas envolvidas no controle de funções executivas 

(Castellanos et al., 2002), regiões essas que permanecem em desenvolvimento no decorrer da 

infância e da adolescência (Sowell, Thompson, & Toga, 2004). Essa hipótese surgiu da observação 

de que algumas crianças diagnosticadas com TDAH apresentavam comportamento mais ativo e 

impulsivo, semelhante a crianças mais jovens. De fato, algumas características corroboram essa 

hipótese, como por exemplo o fato de crianças com TDAH apresentarem déficits em 

desenvolvimento de funções cognitivas superiores, de autocontrole inibitório, necessidade de 

recompensa imediata, bem como dificuldade de atenção e falha na previsão de consequências 

temporais (Rubia, 2007). Outro fato que corrobora essa hipótese parte do princípio de que muitos 

pacientes diagnosticados com o transtorno apresentam melhora e normalização do quadro na vida 

adulta (Faraone et al., 2015). Com o objetivo de avaliar se o TDAH poderia ser caracterizado por 

alterações de espessura de regiões do córtex envolvidas no controle atencional, Shaw e 

colaboradores (2006) realizaram um estudo longitudinal em que avaliaram o desenvolvimento 

encefálico de crianças com TDAH comparadas com crianças controle. Nesse estudo, um total de 

163 crianças diagnosticadas com o transtorno e 166 crianças controles tiveram pelo menos dois 

exames de ressonância magnética e avaliações clínicas pelo tempo de acompanhamento de 5 anos. 

Os autores observaram diminuição da espessura do córtex, particularmente córtex pré-frontal 

medial e superior e de regiões pré-centrais de crianças com TDAH comparadas com crianças 

controle. Entretanto, durante o desenvolvimento, o córtex parietal direito de crianças com TDAH 

de quadro leve normalizou em relação ao grupo controle, o que é esperado durante a maturação 

encefálica na adolescência (Shaw et al., 2006; Sowell et al., 2004). Esses resultados corroboram a 

hipótese de que o TDAH tem fisiopatologia associada ao atraso do desenvolvimento e maturação 

de estruturas encefálicas que são associadas ao controle de funções executivas. 
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O TDAH possui etiologia multifatorial com fatores genéticos, fatores ambientais e a 

interação gene x ambiente contribuindo substancialmente para o desenvolvimento do transtorno. 

Muitos estudos apontam a elevada prevalência do TDAH entre familiares. Estima-se que pais com 

TDAH têm entre duas e oito vezes mais chances de terem filhos com o mesmo transtorno. Da 

mesma forma, irmãos de indivíduos diagnosticados têm risco elevado para o desenvolvimento da 

doença (Faraone et al., 2000). Além disso, considerando que fatores ambientais poderiam interferir 

no desenvolvimento do transtorno, um estudo duplo-cego analisou os riscos de desenvolver TDAH 

entre irmãos, controlando variáveis como sexo, integridade familiar e status socioeconômico e 

confirmou as altas taxas de desenvolvimento do transtorno entre famílias (Faraone et al., 2005). 

Finalmente, estudos com gêmeos monozigóticos e dizigóticos, que compartilham respectivamente 

praticamente 100% e 50% do genoma, foram revisados em 2005. Considerando diversas etnias, a 

média de hereditariedade do TDAH foi estimada em 76%, sendo considerado um dos transtornos 

psiquiátricos mais herdáveis (Faraone et al., 2005). 

Dados da literatura apontam que fatores genéticos estáveis e comuns, fatores genéticos que 

emergem em diferentes estágios de desenvolvimento desde a infância até a vida adulta e algumas 

variantes genéticas são associadas ao desenvolvimento do TDAH (Faraone et al., 2015). Vários 

estudos têm se esforçado para identificar genes centrais importantes para a etiologia do TDAH. 

Um dos primeiros estudos com gene candidato para TDAH identificou que certos polimorfismos 

do transportador de dopamina aumentam a susceptibilidade para o desenvolvimento do transtorno 

(Cook et al., 1995). De fato, o tratamento mais efetivo para TDAH envolve a utilização de 

fármacos como metilfenidato, anfetamina, pemolina e bupropiona, que atuam inibindo o 

transportador de dopamina, corroborando os resultados de genes candidatos (Minzenberg, 2012).  

Com o objetivo de identificar os principais genes candidatos associados ao 

desenvolvimento de TDAH, Gizer e colaboradores realizaram uma meta-análise em 2009, 

considerando genes que foram associados ao transtorno em diferentes estudos. Dentre os 

candidatos identificados, destacam-se genes envolvidos na sinalização de monoaminas 

neurotransmissoras, tais como genes envolvidos nas vias dopaminérgicas, vias adrenérgicas, vias 

serotoninérgicas e vias colinérgicas, além de genes envolvidas nas vias de desenvolvimento do 

sistema nervoso (Gizer, Ficks, & Waldman, 2009). O sistema dopaminérgico foi amplamente 

associado ao desenvolvimento do TDAH. O gene do transportador de dopamina (DAT1, 
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SLC6A3), por exemplo, responsável pela recaptação do neurotransmissor, tem sido amplamente 

identificado como gene candidato para o transtorno. De fato, animais nocaute para o gene DAT1 

são utilizados como modelos animais para o estudo do TDAH (Leo & Gainetdinov, 2013). Além 

disso, receptores de dopamina, tais como receptores de dopamina D4 (DRD4), D2 (DRD2) e D5 

(DRD5), que são amplamente expressos em regiões do córtex orbitofrontal e do giro cingulado, 

do córtex pré-frontal, e do hipocampo, respectivamente, estão envolvidos na etiologia do 

transtorno e no processamento das vias de recompensa (Gizer et al., 2009). 

Variações em genes relacionados à função do sistema serotoninérgico também apresentam 

resultados importantes na etiologia do TDAH (Gizer et al., 2009). Nesse sentido, o transportador 

de serotonina (SLC6A4; 5-HTT) foi identificado como um gene candidato fundamental no 

fenótipo do transtorno, especialmente por seu envolvimento no controle da impulsividade e 

hiperatividade (Gizer et al., 2009). O gene do transportador de serotonina está localizado no braço 

longo do cromossomo 17 e seu produto atua na recaptação da serotonina na fenda sináptica, sendo 

o mecanismo primário para regulação da disponibilidade de serotonina extracelular (Halperin et 

al., 1997). Além disso, o 5-HTT está amplamente distribuído em regiões encefálicas associadas ao 

controle da atenção, memória e atividades motoras, tais como o hipocampo, o hipotálamo, o córtex 

cingulado e a amígdala (Frankle et al., 2004; Oquendo et al., 2007; Puig & Gulledge, 2011). Dentre 

as funções da amígdala, discutimos anteriormente sua função no controle de comportamentos 

relacionado ao medo e à ansiedade, contudo essa região também está envolvida no controle e 

manutenção de processos atencionais e de aprendizagem, e grande parte dessas funções está 

relacionada a alta inervação serotoninérgica (Pessoa, 2010).  

Embora estudos tentem identificar um gene em comum responsável pelo transtorno, a 

inconsistência dos achados para um gene específico sugere que o TDAH, por ser uma doença 

complexa, poderia resultar da influência de uma série de genes contribuindo para o 

desenvolvimento do mesmo fenótipo (Thapar & Cooper, 2016). Nesse sentido, apenas em 2019 

um estudo de associação genômica ampla (GWAS) foi desenvolvido para identificar variantes 

comuns de DNA que aumentam o risco de TDAH, o qual identificou 12 polimorfismos 

significativamente associados ao transtorno (Demontis et al., 2019). A identificação desses 

polimorfismos corrobora a hipótese de que o TDAH se constitui em um transtorno com múltiplas 

variáveis contribuindo para um transtorno complexo. Dessa forma, estudos que contemplem a ação 
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de diferentes variantes genéticas podem ser fundamentais para o direcionamento e identificação 

de crianças com risco elevado para o desenvolvimento do transtorno. 

Além de fatores hereditários, fatores ambientais são extremamente importantes para o risco 

de desenvolvimento do TDAH. Evidências apontam que a exposição a adversidades no período 

perinatal, exposição a toxinas, disponibilidade de nutrição adequada e fatores psicossociais são 

associados ao TDAH (Thapar & Cooper, 2016). Dentre as adversidades no período perinatal, baixo 

peso ao nascer, prematuridade, exposição a drogas ilícitas, tabaco e álcool durante o período 

gestacional são amplamente associados ao risco para desenvolver o transtorno (Thapar, Cooper, 

Eyre, & Langley, 2013). A importância do período perinatal para o risco aumentado de TDAH é 

estabelecida e confirmada por estudos em modelos animais que observaram que hipóxia e isquemia 

neonatal aumentavam comportamentos associados a inatenção, impulsividade, além de alterar a 

síntese de dopamina no córtex pré-frontal (Ketzer, Gallois, Martinez, Rohde, & Schmitz, 2012; 

Mikkelsen et al., 2017). Miguel e colaboradores em 2019 avaliaram a atividade locomotora e a 

flexibilidade cognitiva em ratos expostos a hipóxia e isquemia no período neonatal e observaram 

que o estresse nesse período levou à inflexibilidade cognitiva, que foi revertida pelo tratamento 

com metilfenidato, embora o mesmo tenha causado aumento de atividade locomotora nesse grupo 

de animais. Além disso, esses resultados foram associados à diminuição dos receptores 

dopaminérgicos D2 e do transportador de dopamina e a um aumento dos níveis da enzima tirosina 

hidroxilase fosforilada. Esses resultados em conjunto validaram o modelo de hipóxia e isquemia 

neonatal como um modelo animal para o estudo do TDAH, confirmando a importância no 

ambiente neonatal para o desenvolvimento do TDAH (Miguel, Deniz, et al., 2019). 

De acordo com o exposto, não é possível afirmar que um único fator de risco ou variante 

genética poderia explicar o desenvolvimento do TDAH, embora uma extensa literatura aponte que 

fatores hereditários e ambientais contribuam substancialmente para o desenvolvimento do 

transtorno. Nesse sentido, a interação gene e ambiente (G × E) seria o principal mecanismo pelo 

qual fatores ambientais interagem com fatores genéticos e aumentam o risco para o 

desenvolvimento do transtorno (Faraone et al., 2015). Variantes genéticas poderiam conferir 

vulnerabilidade a adversidades que poderiam predispor indivíduos ao desenvolvimento de 

fenótipos específicos. Corroborando essa hipótese, o polimorfismo do gene do transportador de 

serotonina (5-HTTLPR) foi identificado como moderador dos efeitos da exposição ao estresse 
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crônico e preditor do desenvolvimento do TDAH (van der Meer et al., 2014). No entanto, doenças 

complexas, como o TDAH, envolvem uma complexa rede de genes funcional organizada de forma 

hierárquica, que envolve vias moleculares, tipos celulares e circuitos que acarretam modificações 

cognitivas e comportamentais (Gaiteri, Ding, French, Tseng, & Sibille, 2014; Parikshak, Gandal, 

& Geschwind, 2015). Por outro lado, a exposição a adversidades poderia levar a alterações 

epigenéticas, como metilação do DNA, que levam a alterações na expressão genômica e, 

consequentemente, a alterações funcionais. Embora pouco estudado no contexto do TDAH, 

alterações epigenéticas poderiam mediar a associação entre fatores de risco ambientais e o 

desenvolvimento do TDAH (Mill & Petronis, 2008). 
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Influência de Adversidades no Início da Vida na Programação do 
Comportamento alimentar e do metabolismo 

 

As influências de adversidades no início da vida na programação de comportamento 

alimentar e do metabolismo foram revisadas e publicadas em um capítulo da série de livros 

Advances in Food and Nutrition Research da editora Elsevier. A seguir, serão discutidos os efeitos 

de condições ambientais, em períodos sensíveis do desenvolvimento, no comportamento alimentar 

e no metabolismo, considerando fatores que são associados ao apetite, como emoções e processos 

cognitivos, comportamentos hedônicos e o sistema de recompensa, e a exposição a dietas 

palatáveis, finalizando com estudos de interação gene e ambiente sobre o desenvolvimento do 

comportamento alimentar e fenótipos relacionados. 
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Abstract 

Environmental variations in early life influence brain development, making individuals more 

vulnerable to psychiatric and metabolic disorders. Early life stress (ELS) has a strong impact on 

the development of eating behavior. However, eating is a complex behavior, determined by an 

interaction between signals of energy homeostasis, neuronal circuits involved in its regulation, and 

circuits related to rewarding properties of the food. Although mechanisms underlying ELS-

induced altered feeding behavior are not completely understood, evidence suggest that the effects 

of ELS on metabolic, mood, and emotional disorders, as well as reward system dysfunctions can 

contribute directly or indirectly to altered feeding behavior. The focus of this chapter is to discuss 

the effects of ELS on eating behavior and metabolism, considering different factors that control 

appetite such as energy homeostasis, hedonic properties of the food, emotional and cognitive 

status. After highlighting classic studies on the association between ELS and eating behavior 

alterations, we discuss how exposure to adversity can interact with genetics characteristics to 

predict variable outcomes. 
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3. Hipótese 
______________________________________________________________________________ 
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 Considerando que: 

1. o período perinatal se constitui de um período sensível para o desenvolvimento, sendo uma 

fase da vida em que vários sistemas continuam seu processo de maturação, como é o caso 

do encéfalo, e que influências ambientais nesse período podem causar prejuízos na 

formação e/ou eficácia de circuitos neurais que podem levar a alterações comportamentais 

e neuroquímicas a longo prazo;  

 

2. embora exista uma grande variabilidade de protocolos de estresse neonatal em modelos 

animais, diversas evidências apontam que adversidades no início da vida estão associadas 

a alterações de peso corporal e consumo alimentar, bem como de comportamentos 

relacionados, tais como como ansiedade, hiperatividade e impulsividade, e que os 

mecanismos pelos quais fatores ambientais em fases iniciais da vida afetam esses desfechos 

ainda precisam ser mais bem elucidados; 

 

3. fatores genéticos e ambientais interagem entre si e influenciam o desenvolvimento; 

 

a hipótese dessa tese é que a exposição a adversidades no início da vida interage com redes 

funcionais associadas ao comportamento alimentar e a processos emocionais e/ou cognitivos, 

aumentando a resiliência ou a suscetibilidade ao desenvolvimento de alterações de comportamento 

alimentar, de atenção e hiperatividade durante o desenvolvimento, observáveis tanto em modelos 

animais quanto em estudos em humanos. 

  



 

77 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. Objetivos 
______________________________________________________________________________ 
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4.1 Objetivo Geral 

 

O objetivo geral dessa tese foi investigar se a exposição a eventos adversos no início da 

vida aumentam a suscetibilidade ao desenvolvimento de alterações de comportamento alimentar e 

de processos emocionais e cognitivos, partindo de estudos empíricos em um modelo animal para, 

a seguir, utilizando uma perspectiva translacional, investigar como a interação entre fatores 

genéticos e o ambiente precoce poderia modular redes funcionais associadas a tais fenótipos. 

 

4.1 Objetivos Específicos 

 

a) Investigar como diferentes protocolos de estresse no início da vida afetam a 

ansiedade, o comportamento alimentar e o peso corporal de ratos adultos, 

considerando mecanismos encefálicos envolvidos diretamente no controle do 

apetite, bem como mecanismos hedônicos relacionados à motivação alimentar 

(Capítulo I). 

 

b) Investigar os efeitos da interação entre adversidades no início da vida e a rede de 

genes que é co-expressa com o receptor de leptina no córtex pré-frontal e no 

hipotálamo, em comportamentos alimentares e no metabolismo de crianças de 

coortes independentes (Capítulo II). 

 

c) Investigar os efeitos da interação entre a rede de genes que se co-expessa com o 

transportador de serotonina na amígdala e exposição a adversidades no início da 

vida, sobre o desenvolvimento de alterações comportamentais de atenção e 

hiperatividade, densidade da massa cinzenta do encéfalo e fatores epigenéticos 

(Capítulo III).  
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5. Metodologia e Resultados 
______________________________________________________________________________ 
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A metodologia e resultados dessa tese serão apresentados a seguir na forma de três capítulos: 

 

 Capítulo I: Early life stress and the programming of eating behavior and anxiety: Sex-

specific relationships with serotonergic activity and hypothalamic neuropeptides. 

 

 

 Capítulo II: Leptin receptor co-expression gene network moderates the effect of early life 

adversity on eating behavior in children. 

 

 

 Capítulo III: Amygdala 5-HTT Gene Network Moderates the Effects of Postnatal Adversity 

on Attention Problems: Anatomo-Functional Correlation and Epigenetic Changes. 
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Capítulo I 

 

Artigo: Early life stress and the programming of eating behavior and anxiety: Sex-

specific relationships with serotonergic activity and hypothalamic neuropeptides. 

Publicado na revista: Behavioural Brain Research. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112399 

 

No primeiro capítulo desta tese, propomos investigar, em animais, os efeitos de diferentes 

protocolos de estresse, aplicados em períodos sensíveis do desenvolvimento, no comportamento 

alimentar, no peso corporal e na ansiedade. Parâmetros homeostáticos e hedônicos associados a 

tais fenótipos também foram analisados.  

Os resultados desse trabalho demonstram que, animais submetidos ao estresse no início da 

vida apresentam alteração de consumo de alimentos palatáveis. Entretanto, tanto o sexo quando o 

tipo de estresse aplicado no início da vida, podem modular diferentemente esse consumo. Além 

disso, animais machos submetidos ao estresse foram susceptíveis ao aumento de comportamento 

tipo-ansioso na vida adulta. O estresse precoce reduziu a expressão de POMC e aumentou a 

atividade serotoninérgica no hipotálamo, enquanto na amígdala efeitos sobre o sistema 

serotoninérgico foram dependentes de sexo e tipo de estresse. 

Esse trabalho foi realizado em parceria entre o Laboratório de Neuroendocrinologia e 

Estresse Perinatal, coordenado pela Profa. Dra. Ana Paula Santana de Vasconcellos Bittencourt, 

vinculado ao Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do Espírito Santo, e 

o Laboratório de Neurobiologia do Estresse, coordenado pela Profa. Dra. Carla Dalmaz, vinculado 

ao Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio grande do Sul. 



Behavioural Brain Research 

Behavioural Brain Research 379 (2020) 112399 

https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112399 
 

Early life stress and the programming of eating behavior and anxiety: Sex-specific 

relationships with serotonergic activity and hypothalamic neuropeptides 
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Abstract 

Early life experiences have strong influences on brain programming and can affect eating behavior 

control and body weight later in life. However, there is no consensus about the relationship 

between neonatal stress and feeding behavior. We evaluated whether maternal deprivation (MD) 

and maternal separation (MS) alter body weight and appetite using standard rat chow consumption 

and palatable food. Also, we evaluated anxiety and the expression of the leptin receptor, 

neuropeptides POMC, CART, NPY in the hypothalamus, as well as the serotoninergic system in 

the amygdala and hypothalamus as possible modulators of these behaviors. We found a decrease 

in standard rat chow consumption in MD. However, both neonatal stress protocols increased the 

consumption of palatable food and led to anxiogenic behavior in male animals. MD led to 

decreased hypothalamic POMC levels in adult males. Serotonin in the hypothalamus was 

decreased by both stress models in males and females. In the amygdala, MS decreased serotonin 

levels while MD increased its metabolite levels. We observed that males are more vulnerable and 

females are more resilient to the effects of neonatal stress on anxiety-like behavior, as well as on 

food consumption and on the central changes observed. These data together add support to the 

concept that the early environment contributes to the development of eating disorders later in life. 

Keywords: Maternal separation, Maternal deprivation, Food consumption, POMC, Serotonin 

https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112399
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Capítulo II 

 

Artigo: Leptin receptor co-expression gene network moderates the effect of early 

life adversity on eating behavior in children. 

A ser submetido. 

No segundo capítulo desta tese, partimos para uma perspectiva translacional, considerando 

que, embora resultados comportamentais em nosso estudo com animais apontem que o estresse 

induza alterações de comportamento alimentar, poucos efeitos em genes envolvidos nesses 

comportamentos foram identificados. Dessa forma, na segunda parte do nosso trabalho, realizamos 

um estudo em humanos com o objetivo de avaliar a suscetibilidade ao desenvolvimento de padrões 

alimentares em crianças com histórico de adversidade no início da vida, considerando fatores 

genéticos associados não somente a um gene alvo, mas à expressão da rede de genes que se co-

expressa com o receptor de leptina no córtex pré-frontal e no hipotálamo. 

Os resultados desse trabalho demonstram que a interação entre adversidades no início da 

vida e a rede de genes que se co-expressa com o receptor de leptina no córtex pré-frontal 

influenciam o comportamento alimentar de crianças. Esses resultados foram replicados em 

diferentes idades e em diferentes coortes. 

Esse trabalho foi executado durante um período de doutorado sanduíche no exterior com 

parceria entre o Silveira Lab, coordenado pela Profa. Dra. Patricia Pelufo Silveira, e o Meaney 

Lab, vinculados ao Douglas Mental Health University Institute da Universidade McGill (Canadá), 

e o Laboratório de Neurobiologia do Estresse, coordenado pela Profa. Dra. Carla Dalmaz, 

vinculado ao Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio grande do 

Sul.
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Capítulo III 

 

Artigo: Amygdala 5-HTT Gene Network Moderates the Effects of Postnatal 

Adversity on Attention Problems: Anatomo-Functional Correlation and Epigenetic 

Changes. 

Publicado na revista: Frontiers in Neuroscience 

DOI: https://doi.org/10.3389/fnins.2020.00198 

No terceiro capítulo desta tese, considerando nossos achados em modelos animais com 

relação ao sistema serotoninérgico e considerando que a amígdala, principalmente pela grande 

inervação do sistema serotoninérgico, atua em diversas funções cognitivas, continuamos nossos 

estudos em humanos e avaliamos como processos cognitivos são modulados pela interação entre 

adversidades no início da vida e a rede de genes que se co-expressa com o transportador de 

serotonina na amígdala. Além disso, inovamos nesse trabalho ao investigar os efeitos da interação 

entre adversidades no início da vida e a rede de genes que se co-expressa com o transportador de 

serotonina sobre a densidade da massa cinzenta do cérebro e sobre variações de metilação de DNA 

ao longo do genoma. 

Os resultados desse trabalho demonstram que a interação entre adversidades em períodos 

sensíveis de desenvolvimento e a rede de genes que se co-expressa com o transportador de 

serotonina na amígdala, modulam comportamentos relacionados à atenção e hiperatividade, bem 

como variações de metilações de DNA, e que SNPs (polimorfismos de nucleotídeo único, sigla do 

termo em inglês “single nucleotide polymorphisms”) dessa rede também são associados a 

densidade de matéria cinzenta encefálica. 

Esse trabalho foi realizado durante um período de doutorado sanduíche no exterior com 

parceria entre o Silveira Lab, coordenado pela Profa. Dra. Patricia Pelufo Silveira, vinculado ao 

Meaney Lab e ao Douglas Mental Health University Institute da Universidade McGill (Canadá), 

e o Laboratório de Neurobiologia do Estresse, coordenado pela Profa. Dra. Carla Dalmaz, 
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vinculado ao Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio grande do 

Sul.
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Anatomo-Functional Correlation and
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Variations in serotoninergic signaling have been related to behavioral outcomes.

Alterations in the genome, such as DNA methylation and histone modifications, are

affected by serotonin neurotransmission. The amygdala is an important brain region

involved in emotional responses and impulsivity, which receives serotoninergic input.

In addition, studies suggest that the serotonin transporter gene network may interact

with the environment and influence the risk for psychiatric disorders. We propose to

investigate whether/how interactions between the exposure to early life adversity and

serotonin transporter gene network in the amygdala associate with behavioral disorders.

We constructed a co-expression-based polygenic risk score (ePRS) reflecting variations

in the function of the serotonin transporter gene network in the amygdala and investigated

its interaction with postnatal adversity on attention problems in two independent cohorts

from Canada and Singapore. We also described how interactions between ePRS-5-HTT

and postnatal adversity exposure predict brain gray matter density and variation in DNA

methylation across the genome. We observed that the expression-based polygenic

risk score, reflecting the function of the amygdala 5-HTT gene network, interacts with

postnatal adversity, to predict attention and hyperactivity problems across both cohorts.

Also, both postnatal adversity score and amygdala ePRS-5-HTT score, as well as their

interaction, were observed to be associated with variation in DNA methylation across the
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genome. Variations in gray matter density in brain regions linked to attentional processes

were also correlated to our ePRS score. These results confirm that the amygdala 5-HTT

gene network is strongly associated with ADHD-related behaviors, brain cortical density,

and epigenetic changes in the context of adversity in young children.

Keywords: early environment, serotonin transporter, ADHD, DNA methylation, ePRS, parallel independent

component analysis, attention, impulsivity

INTRODUCTION

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is a
prevalent psychiatric condition characterized by symptoms
of inattention, impulsivity, and hyperactivity (American
Psychiatric Association, 2013). ADHD is a developmental
disorder with symptoms often evident before 6 years of age
(Faraone et al., 2003). Both genetic and environmental factors
make a substantial contribution to the etiology of ADHD
(Matthews et al., 2014). Childhood adversities are associated with
the development of ADHD (Boecker et al., 2014; Björkenstam
et al., 2017; Bock et al., 2017) while candidate gene studies
suggest that low serotonergic activity is associated with increased
impulsive-aggressive behavior (Faraone et al., 2003). Alterations
in serotonin synthesis, breakdown and transport have been
associated to ADHD-related phenotypes (Oades, 2010).

Serotonin or 5-hydroxytryptamine belongs to the indolamine
family of neurotransmitters, and influences physiological
processes, including autonomic function, motor activity,
hormone secretion, and behavioral processes such as cognition,
emotion, reward and attention (Carlsson, 1987; Greengard,
2001). The synthesis of 5-HT occurs in serotonergic neurons
(Strüder and Weicker, 2001) where 5-HT is stored into
presynaptic vesicles by a vesicular monoamine transporter
(Sakowski et al., 2006). After being released, 5-HT is recycled
through a process of active re-uptake by the serotonin transporter
(5-HTT) (Hoffman et al., 1998). The 5-HTT gene, also known
as SLC6A4, is localized in the long arm of chromosome 17. This
gene encodes an integral membrane protein that transports
the neurotransmitter serotonin from synaptic spaces into
presynaptic neurons, and represents a primary mechanism for
the regulation of serotonergic activity (Heils et al., 2002). 5-HTT
is expressed in brain regions implicated in attention and memory
such as the amygdala, hippocampus, and prefrontal cortex
(Frankle et al., 2004; Oquendo et al., 2007; Puig and Gulledge,
2011). The amygdala is predominantly modulated by the 5-HT
system, and plays an important role in attentional processes
(Pessoa, 2011). Several studies have observed that variations
specifically in this gene are associated with impulsivity,
hyperactivity, and ADHD (Halperin et al., 1997; Manor et al.,
2001; Seeger et al., 2001). Likewise, Genetic variation in SLC6A4
also associates with individual differences in DNA methylation,
a functional epigenetic modification of DNA, and SLC6A4
gene expression. Interestingly, such genetic effects on DNA
methylation emerged as a function of exposure to adversity early
in life (Beach et al., 2010; Vijayendran et al., 2012); highlighting
the importance of the interplay between the genome and the
environment in the regulation of SLC6A4 gene expression.

A large number of studies focuses on heritability and
candidate genes involved in ADHD. However, dysfunctions
usually involve several molecular pathways that may result from
variants in many genes, each of them contributing with only
weak effects to the phenotype (Gaiteri et al., 2014). Analyzing
the effect of genes co-expressed with a gene of interest allows the
integration of information on gene networks and the functional
relationships between these genes (Silveira et al., 2017; Miguel
et al., 2019). Multivariate approaches like parallel ICA (p-ICA)
are used to identify relationships between clusters of functionally
related SNPs that are statistically correlated and phenotype
components, such as brain structure (Pearlson et al., 2015;
Khadka et al., 2016). Studies have been using p-ICA to correlate
biological pathways with variations in gray matter density, which
represents an important tool to identify an anatomical-functional
basis for a behavioral phenotype (Khadka et al., 2016; Miguel
et al., 2019). Additionally, stressors in early life are known to
alter the expression of genes and cellular processes that influence
behavior, and one of the molecular processes that contributes to
this change is DNA methylation (Vinkers et al., 2015; Hing et al.,
2018). However, the mechanisms linking these associations need
to be further investigated.

Based on this evidence, we hypothesized that early life
adversity would interact with individual differences in genetic
variation within the SLC6A4 gene network to predict attention-
related problems in childhood. We constructed an expression-
based polygenic risk score (ePRS) that reflects the function of
the amygdala 5-HTT gene network, and described how this
polygenic predictor interacted with postnatal adversity to predict
attention/hyperactivity and brain gray matter density. We also
investigated the association between postnatal adversity and
the ePRS of the 5-HTT gene network on variations in DNA
methylation across the genome.

METHODS AND MATERIALS

Participants
We used data from two prospective birth cohorts
based in Canada (Maternal Adversity, Vulnerability and
Neurodevelopment—MAVAN) and in Singapore (Growing
Up in Singapore Toward Healthy Outcomes—GUSTO), to
analyze the gene network by environment interaction effects on
behavioral outcomes.

The study sample MAVAN is a birth cohort that followed up
children from birth up to 6 years of age in Montreal (Quebec),
and Hamilton (Ontario), Canada (O’Donnell et al., 2014).
Mothers aged 18 years or above, with singleton pregnancies,
and fluent in French or English were included in the study.
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Severe maternal chronic illness, placenta previa, and history
of incompetent cervix, impending delivery, or a fetus/infant
affected by a major anomaly or gestational age <37 weeks
were the exclusion criteria. Approval for the MAVAN project
was obtained by the ethics committees and university affiliates
(McGill University and Université de Montréal, the Royal
Victoria Hospital, Jewish General Hospital, Centre hospitalier de
l’Université de Montréal and Hôpital Maisonneuve-Rosemount)
and St. Joseph’s Hospital and McMaster University, Hamilton,
Ontario, Canada. Informed consent was obtained from all
participants. In GUSTO, the replication cohort, pregnant women
aged 18 years and above were recruited at the National University
Hospital (NUH) and KK Women’s and Children’s Hospital
(KKH), being of Chinese, Malay or Indian ethnicity with
homogeneous parental ethnic background. Mothers receiving
chemotherapy, psychotropic drugs or who had type I diabetes
mellitus were excluded. Informed written consent was obtained
from each participant (Soh et al., 2014).

Genotyping
Genome-wide platforms (PsychArray/PsychChip, Illumina) were
used to genotype 242,211 autosomal SNPs of buccal epithelial
cells of children in MAVAN, according to manufacturer’s
guidelines. SNPs with a low call rate (<95%), low p-values on
Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) exact test (p < 1e-40), and
minor allele frequency (MAF < 5%) were removed. Afterwards,
imputation using the Sanger Imputation Service was performed
and SNPs with an info score >0.80 were retained for the analysis,
resulting in 20,790,893 SNPs (McCarthy et al., 2017).

In GUSTO, genotying was performed using Infinium
OmniExpressExome array and split by ethnicity for quality
checks. Non-autosomal SNPs, SNPs with call rates <95%, minor
allele frequencies <5%, and failed Hardy-Weinberg equilibrium
p-value of 10–6 were removed. Variants discordant with their
respective subpopulation in the 1,000G reference panel were
removed (Chinese: EAS with a threshold of 0.20; Malays: EAS
with a threshold of 0.30; Indian: SAS with a threshold of
0.20). Samples with call rate <99%, cryptic relatedness and sex/
ethnic discrepancies were excluded. The resulting data were pre-
phased using SHAPEIT v2.837 with family trio information. We
then used Sanger Imputation Service for imputation, choosing
1,000G Phase 3 as reference panel and imputed “with PBWT,
no pre-phasing” as the pipeline. Imputed data that were non-
monomorphic, had biallelic SNPs and an INFO score>0.80 were
retained. Imputed genotyping data that were common in all three
ethnicities (5,771,259 SNPs) were used for further analyses.

The population structure of the MAVAN and GUSTO
cohorts were evaluated using principal component analysis of all
autosomal SNPs that passed the quality control without low allele
frequency (MAF>5%) and not in high linkage disequilibrium (r2

> 0.2) across 500 kb regions (Price et al., 2006; Wray et al., 2014).
Based on the inspection of the scree plot, the first three principal
components were the most informative of population structure
in both cohorts and were included in all subsequent analyses.

DNA Methylation Analyses
DNA methylation analyses were done in buccal epithelial cells
(Catch-All Swabs, Epicenter, USA) in MAVAN children at a

mean age of 6.99 years. Details of DNA extraction, preprocessing
and quality control procedures were described in Garg et al.
(2018). Briefly, genomic DNA (750 ng) was bisulfite converted
using the EZ-DNA Methylation Kit (Zymo Research, USA) and
hybridized on Infinium HumanMethylation450 beadchip array
(450K, Illumina). Data was processed in R using the Minfi
package (Aryee et al., 2014). Samples that failed standard Minfi
quality control procedure were removed. All remaining samples
had a high call rate (>95%). Probes with a low call rate (<75%),
a high detection p-value (p > 0.05) and a low number of beads
(<3 in >5% of the cohort) were also removed. We also used
ComBat (Johnson et al., 2007) to iteratively adjust our data for
unwanted technical variation associated with experimental batch,
array row (sentrix row), and plate position (sample column). We
also predicted buccal epithelial cell content of each sample (Smith
et al., 2015) and included the proportion of buccal cells per
sample as a covariate in all models describing variation in DNA
methylation levels. A full explanation of the DNA methylation
analyses is provided in Garg et al. (2018).

5-HTT Co-expressed Genes and ePRS
The expression-based polygenic risk score was created
considering genes co-expressed with the serotonin transporter
gene (5-HTT-ePRS) in amygdala, according to the protocol
previously described by Silveira et al. (2017) and Miguel et al.
(2019). The genetic score from the 5-HTT gene network
was created using: GeneNetwork (http://genenetwork.org),
BrainSpan (http://www.brainspan.org), NCBI Variation Viewer
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view), and The
Genotype-Tissue Expression (GTEx) (https://gtexportal.org/
home/) (Lonsdale et al., 2013). GeneNetwork was used to
generate a list of genes coexpressed with 5-HTT in the amygdala
in mice (Mulligan et al., 2016). Only genes with absolute value of
co-expression correlation higher or equal to 0.5 were retained.
The gene list generated by GeneNetwork was then filtered
using BrainSpan to identify consensus transcripts enriched
in the fetal and childhood human brain (Miller et al., 2014).
Since we were interested in genes that were active during
early developmental periods, we selected autosomal transcripts
expressed in the amygdala at least 1.5-fold more during fetal
and child development (all fetal samples and up to the first
5 years of age) as compared to adult samples. Based on their
functional annotation in the National Center for Biotechnology
Information, U.S. National Library of Medicine (NCBI Variation
Viewer), using GRCh37.p13, we gathered all the SNPs from these
genes and merged this list with the SNPs from the GTEx data
in human amygdala to form a list of common SNPs. The list
of common SNPs was then subjected to linkage disequilibrium
clumping (r2 < 0.25), which resulted in 463 SNPs. In ePRS
calculation, alleles at a given cis-SNP were weighed by the
estimated effect of the genotype on gene expression (expression
quantitative trait loci from GTeX, in which the effect allele is
the alternative allele). Final ePRS was obtained by summation
over all SNPs accounting for the sign of correlation coefficient
between the genes and 5HTT gene expression. For more
information on ePRS calculation, see Hari Dass et al. (2019).
The summation of these values from the total number of SNPs
provides the amygdala 5-HTT-ePRS score (Table 1 shows the
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TABLE 1 | Genes selected for composing the genetic score (5-HTT-ePRS).

Gene Ensembl Description

ADAMTS7 ENSG00000136378 ADAM metallopeptidase with

thrombospondin type 1 motif, 7

ATAD2B ENSG00000119778 Atpase family, AAA domain containing 2B

AURKA ENSG00000087586 Aurora kinase A

CHD7 ENSG00000171316 Chromodomain helicase DNA binding protein

7

CHRNB4 ENSG00000117971 Cholinergic receptor, nicotinic, beta 4

CNGA3 ENSG00000144191 Cyclic nucleotide gated channel alpha 3

COL3A1 ENSG00000168542 Collagen, type III, alpha 1

DLL3 ENSG00000090932 Delta-like 3 (Drosophila)

DNMT3B ENSG00000088305 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta

EHMT2 ENSG00000204371 Euchromatic histone-lysine

N-methyltransferase 2

EIF4EBP1 ENSG00000187840 Eukaryotic translation initiation factor 4E

binding protein 1

ELN ENSG00000049540 Elastin

GAS5 ENSG00000234741 Growth arrest-specific 5 (non-protein coding)

GTSE1 ENSG00000075218 G-2 and S-phase expressed 1

HMGB1 ENSG00000189403 High mobility group box 1

HNRNPA1 ENSG00000135486 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1

LRRC26 ENSG00000184709 Leucine rich repeat containing 26

NBEAL1 ENSG00000144426 Neurobeachin-like 1

NHLH1 ENSG00000171786 Nescient helix loop helix 1

PKN1 ENSG00000123143 Protein kinase N1

PRKDC ENSG00000253729 Protein kinase, DNA-activated, catalytic

polypeptide

PTK7 ENSG00000112655 PTK7 protein tyrosine kinase 7

RAD54L ENSG00000085999 RAD54-like (S. cerevisiae)

RBM12B ENSG00000183808 RNA binding motif protein 12B

RBM4 ENSG00000173933 RNA binding motif protein 4

RPL27A ENSG00000166441 Ribosomal protein l27a

RPL36 ENSG00000130255 Ribosomal protein L36

SCLT1 ENSG00000151466 Sodium channel and clathrin linker 1

SFRP1 ENSG00000104332 Secreted frizzled-related protein 1

TEAD2 ENSG00000074219 TEA domain family member 2

TRIM58 ENSG00000162722 Tripartite motif containing 58

TSKU ENSG00000182704 Tsukushi small leucine rich proteoglycan

homolog (Xenopus laevis)

USP49 ENSG00000164663 Ubiquitin specific peptidase 49

WDR62 ENSG00000075702 WD repeat domain 62

ZCCHC7 ENSG00000147905 Zinc finger, CCHC domain containing 7

final gene list). Figure 1 illustrates the steps involved in the
creation of the ePRS.

Postnatal Adversity Score
The postnatal adversity score was created combining multiple
indicators of adversity. The instruments included as indicators
of postnatal adversity were the following: (1) The Health and
well-being questionnaire: short versions of multiple measures
(Kramer et al., 2001): (a) Presence of chronic disease during
pregnancy or severe acute conditions; (b) A subscale from

the Daily Hassles was used to measure how often, and to
what degree, the woman had lacked money for basic needs
since the beginning of pregnancy (Kanner et al., 1981); (c)
The Marital Strain Scale of Pearlin and Schooler was used to
assess chronic stress with the romantic partner (Pearlin and
Schooler, 1978); (d) The Abuse Assessment Screen was used to
assess conjugal violence (Newberger et al., 1992; Parker et al.,
1993); (e) Questions about anxiety during pregnancy (Lobel
et al., 1992; Parker et al., 1993). (2) Smoking during pregnancy:
composed of yes or no questions. (3) Household gross income
(Daveluy et al., 1998). (4) Depression questionnaire (Centre
of Epidemiological Studies) (CES-D): a 20 Likert-Scale item
instrument applied to assess the symptoms of depression (Radolf,
1977). (5) Child Health Questionnaire: Includes questions on
acute, chronic conditions, and hospitalizations (Plante et al.,
2002). (6) Maternal mental health: Beck Depression Inventory,
a 21-question self-report questionnaire (Beck et al., 1961);
Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS), a 10-item self-
report scale designed to screen for postpartum depression
(Cox et al., 1987); State-Trait Anxiety Inventory (STAI), a self-
report instrument consisted of two forms of 20 items each
to measure psychic components of state and trait anxiety
(Spielberger, 2010). (7) Attachment: The Preschool Separation—
Reunion Procedure (PSRP) was applied at 36 months and
used to measure attachment security in preschool-aged children.
The task consists of a baseline interaction, followed by two
separation and reunion episodes lasting 5min; scoring was based
on video coding (reliability k = 0.83). Four categories were
assessed: secure, ambivalent, avoidant and disorganized (Cassidy
and Marvin, 1992). (8) Family Assessment Device: 60-item self-
report instrument developed to assess the six dimensions of
the family functioning outlined in the McMaster Model of
Family Functioning (Moss et al., 2004). A general functioning
scale assesses overall health-pathology (Kabacoff et al., 1990). In
GUSTO the indicators of adversity were similar, except that there
was no information on attachment styles in this cohort. For each
continuous variable we applied 15th or 85th percentile cut-off to
categorize subjects in exposed or not to that event. The total score
represents the summation of all points. The earliest postnatal
time point available for each variable was used for the calculation
of the adversity score.

Behavioral Outcome: Child Behavior
Checklist
The Child Behavior Checklist (CBCL) questionnaire which
includes 100 items was used to evaluate emotional, behavioral,
and social difficulties in preschool children. The focus of this
study was in scales related with attention and hyperactivity
problems, so we chose ADHDProblems, Attention Problems and
Externalizing Problem scales for this work. An externalizing scale
is computed by summing scores on items related to attention
problems and aggressive behaviors (Achenbach, 2011).

A total of 137 children from the MAVAN cohort and 401 from
the GUSTO cohort had complete data (genotype, information on
early life environment, and CBCL scores) and were included in
the study.
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FIGURE 1 | Flowchart depicting the steps involved in creating the expression-based polygenic risk score based on genes co-expressed with serotonin transporter

gene in amygdala using gene co-expression databases: GeneNetwork was used to generate a co-expression matrix with 5-HTT gene in the amygdala in mice

(absolute value of the co-expression correlation r ≥ 0.5); BrainSpan was then used to identify consensus human transcripts from this list; BrainSpan was also used for

selecting genes differentially expressed at ≥1.5-fold during child and fetal development as compared to adulthood within the same brain areas. Based on their

functional annotation in the National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, we gathered all the existing SNPs from these genes and

subjected this list of SNPs to linkage disequilibrium clumping. We used a count function of the number of alleles at a given SNP (rs1, rs2…) weighted by the estimated

effect of the genotype associated with gene expression. The sum of these values from the total number of SNPs provides the amygdala 5-HTT ePRS score.

Gray Matter Density
Structural MRI of the whole brain was acquired using a 3T
trio Siemens scanner available at Cerebral Imaging Center,
Douglas Research Centre (Montreal, Canada) (1mm isotropic
3D MPRAGE, sagittal acquisition, 256 × 256mm grid, TR=
2,300ms, TE = 4ms, FA = 9◦) and a GE MR750 Discovery
3T MRI scanner at the Imaging Research Centre, St. Joseph’s
Healthcare (Hamilton, Canada) (3D inversion recovery-prepped,
T1-weighted anatomical data set, fSPGR, axial acquisition,
TE/TR/flip angle = 3.22/10.308/9, 512 × 512 matrix with
1mm slice thickness and 24 cm FOV. T1-weighted images were
processed by computational Anatomy Toolbox (CAT12) from
the Statistical Parametric Mapping software (SPM12). In the
preprocessing step, the images were normalized and segmented
into gray matter and white matter. After a high-dimensional
Diffeomorphic Anatomical Registration Through Exponentiated
Lie Algebra (DARTEL) normalization, a smoothing process was
applied using 8mm full width half maximum kernel.

Enrichment Analysis
The gene network data were retrieved from GeneMANIA
(Warde-Farley et al., 2010) (https://genemania.org) database
and the gene-gene interaction networks were constructed and
visualized in the Cytoscape software (Saito et al., 2012).
Enrichment analysis was performed using MetaCoreTM

(Clarivate Analytics). Data for analysis of the co-expression
data during development was extracted from BrainSpan
(Miller et al., 2014). Epigenes (genes and proteins involved in

epigenetic regulation) within the networks were investigated
using the Epifactors Database (http://epifactors.autosome.ru/)
(Medvedeva et al., 2015). Localization of epigenes on cell classes
in the brain were made using cell types enrichment (https://
www.brainrnaseq.org/) (Zhang et al., 2014). Enrichment analysis
for molecular function, biological process, protein class, cell
components and pathways were performed in Panther (http://
pantherdb.org/) (Mi et al., 2019).

Statistical Analysis
Data was analyzed using R (https://www.rstudio.com/) (R
Foundation for Statistical Computing, 2018). Significance levels
for all measures were set at α < 0.05. Linear regression analysis
was applied to examine the effects of interaction between the
polygenic score and the adversity score on the behavioral
outcomes (CBCL), adjusting for sex and population stratification.
For the analyses with a significant interaction term, simple
slope analyses were conducted to describe the differences.
Population stratification was composed by models adjusted
by principal components (Patterson et al., 2006; Price et al.,
2006). For that, population structure was analyzed to identify
the presence of a systematic difference in allele frequencies
between subpopulations in a population. We added the principal
components to adjust for false results due to ancestry differences.
We pruned our datasets to common variants (MAF>0.05)
that were not in linkage disequilibrium (r2 < 0.20) with a
sliding window (50 kilobases) approach that examined linkage
disequilibrium in increments of 5 SNPs using PLINK 1.9 (Price
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et al., 2006). Principal component analysis was performed
using SMARTPCA on this pruned dataset and generated a
scree plot (see Hari Dass et al., 2019, for scree plot for the
MAVAN cohort). Based on the inspection of the scree plot,
the first three principal components were the most informative
of population structure in both cohorts and were included in
all analyses.

A multivariate approach called parallel independent
component analysis (pICA) was applied to identify relationships
between two different data modalities focusing on inter-related
patterns in a data driven manner (Price et al., 2006). The
goal of this method is to discover independent components
from these two data modalities, in addition to the relationship
between them (Liu and Calhoun, 2014). The pICA is a variant
of ICA for multimodality processing that extracts maximally
independent components within each data modality separately,
while also maximizing the association between modalities using
an entropy term based on information theory, thus enhancing
the interconnection by maximizing the linkage function in a
joint estimation process (Liu and Calhoun, 2014; Pearlson et al.,
2015).

Using this approach we sought to find the relationship
between the SNP-based ePRS-5-HTT (or genotype x GTEx
gene expression slope at each SNP comprised by the ePRS-
5-HTT) and the voxel-based gray matter in the whole brain,
instead of investigating the relationship between the crude
genotype and the gray matter-voxel-based measures. The
groups for comparison (25 children with high adversity score
and 24 children with low adversity score) were defined by the

postnatal environment aggregated with population stratification
(ethnicity) for adjustment. The number of independent
components estimated using minimum description length
criteria (Calhoun et al., 2001) was 17 for genetic data and
8 for MRI data. Loading coefficients, which describe the
presence of the identified component across participants (Liu
et al., 2012) were extracted for each component, modality,
and participant. The mean participant-specific loading
coefficients of these components between children from
high and low-adversity-score groups was compared using
Student’s t-test.

Further we explored if variation in the levels of DNA
methylation was predicted by postnatal adversity score,
ePRS-5-HTT, or their interaction. We used the following models
of linear regression analyses to test these associations:

1. CpG∼ sex+ PC1+ PC2+ PC3+ A postnatal
2. CpG∼ sex+ PC1+ PC2+ PC3+ ePRS
3. CpG∼ sex+ PC1+ PC2+ PC3+ A_ postnatal ∗ ePRS

CpG represents methylation levels at a single variably methylated
probe; sex is the biological sex of participant; PC(1, 2, or 3)
represents the population stratification principal components
from the genetic data, and A_ postnatal represents the postnatal
adversity score.

For each variably methylated CpG we compared the Akaike
information criterion (AIC) across the three models to identify
the model that best explained variation in DNA methylation at a
given CpG. We utilized AIC since it permits the comparison of
non-nested models.

TABLE 2 | Description of the baseline characteristics of the MAVAN and GUSTO samples according to high and low amygdala ePRS-5-HTT.

Sample description Total (n = 145) Low 5-HTT (n = 69) High 5-HTT (n = 76) p-value

MAVAN

Sex—male 49.7% (72) 53.6% (37) 46.1% (35) 0.36

Maternal age at birth (years) 30.60 (4.62) 30.20 (4.58) 30.95 (4.65) 0.33

Gestational age (weeks) 39.18 (1.21) 39.25 (1.25) 39.12 (1.17) 0.52

Birth weight (grams) 3,308 (452) 3,380 (477) 3,242 (420) 0.06

Breastfeeding (months) 7.53 (4.80) 7.54 (4.61) 7.52 (4.99) 0.98

Smoking during pregnancy 12.4% (18) 10.1% (7) 14.5% (11) 0.43

Maternal education—University degree or above 57.9% (84) 62.3% (43) 53.9% (41) 0.30

Low family income 15.2% (20) 15.4% (10) 14.9% (10) 0.94

Sample description Total (n = 401) Low 5-HTT (n = 197) High 5-HTT (n = 204) p-value

GUSTO

Sex - male 51.9% (208) 50.3% (99) 53.4% (109) 0.52

Maternal age at birth (years) 31.21 (5.12) 31.33 (5.27) 31.1 (4.98) 0.65

Gestational age (weeks) 38.48 (1.27) 38.43 (1.36) 38.53 (1.18) 0.39

Birth weight (grams) 3,139 (425) 3,119 (420) 3,158 (430) 0.36

Breastfeeding for at least 3 months 61.0% (241) 66.1% (127) 56.2% (114) 0.042*

Smoking during pregnancy 2.0% (8) 1.0% (2) 2.9% (6) 0.16

Maternal education—University degree or above 35.4% (142) 39.1% (77) 31.9% (65) 0.13

Household income <SG$2,000 13.5% (54) 11.2% (22) 15.7% (32) 0.18

Numbers are presented as mean (SD) or percentage (number of participants).

*Significant differences between low and high ePRS groups (p < 0.05).
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RESULTS

Baseline comparisons between low and high ePRS groups
(median split) were done in the two cohorts. Differences in
means on the main confounding variables were tested using
Student’s t-test for independent samples and Chi-square Test was
applied for categorical variables. No differences were found in
relation to the main confounding variables in MAVAN (Table 2).
In GUSTO (Table 2), we observed a higher prevalence of
breastfeeding for at least 3 months in the low ePRS group (66%)
vs. high ePRS group (56%). To confirm our results we adjusted
the interaction by breastfeeding in GUSTO. The same results
were observed.

Interaction Between ePRS-5-HTT in the
Amygdala and Postnatal Adversity Score
Moderates the Behavior in Children
In MAVAN children, we found a significant effect of
interaction between the adversity score and the amygdala-based
ePRS-5-HTT on domains of the CBCL related to attentional
problems and hyperactivity: ADHD Problems at 48 months
(β = –71.19, p = 0.0009) and 60 months (β = –62.32, p

= 0.006); Attention Problems at 48 months (β = –39.07, p
= 0.010) and a trend at 60 months (β = –27.81, p = 0.07);
and Externalizing Problem at 48 months (β = –131.06, p =

0.03) and 60 months (β = –151.64, p = 0.01). Simple slope
analysis showed that increased postnatal adversity exposure is
associated with more ADHD problems (48 months: β = 0.93,
p = 0.0001; 60 months: β = 1.07, p < 0.0001), attentional
problems (β = 0.56, p = 0.0004); externalizing problems
(48 months: β = 1.62, p = 0.01; 60 months: β = 1.91, p
= 0.002), as the ePRS-5-HTT score decreases (Figure 2).
After correction for multiple testing using Bonferroni-
Holm method, ADHD Problems at 48 and 60 months were
still significant.

We replicated our findings in a different population. More
specifically, we analyzed whether the interaction between the
adversity score and the amygdala-based ePRS-5-HTT would
predict attention problems in children in the GUSTO cohort,
and similar results were found. We observed significant effect
of interactions between adversity score and the amygdala-based
ePRS-5-HTT on CBCL scales: ADHD problems at 4 years (β
= −32.79, p = 0.02) and attention problems at 4 years (β =

−31.77, p = 0.0014) and externalizing problems at 4 years (β
= –87.06, p = 0.031; Table 3). A simple slope analysis showed

FIGURE 2 | Interaction between Postnatal Adversity Score and amygdala-based ePRS-5-HTT on: (A) ADHD problems 48 and (B) 60 months (N = 137), (C) Attention

Problems at 48 months (D) Externalizing Problem at 48 months (E) and 60 months. Increased postnatal adversity exposure is associated with more problematic

behavior outcomes as the ePRS decreases. MAVAN cohort, N = 125–137.
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TABLE 3 | Results of interactions between the adversity score and the amygdala-based ePRS-5-HTT on CBCL behavior of children in MAVAN and GUSTO cohorts; and

evidence of differential susceptibility.

Interactions between the adversity score and the amygdala-based ePRS-5-HTT

MAVAN GUSTO

Outcome Adversity × ePRS Outcome Adversity × ePRS

Attention problems 48m β = −39.07, p = 0.010* Attention Problems 48m β = –31.77, p = 0.0014*

ADHD problems 48m β = –71.19, p = 0.0009* ADHD Problems 48m β = −32.79, p = 0.02*

Externalizing problems 48m β = –131.06, p = 0.03* Externalizing Problems 48m β = −87.06, p = 0.03*

Attention problems 60m β = −27.81, p = 0.07

ADHD problems 60m β = −62.32, p = 0.006*

Externalizing problems 60m β = –151.64, p = 0.01*

Evidence of differential susceptibility

Outcome Cohort PoI PA Differential susceptibility

Attention problems 48m MAVAN 0.17 0.60 Yes

ADHD problems 48m MAVAN 0.15 0.60 Yes

ADHD problems 60m MAVAN 0.15 0.61 Yes

Externalizing problems 48m MAVAN 0.17 0.60 No

Externalizing problems 60m MAVAN 0.27 0.80 No

Attention problems 48m GUSTO 0.85 0.43 Yes

ADHD problems 48m GUSTO 0.09 0.43 No

Externalization problems 48m GUSTO 0.12 0.78 Yes

PoI and PA values close to 0.50 suggest strong evidence for differential susceptibility.

*Significant interactions between the adversity score and the amygdala-based ePRS-5-HTT (p < 0.05).

FIGURE 3 | Interaction effect between Postnatal Adversity Score and amygdala-based ePRS-5-HTT on: (A) ADHD problems at 4 years, (B) attention problems at 4

years, and (C) Externalizing Problems at 4 years. Increased postnatal adversity exposure is associated with outcomes related to more Behavioral problems as ePRS

decreases. GUSTO cohort, N = 401.

that increased postnatal adversity exposure is associated with
more ADHD problems (β = 0.89, p < 0.0001), as well as with
higher attentional (β = 0.70, p < 0.0001), and externalizing
problems (β = 2.72, p < 0.0001) as the ePRS-5-HTT score
decreases (Figure 3). After correction for multiple testing, all the
associations remained significant.

We also analyzed whether these interactions were consistent
with the differential susceptibility model (Roisman et al., 2012).
We verified if regions of significance were inside the possible

range of value for the environmental score, calculated proportion
of interaction (PoI) and proportion affected (PA). Table 3 shows
these results in MAVAN and GUSTO cohorts. In every case we
find some evidence (PoI and PA values close to 0.50 suggest
strong evidence for differential susceptibility) for differential
susceptibility. All three criteria showed that interactions were
consistent with differential susceptibility. These results suggest
that the same genetic background associated with the 5-HTT
gene network is affected by the exposure to adversity but also
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FIGURE 4 | Variations in DNA methylation levels were predicted by postnatal

adversity score, ePRS-5-HTT, and the interaction between postnatal adversity

score and ePRS-5-HTT. Each variable on chart denotes one model. AIC was

used to compare three models for each CpG and select the best one.

Percentages on chart represent the number of CpGs that are best explained

(lowest AIC) by a specific model. All models were adjusted for population

stratification and sex.

more protected in supportive environments with regards to
ADHD and Attention Problems outcomes. Pol and PA are
consistent with differential susceptibility inMAVAN andGUSTO
cohort (see Table 3).

These results suggest a presence of a strong genome x
environment interaction effect on behavior outcomes in children.
Exposure to postnatal adversity and decreased ePRS-5-HTT are
associated with negative outcomes in CBLC at different ages in
different cohorts. This suggests that the amygdala 5-HTT ePRS is
a strong predictor of attention-related processes in the context of
variation in the environmental quality in line with the differential
susceptibility paradigm.

Postnatal Adversity, ePRS-5-HTT, and
Their Interaction Contribute to DNA
Methylation Variations
We identified a total of 54,295 variably methylated probes cross
the genome. For each probe we compared AIC across three
models to explore the prediction of the DNA methylation by
postnatal adversity, ePRS or their interaction. We observed that
postnatal adversity explained DNAmethylation levels better than
other predictors for 47% of all variably methylated sites. The
ePRS-5-HTT main effect was a better predictor for 43% of the
variably methylated sites and the interaction between the two
factors—for 10% of CpGs (Figure 4).

Enrichment Analysis of the 5-HTT
Co-expression Networks
We performed enrichment analysis on the genes selected
for composing the genetic score (complete list of genes on

Table 1). The relationship between genes was performed using
GeneMANIA, and the interaction networks were constructed in
the Cytoscape software. Figure 5 shows the gene interactions.
Using Cytoscape, we calculated the degrees and betweenness
of the 5-HTT network. Nodes above the threshold (mean
+ 1 SD) were considered central nodes (high betweenness
indicated bottlenecks and high degrees indicated hubs) (Neves
de Oliveira et al., 2018). The two most important hubs and
bottlenecks of this list included: HNRNPA1 (Heterogeneous
Nuclear Ribonucleoprotein A1), a protein coding gene, member
of a family of ubiquitously expressed heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins, which are RNA-binding proteins that
associate with pre-mRNAs in the nucleus and influence pre-
mRNA processing, as well as other aspects of mRNAmetabolism
and transport; and PRKDC, a protein kinase, which encodes
the catalytic subunit of the DNA-dependent protein kinase.
AURKA (Aurora kinase) is the most import hub gene of the
gene network co-expressed with 5-HTT in amygdala. The protein
encoded by this gene is a cell cycle-regulated kinase that appears
to be involved in microtubule formation and/or stabilization
at the spindle pole during chromosome segregation. The most
important bottleneck is RAD54L. The protein encoded by this
gene is involved in homologous recombination and repair of
DNA (Stelzer et al., 2016).

BrainSpan data was used to correlate the expression levels
of the genes included in the ePRS-5-HTT in the amygdala
in two periods (a) infancy and early childhood, and (b)
adulthood. We observed large clusters of highly co-expressed
genes in both periods (Figure 6). However, different gene
clusters were observed during infancy/early childhood and
during adulthood, suggesting that there is a developmental
influence on the design of the clusters of co-expression of
these genes.

Enrichment analyses performed in Metacore R© shows
two important pathways related with DNA damage and
epigenetic regulation of gene expression (see all results in
Table 4). The enrichment analysis for gene ontology shows
enrichment processes related to chromosome organization,
DNA conformational changes, DNA methylation; and
nervous system development (such as generation of
neurons and developmental process). Interestingly, of the
35 genes on the list of genes co-expressed with 5-HTT
in the amygdala, 10 are classified as epifactors and are
involved in histone phosphorylation and methylation,
chromatin remodeling and DNA methylation (Figure 7).
We also analyzed the cell classes in the brain where
these epifactors are more expressed, and most of them
are localized in astrocytes, neurons, and oligodendrocyte
precursor cells (Figure 7). Enrichment analyses performed in
Panther shows molecular functions related with transporter
activity and binding, biological process related with
developmental processes, cellular processes, and metabolic
processes. At same time, proteins classes were enriched for
transporter, nucleic acid binding, and transferases. Finally,
this gene network was enriched in pathways related to
muscarinic acetylcholine and nicotine receptors signaling
pathways (Figure 8).
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FIGURE 5 | Genes interactions of the amygdala 5-HTT co-expression network. The border of the genes represents the out-degree of these nodes, meaning the

number of outgoing relationships. The larger the border, the stronger the relationship of the gene to other genes. The size of the nodes represents the in-degree, i.e.,

the number of incoming relationships with neighbors. The bigger the node, the higher the relationships of other genes to the target gene. The edges represent

co-expression. Color and thickness were used to identify the most co-expressed genes, darker, and thicker represent higher co-expression.

FIGURE 6 | Co-expression of the genes included in the ePRS-5-HTT in the amygdala in the (A) infancy and early childhood, and (B) adulthood periods in humans.

Each vertical line represents correlation with a unique gene. Genes from the same expression quantification tend to cluster together and could be visualized in red

(positive correlation), or blue (negative correlation) patterns. Infancy and early childhood period ranges from 0 to 4 years of age (N = 7); Adulthood ranges from 20 to

40 years (N = 6). Data for this analysis was extracted from BrainSpan.

SNP-Based ePRS-5-HTT and the
Voxel-Based Gray Matter Density
In order to perform an anatomical-functional correlation of
our findings, we analyzed the relationship between brain gray
matter density and the SNPs used to create the ePRS-5-HTT
in 49 children from MAVAN that had MRI and genotype

data available. The Parallel ICA identified seven significant

relationships between regional gray matter volume and SNP-

based ePRS. The most significant relationships between regional
gray matter density and SNP-based ePRS-5-HTT data was on the

genetic component 12 and MRI component 5 (r =0.704, p =

1.62e-08). The comparison of mean loading coefficients of these
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TABLE 4 | Pathway Maps and Gene Ontology Processes related to genes

included in the expression-based polygenic risk score of the 5-HTT in the

amygdala.

Enrichment by Metacore®

Maps p-value FDR

Pathway Maps

Apoptosis and survival_nAChR in apoptosis

inhibition and cell cycle progression

0.0009 0.046

DNA damage_Mismatch repair 0.001 0.046

Transcription_Role of heterochromatin protein 1

(HP1) family in transcriptional silencing

0.0017 0.046

Transcription_Sin3 and NuRD in transcription

regulation

0.0017 0.046

Canonical Notch signaling pathway in colorectal

cancer

0.0023 0.046

Signal transduction_Adenosine A2A receptor

signaling pathway

0.003 0.046

Translation_Translation regulation by Alpha-1

adrenergic receptors

0.003 0.046

TLRs-mediated IFN-alpha production by

plasmacytoid dendritic cells in SLE

0.003 0.046

Transcription_Epigenetic regulation of gene

expression

0.003 0.048

GO Processes

Chromosome organization 0.00000004 0.00005

DNA geometric change 0.0000001 0.00008

Nervous system development 0.0000001 0.00009

Chromatin organization 0.0000002 0.00010

Generation of neurons 0.0000004 0.00016

Cellular response to stress 0.0000005 0.00016

System development 0.0000005 0.00016

Neurogenesis 0.000001 0.00023

DNA conformation change 0.000002 0.00027

Developmental process 0.000017 0.00109

DNA methylation on cytosine within a CG sequence 0.00004 0.00162

Positive regulation of DNA ligation 0.00004 0.00162

components between children from high- and low adversity score
groups by Student’s t-test indicated no statistically significant
differences (Figure 9), suggesting that SNPs on the ePRS-5-HTT
list moderate gray matter density in specific brain regions, but
this effect is not moderated by the adversity experienced on
these parameters.

To define the significant SNPs in each component, we used a
threshold of higher than 2.5 and lower than 2.5 (Z-Threshold>
±2.5). In component 12, we found 14 significant SNPs, and the
enrichment analysis byMetacore R© demonstrated that these SNPs
are involved especially in regulation of neuronal migration [false
discovery rate (FDR) = 0.0082], cerebral cortex development
(FDR = 0.02), neurogenesis (FDR = 0.025), regulation of cell
migration (FDR = 0.030), and cell development (FDR = 0.04).
This group of SNPs were related to gray matter density located
mainly in cortical areas, such as superior, middle and inferior
frontal gyrus, temporal gyrus, precuneus, and inferior parietal

lobule (MRI component 5). All the significant brain regions and
SNPs are listed in Tables 5, 6.

DISCUSSION

The main aim of this study was to analyze whether a genetic
score based on genes co-expressed with the serotonin transporter
in the amygdala moderates the impact of adversity exposure in
early life on behaviors related to attention and hyperactivity,
as well as comorbidities associated with this condition. We
demonstrated that the expression-based polygenic risk score
reflecting the function of an amygdala 5-HTT gene network
interacts with postnatal adversity exposure, influencing attention
and hyperactivity problems in different cohorts and different
ages. We found a correlation between the postnatal adversity
score, amygdala ePRS-5-HTT scores and their interaction on
variations of DNA methylation across the genome. Additionally,
we observed that SNPs used to create the ePRS-5-HTT are
positively and negatively correlated with variations in graymatter
density. These results together confirm that the gene network
co-expressed with 5-HTT is strongly associated with behavioral,
brain cortical density, and epigenetic changes in the context of
adversity, that strongly correlate with their impact on attentional
problems in young children.

The attention deficit hyperactivity disorder is characterized by
symptoms of inattention, impulsivity, and hyperactivity. Often,
ADHD is associated with emotions and behavior dysfunctions,
such as affect dysregulation, irritability, and mood (Matthews
et al., 2014). We demonstrated that early life adversity is
strongly associated not only with attention and hyperactivity
problems, but also with behaviors correlated with ADHD, such as
externalizing behaviors and total problems (as measured through
the CBCL). Externalizing behavioral problems reflect the child
negatively acting on the external environment and consist of
disruptive, hyperactive, and aggressive behaviors (Nolan et al.,
1996; Liu, 2004). Our finding corroborates the associations
between ADHD problems and comorbidities, primarily related
to externalizing behavior problems.

The serotonergic system is associated with several behavioral
processes, in domains such as cognition, emotion, reward, and
attention (Carlsson, 1987; Greengard, 2001). Variations in the 5-
HTT gene have been reported to be associated with impulsivity,
hyperactivity, and ADHD (Halperin et al., 1997; Manor et al.,
2001; Seeger et al., 2001; Heils et al., 2002). The amygdala is
a complex structure rich in serotonergic terminals, and it is
involved in several processes related to emotion, mechanisms of
vigilance, and attention (Pessoa, 2011).While several studies have
focused on the effects of serotonergic function on comorbidities,
our approach presents a biologically defined gene network
of genes co-expressed with the serotonin transporter in the
amygdala. We demonstrated that variation across the 5HTT
gene network moderated the effects of postnatal adversity on
attention and hyperactivity problems. Furthermore, we observed
that the interaction between genetic variation and environment
on attention and hyperactivity problems provided support for
the differential susceptibility hypothesis. These results suggest
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FIGURE 7 | Epifactors included in the expression-based polygenic risk score of the 5-HTT in the amygdala: (1) Genes classified as epifactors, involved in histone

phosphorylation and methylation, chromatin remodeling, and DNA methylation; (2) Cell classes in the brain where these epifactors are expressed. Each graphic

represents a gene: (A) PRKDC, (B) PKN1, (C) EHMT2, (D) AURKA, (E) ATAD2B, (F) USP49, (G) DNMT3B, (H) RAD54L, (I) HMGB1, and (J) CHD7.

that individuals whose behavior is negatively affected by
environmental adversity could be the same individuals to benefit
most from an enriched/supportive environment (Belsky et al.,
2009). Belsky et al. have suggested that children more sensitive to
context might be more affected by developmental factors, being
that an exposure to adversity or to more enriched environments
in early life (Belsky, 1997). These results provide evidence
that the 5-HTT gene network is associated with vulnerability
and resilience to environmental variations, which can have
implications for both preventive and therapeutic interventions.

Our findings showed that the postnatal adversity score and
gene network of 5-HTT in the amygdala predict variation
in DNA methylation across the genome. In fact, several
studies have demonstrated that trauma in early life affects
DNA methylation (Beach et al., 2010; Ouellet-Morin et al.,
2013). Infant attachment is also associated with variations in
genome-wide DNA methylation (Garg et al., 2018) and the early

social environment has persisting influence until adult life on
the DNA methylation variation across the genome (O’Donnell
et al., 2018). The serotoninergic system, especially the serotonin
transporter, regulates a number of epigenetic modifications
(Ismaylova et al., 2018). However, we show that a broader
analysis of 5-HTT gene network variation is associated with
epigenetic changes. Interestingly, several genes included in the 5-
HTT gene network are associated with epigenetic processes. As
shown in Figure 7, 10 of the 35 genes in the amygdala 5HTT
gene network are associated with histone phosphorylation and
methylation, chromatin remodeling, and DNAmethylation. This
explains the strong association between the ePRS and variations
of DNAmethylation observed in our model. Although the ePRS-
5-HTT in the amygdala and postnatal adversity explain most of
the variations observed, it is important to emphasize that the
interaction between these two factors also predicts variations in
DNA methylation across the genome. These results may explain,
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FIGURE 8 | Enrichment analysis performed using Panther (http://pantherdb.org/): Enrichment for (A) molecular functions, (B) biological processes, (C) protein

classes, (D) cell components, and (E) pathways.

at least in part, the mechanism by which adversity exerts its
long-term effects, especially in attention hyperactivity problems.

We also analyzed the relationship between the SNPs used
to create the ePRS-5-HTT in amygdala and brain gray matter
density, in order to obtain anatomical-functional resolution in
our findings. We observed an association between these SNPs
and gray matter density in cortical areas involved in memory,
attention, information processing, and decision-making, such as
precuneus, superior and inferior temporal gyrus, frontal gyrus,
and inferior parietal lobule, respectively (Shapiro et al., 2002;
du Boisgueheneuc et al., 2006; Wallentin et al., 2006; Vickery
and Jiang, 2009; Tops and Boksem, 2011). Clinical studies have
been demonstrated that smaller volumes of frontal, parietal and

occipital cortices were associated with the higher rates of ADHD
(Botellero et al., 2017; Suffren et al., 2017). In fact, ADHD is a
disorder associated with cognitive control and reward response.
Theories that address ADHD as a disorder of executive control
have considered atypical activity or connectivity specifically in
prefrontal regions and posterior cortical regions (Miller and
Cohen, 2001; Aron et al., 2004; Matthews et al., 2014). At the
same time, theories that consider ADHD as a sensory and
reward dysfunction have associated this disorder with brain
regions involved inmotivation, reward and emotional regulation,
and with dysregulation of emotional control (Matthews et al.,
2014). Even though we analyzed brain gray matter density, not
activity or connectivity, it is interesting that the results pointed
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FIGURE 9 | A bar plot of the mean loading coefficients of brain magnetic resonance imaging (MRI) component and genetic component. Student’s t-test was

performed to compare loading coefficients means between groups of high and low adversity score for SNPs (single nucleotide polymorphisms) and MRI.

TABLE 5 | Significant brain regions associated with gray matter density and SNP-based ePRS-5-HTT data on MRI component 5 by Parallel ICA.

Brain-phenotype component 5

Area Brodmann area L/R volume (cc) Random effects: Max value (x, y, z)

POSITIVE

Middle temporal gyrus 19 0.4/0.6 5.1 (−53, −53, −9)/5.2 (62, −28, −10)

Sub-gyral * 0.4/0.4 5.0 (−34, −40, 38)/6.0 (45, −47, −9)

Precuneus 7, 31 0.4/0.2 5.0 (−22, −61, 38)/4.0 (9, −53, 44)

Middle frontal gyrus 6, 8, 10 0.3/0.6 3.9 (−22, 22, 38)/4.7 (18, −11, 61)

Inferior temporal gyrus 19, 20, 21, 37 0.3/0.4 4.9 (−34, −3, −36)/5.3 (49, −57, −2)

Postcentral gyrus 3, 4 0.3/0.4 4.7 (−50, −19, 20)/4.2 (55, −20, 37)

Fusiform gyrus 19, 20, 37 0.3/0.3 5.5 (−53, −11, −23)/4.3 (48, −49, −13)

Superior frontal gyrus 6, 10 0.3/0.3 4.8 (−24, 51, −5)/4.5 (18, −11, 66)

Cerebellar declive * 0.3/0.2 4.9 (−37, −71, −22)/5.6 (30, −77, −20)

Lingual gyrus 18 0.3/0.2 4.5 (−12, −77, 0)/4.0 (27, −64, −6)

Superior temporal gyrus 42 0.3/0.1 4.3 (−55, −34, 16)/3.8 (61, −34, 18)

Middle occipital gyrus * 0.2/0.3 5.4 (−22, −92, 3)/5.2 (42, −70, −7)

Supramarginal gyrus 40 0.2/0.0 3.9 (−45, −50, 25)/−999.0 (0, 0, 0)

Precentral gyrus 6 0.1/0.3 4.1 (−49, 8, 8)/5.1 (33, −19, 48)

Medial frontal gyrus 10, 11 0.1/0.3 3.7 (−7, 39, 30)/4.2 (10, 51, 2)

NEGATIVE

Middle frontal gyrus 6, 9, 10, 11, 46 0.8/1.2 4.8 (−30, 8, 52)/5.5 (36, 18, 39)

Inferior parietal lobule 39, 40 0.6/0.6 5.5 (−48, −47, 42)/5.4 (31, −53, 45)

Inferior frontal gyrus 9, 44, 45, 47 0.6/0.6 4.9 (−48, 32, 0)/5.0 (46, 4, 30)

Sub-gyral * 0.5/0.4 5.4 (−31, −51, 38)/4.8 (25, −35, 52)

Superior temporal gyrus 13, 22, 39 0.4/0.2 5.1 (−58, −40, 19)/3.8 (64, −26, 10)

Medial frontal gyrus 6, 10, 11 0.4/0.1 5.2 (−13, 4, 59)/4.1 (16, 62, −4)

Precuneus 7 0.3/0.6 4.3 (−4, −61, 31)/4.2 (13, −48, 55)

Superior frontal gyrus 8, 9, 11 0.3/0.5 4.6 (−34, 46, 16)/5.1 (9, 58, 22)

Precentral gyrus 9, 44 0.3/0.1 6.5 (−48, 19, 9)/4.4 (39, 8, 37)

Postcentral gyrus 2, 3 0.3/0.1 5.0 (−25, −34, 53)/4.6 (27, −31, 55)

Supramarginal gyrus 40 0.2/0.3 4.0 (−50, −48, 33)/4.3 (55, −48, 30)

Middle temporal gyrus 37 0.2/0.2 4.0 (−50, −65, 6)/5.0 (49, −51, 7)

Superior parietal lobule 7 0.2/0.1 3.9 (−40, −56, 48)/4.1 (31, −56, 48)

*Does not have a close match to a particular brodmann area.

to an association between SNPs of genes co-expressed with 5-
HTT in amygdala and gray matter density in cortical regions
associated with executive control, suggesting that both theories

may be important for typical behaviors observed in this disorder,
and that this gene network could have an important role in
this moderations.
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TABLE 6 | Dominant SNPs (Z-Threshold = 2.5) associated with gray matter

density on SNP component 12 by Parallel ICA.

Gene SNP Z Score

TRIM58 rs61857833 8.86

TRIM58 rs9787332 6.85

TRIM58 rs55634584 6.65

ZCCHC7 rs68046074 5.24

TRIM58 rs34268703 4.87

WDR62 rs117559678 −4.84

TRIM58 rs2101702 −3.42

CNGA3 rs4851129 −3.30

COL3A1 rs3134656 3.03

WDR62 rs139494942 2.77

GTSE1 rs79334853 2.74

TRIM58 rs4925574 2.64

GTSE1 rs3817874 2.53

TRIM58 rs112538341 2.53

These results together point to an association between
genes and the environment: the gene network co-expressed
with 5-HTT in the amygdala was consistently associated with
behavioral outcomes, variations of gray matter density and
DNA methylation. In fact, the biological processes enriched
for this gene network show a high association with nervous
system development and epigenetic pathways. Previous studies
have shown that ADHD patients with higher SLC6A4 promoter
methylation status had significantly worse hyperactive-impulsive
symptoms, suggesting the potential role of epigenetics pathways
in attention problems (Park et al., 2015). Furthermore, epigenes
of this gene network were enriched in different cells, such as
astrocytes, neurons and precursors of oligodendrocytes, which
demonstrates the wide distribution of these factors. Interestingly,
this gene network was also enriched for pathways of the
cholinergic system, which have been associated with a number of
cognitive functions, including memory, attention, and emotional
processing (Sarter et al., 2001, 2006; Bentley et al., 2003).
The presence of these pathways demonstrates that complex
dysfunctions are probably associated not only with a gene, but
possibly with a network of genes, and several systems, cells and
brain regions (Gaiteri et al., 2014). Exposure to stress has been
shown to affectmethylation of Lys4 in histone 3 (Han et al., 2012).
Methylation of this amino acid residue has been reported to affect
the activity of DNMT3B (Liang et al., 2002; Chen et al., 2003)
one of the enzymes coded by a gene in the ePRS-5-HTT network.
This is a possible mechanism through which early adversity could
epigenetically influence the function of this network and, thus,
interact with our genetic score.

In conclusion, our present findings provide support for the
impact of exposure to postnatal adversity on attention deficit
hyperactivity disorder and externalizing problems, showing
that the 5-HTT gene network is an important moderator of
these effects. Our data also supports the hypothesis that this
gene network has important impact in brain regions related
with attention and cognitive processes. Additionally, the 5-
HTT gene network and postnatal adversity are associated
with variation in DNA methylation, which may explain the
mechanism of long-term effects of postnatal adversity. Our study
extends the knowledge of how exposure to postnatal adversity
affects behavior and highlights the importance of analyzing not
just a candidate gene in psychiatric disorders, but an entire
gene network.
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6. Discussão 
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 Nesta tese buscamos avaliar os efeitos da exposição a adversidades no início da vida sobre 

o desenvolvimento de alterações comportamentais alimentares, metabólicas, cognitivas e 

emocionais, focando na interação entre fatores genéticos e ambientais que contribuiriam para tais 

fenótipos. Para tanto, inicialmente, utilizamos dois modelos de estresse em períodos 

hiporresponsivos ao estresse durante o desenvolvimento de roedores, buscando identificar 

diferenças sexo-específicas de comportamento alimentar hedônico e homeostático, bem como 

ansiedade e a expressão de genes associados a esses comportamentos. Em seguida, realizamos um 

estudo em humanos com o objetivo de avaliar a suscetibilidade ao desenvolvimento de distintos 

padrões alimentares em crianças com histórico de adversidade no início da vida, considerando os 

perfis genético e funcional associados à sinalização da leptina no hipotálamo e no córtex pré-

frontal. Por fim, realizamos um segundo estudo em crianças, e investigamos a contribuição de 

interação entre fatores genéticos, associados à sinalização serotoninérgica na amígdala, e 

ambientais, de adversidades precoces, para o desenvolvimento de características relacionadas ao 

transtorno de déficit de atenção/hiperatividade. Os principais resultados provenientes desses 

estudos estão resumidos nas tabelas 1, 2 e 3 que antecedem a discussão dos achados desta tese. 

 

Tabela 1: Resumo dos principais resultados comportamentais e neuroquímicos em animais. 

Análise Resultados observados 

Peso Corporal 
Sexo * Tempo 
♂ Grupo * Tempo – MD ↓ 
♀ Grupo * Tempo – MD e MS ↓ 

Consumo Alimentar de Ração Padrão de Biotério 
Sexo – ♂ Ingestão ↑ ♀ 
♂ MD ↓  
♀ sem efeito 

Consumo de Alimento Palatável 
Interação Estresse Neonatal * Sexo 
♂ MD e MS ↑  
♀ MD ↓ MS ↑  

Labirinto em Cruz Elevado 

Efeito do sexo e tendência de efeito do estresse neonatal % 
de tempo no braço aberto 
♂ 
MD e MS ↓ % de Tempo Braços Abertos 
MS ↓ Entrada nos Braços Abertos comparado ao MD 
MS ↑ Tempo nos Braços Fechados 
♀ sem efeito 

Campo Aberto 
Sexo – ♀ apresentam ↑ distância periférica, central e total 
percorrida que ♂ 
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Neuropeptídios Hipotalâmicos 

Sexo – ♀ apresentaram ↓ da expressão do NPY que ♂  
♂ 
MD e MS ↓ a Expressão de POMC 
Tendência ↓ da Expressão em MD e ↑ em MS de LepR 
♀ sem efeito 

Conteúdo Serotoninérgico na Amígdala 

♂ 
MS ↓ 5-HTT 
MD ↑ 5HIAA 
♀ MD ↓ 5-HTT 

Conteúdo Serotoninérgico no Hipotálamo 

♂ 
MD e MS ↓ 5-HTT 
MD e MS ↑ 5-HIAA / 5-HT 
♀ 
MD e MS ↓ 5-HTT 
MD e MS ↑ 5-HIAA 

 

Tabela 2: Resumo dos principais resultados da interação entre a rede de genes que se co-expessa com o 
receptor de leptina no córtex pré-frontal e exposição a adversidades no início da vida em crianças. 
Considerando que não identificamos interação entre a rede de genes que se co-expessa com o receptor de 
leptina no hipotálamo e exposição a adversidades no início da vida, esses resultados não são descritos na 
tabela. 

Análise Resultados observados 

Comportamentos 

Coorte MAVAN 
- LepR-ePRS do Córtex Pré-frontal * Adversidade: 
↑ Adversidade Pós-natal e ↓ LepR-ePRS 
   ↑  Escore de Apreciação Alimentar (48 m e 72 m) † 
   ↑  Escore de Saciedade (48 m e tendência aos 72 m) † 
 
↑ Adversidade Pós-natal e ↑ LepR-ePRS 
   ↑  Escore de Resposta Alimentar (48 m) † 
 
- LepR-ePRS do Córtex Pré-frontal 
↓ LepR-ePRS 
   ↑  Score de Lentidão Alimentar (48 m e tendência aos 72 
m)† 
 
Coorte GUSTO 
- ePRS-5-HTT * Adversidade: 
↑ Adversidade Pós-natal e ↑ ePRS-5-HTT 
   ↑  Escore de Apreciação Alimentar (60 m) † 
   ↓  Escore de Inquietação ao Alimentar (60 m) † 
   ↓  Escore de Saciedade (60 m) † 

Parâmetros metabólicos Leptina Circulante 
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      Sem efeito do LepR-ePRS do Córtex Pré-frontal 
Glicose de jejum 
      Sem efeito do LepR-ePRS do córtex pré-frontal 

† Evidência de diátese-estresse 
 

Tabela 3: Resumo dos principais resultados da interação entre a rede de genes que se co-expessa com o 
transportador de serotonina na amígdala e exposição a adversidades no início da vida em crianças. 

Análise Resultados observados 

Comportamento 

Coorte MAVAN 
- ePRS-5-HTT da Amígdala * Adversidade: 
↑ Adversidade Pós-natal e ↓ ePRS-5-HTT 
 

   ↑   TDAH (48 m e 60 m) - susceptibilidade diferencial # 
   ↑  Problemas de Atenção (48 m e tendência aos 60 m) - 
susceptibilidade diferencial # 
   ↑  Problema de Externalização (48 m e 60 m) † 
 
Coorte GUSTO 
- ePRS-5-HTT da Amígdala * Adversidade: 
↑ Adversidade Pós-natal e ↓ ePRS-5-HTT 
   ↑  Problemas de TDAH (48 m) † 
   ↑ Problemas de Atenção (48 m) - susceptibilidade 
diferencial # 
   ↑  Problema de Externalização (48 m) - susceptibilidade 
diferencial # 
 

Metilação de DNA 

54.295 Regiões Metiladas ao longo do genoma 
     Adversidade: melhor preditor de 47% das variações de 
metilações de DNA 
     ePRS-5-HTT da Amígdala: melhor preditor de 43% das 
variações de metilações de DNA 
     ePRS-5-HTT da Amígdala * Adversidade: melhor 
preditor de 10% das variações de metilações de DNA 

Densidade de Matéria Cinzenta Encefálica 

SNPs que compõem o ePRS-5-HTT moderam a densidade 
de matéria cinzenta encefálica 
Adversidade: 
    sem efeito 

† Evidência de diátese-estresse 
# Evidência de susceptibilidade diferencial 
 

 O estresse no início da vida, representado por adversidades no período anterior e posterior 

ao nascimento, é amplamente associado à predisposição ao desenvolvimento de doenças a curto e 

longo prazo. Diante disso, modelos animais que induzam alterações semelhantes às observadas em 

humanos são indispensáveis e devem ser amplamente estudados, com o intuito de compreender os 
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mecanismos subjacentes a tais alterações e averiguar possíveis intervenções ou tratamentos 

capazes de reverter efeitos indesejáveis. No primeiro capítulo desta tese, estudamos dois modelos 

de estresse precoce. Os principais achados apontam para alterações de consumo alimentar, em 

particular de alimentos palatáveis. Além disso, resultados sexo-específicos foram encontrados 

quando analisamos o comportamento tipo-ansioso e atividade motora: machos submetidos a 

estresse precoce foram mais vulneráveis a um aumento do comportamento tipo-ansioso e fêmeas 

estressadas precocemente apresentaram aumento da atividade locomotora. Ao mesmo tempo, o 

estresse precoce reduziu a expressão de POMC e aumentou a atividade serotoninérgica no 

hipotálamo, enquanto na amígdala efeitos sobre o sistema serotoninérgico foram dependentes de 

sexo e tipo de estresse. No segundo capítulo dessa tese, estudamos o efeito da interação entre 

adversidades no início da vida e a rede de genes que se co-expressa com o receptor de leptina no 

córtex pré-frontal e no hipotálamo em comportamentos associados a alimentação e marcadores 

metabólicos. Nossos achados demonstram que a rede de genes que se co-expressa com o receptor 

de leptina, especificamente no córtex pré-frontal, modulam os efeitos de adversidades no início da 

vida nas respostas alimentares. Por fim, no terceiro capítulo dessa tese, nós avaliamos como 

processos cognitivos são modulados pela interação entre adversidades no início da vida e a rede 

de genes que se co-expressa com o transportador de serotonina na amígdala. Nossos achados 

demonstram que a interação entre fatores ambientais e genéticos associados ao transportador de 

serotonina modulam comportamentos relacionados a atenção e hiperatividade, bem como 

variações de metilação de DNA ao longo do genoma, e que SNPs relacionados a essa rede também 

são associados a densidade de matéria cinzenta encefálica. 

Não existe uma padronização de modelo de estresse no início da vida de roedores, o que 

dificulta a comparação dos resultados encontrados entre os estudos. A separação maternal é o 

modelo mais frequentemente utilizado para mimetizar adversidades no início da vida, embora 

exista grande variabilidade na duração e no período em que a MS ocorre (Pryce & Feldon, 2003). 

Tractenberg e colaboradores realizaram uma revisão sistemática comparando as diferenças entre 

os modelos de separação maternal e suas influências no comportamento de camundongos, 

considerando algumas definições e nomenclaturas que são importantes de serem destacados nessa 

tese, dentre eles: a variação nos tipos de procedimento de separação maternal e detalhes 

metodológicos dos diferentes modelos (Tractenberg et al., 2016). O procedimento do estresse de 

separação maternal pode acontecer por poucos minutos até uma hora, e nesse caso podem ser 
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classificados como Breve Separação Maternal; outros autores consideram a separação até 30 

minutos como Manipulação, pois esse é o tempo em que a genitora muitas vezes se afasta do ninho 

para buscar alimento (Kalinichev, 2010). Por outro lado, a Separação Maternal Prolongada , ou 

apenas Separação Maternal, se constitui da separação dos filhotes por suas mães por no mínimo 

uma hora até 8 horas diárias (Nylander & Roman, 2013). O termo Privação Maternal é utilizado 

para protocolos de separação materna por 24 horas (Ellenbroek, van den Kroonenberg, & Cools, 

1998). Além disso, dentro desses modelos existem algumas variações metodológicas que podem 

contribuir para o nível de estresse aplicado nos animais. Por exemplo, se o estressor é realizado 

em um único ou repetidos episódios, se os filhotes são isolados dos irmãos de ninhada ou 

permanecem em ninhada, se existe controle de temperatura, além do período em que o estresse 

aconteceu, como no período hipo-responsivo ao estresse (entre os dias pós-natais 0-14) 

(Tractenberg et al., 2016). Essa variabilidade de modelos de protocolos nos leva a duas questões 

principais: (I) independente do modelo de estresse aplicado no início da vida, desde o mais leve, 

como pouco cuidado materno, até os mais severos, como privação maternal, esse estresse pode 

predispor filhotes a alterações neuroquímicas e comportamentais; (II) o período da vida em que o 

estresse acontece pode acarretar alterações específicas, considerando que eventos de 

desenvolvimento seguem um padrão de sequência temporal. Nesse sentido, o primeiro trabalho 

dessa tese teve como objetivo investigar os efeitos de diferentes protocolos de estresse neonatal 

em desfechos relacionados especificamente ao comportamento alimentar. 

É sabido que o nível de estresse interfere diretamente no consumo alimentar e 

consequentemente em parâmetros metabólicos e de peso corporal (Morris et al., 2015). Estudos 

com humanos e modelos animais vêm demonstrando que o estresse pode tanto aumentar quanto 

diminuir o consumo alimentar (Foster, Solomon, Huhman, & Bartness, 2006). Essa divergência 

nos resultados pode ser explicada tanto pela gravidade e frequência em que o estresse ocorre, 

quanto pelo tipo de alimento ofertado. Por exemplo, o estresse é associado a redução do consumo 

alimentar, entretanto, se um alimento palatável é ofertado em um momento estressante, observa-

se aumento do consumo como forma de aliviar os efeitos negativos do estresse (Adam & Epel, 

2007). Grande parte desses efeitos são relacionados à sobreposição entre os sistemas neurais que 

regulam o estresse e a alimentação, uma vez que o núcleo paraventricular do hipotálamo está 

envolvido na regulação do eixo HHA e do sistema de controle de ingestão alimentar (Morris et al., 

2015). Nosso estudo adicionou dados importantes à literatura, ao demonstrar, dentro de um mesmo 
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ambiente controlado, como a variação de modelos de estresse interfere no consumo e preferências 

por alimentos de forma diferente em animais machos e fêmeas. Em nossos achados, animais 

machos submetidos ao estresse contínuo de MS por três horas diárias durante o período hipo-

responsivo ao estresse, com temperatura controlada e animais isolados de irmãos de ninhada, não 

apresentaram alteração de consumo alimentar de rações padrão. Entretanto, quando esses animais 

são expostos a alimentos palatáveis, observa-se um aumento do consumo comparado a animais 

controle. Por outro lado, o estresse por MD, por 24 horas, também durante o período hipo-

responsivo ao estresse e com temperatura controlada, porém com animais em ninhada, diminuiu o 

consumo de ração padrão, possivelmente levando ao baixo peso corporal identificado. De modo 

interessante, quanto esses animais foram expostos a alimentos palatáveis, observamos um aumento 

do consumo quando comparado ao grupo controle. Esse aumento no consumo de alimentos 

palatáveis em ambos os grupos de estresse deve-se provavelmente ao estado ansioso dos animais, 

observado em nossos resultados, considerando que alimentos ricos em açúcar e gordura atuam 

como “alimentos confortantes” (Maniam & Morris, 2010). 

 Além disso, nesse trabalho nós demonstramos que fêmeas também se mostraram 

vulneráveis aos efeitos do estresse no início da vida, o que foi observado inicialmente pela redução 

de peso corporal em ambos os grupos, embora com essa diferença sendo reduzida na idade adulta, 

possivelmente decorrente do consumo de ração padrão que, ao contrário dos machos, não foi 

diferente entre os grupos. Quando essas fêmeas foram expostas a alimentos palatáveis, os efeitos 

com relação ao grupo controle foram evidentes e opostos para os diferentes estressores. A 

exposição a separação maternal repetida aumentou o consumo de alimentos palatáveis, ao passo 

que a privação maternal diminuiu o consumo do mesmo alimento. Considerando que a exposição 

ao alimento palatável foi uma novidade de alto teor reforçador, esperava-se que as fêmeas 

apresentassem pelo menos consumo semelhante ao grupo controle, mas observamos uma redução 

de consumo em animais expostos ao estresse mais severo. Nesse sentido, poderíamos especular 

que a diminuição do consumo de alimentos palatáveis seria um sinal de anedonia, ou seja, 

incapacidade ou diminuição de motivação para receber recompensas consideradas prazerosas, 

como consumo de alimentos (Stanton, Holmes, Chang, & Joormann, 2019). Esse sintoma é 

considerado como um dos sinais de depressão e observado em animais expostos a protocolos de 

estresse de derrota social e de estresse crônico (Golden, Covington, Berton, & Russo, 2011; 

Willner, 2005). Nesse sentido, um estudo investigando os efeitos da privação maternal em fêmeas 
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seria uma boa proposta a ser executada como um modelo de estresse no início da vida e 

predisposição à depressão na vida adulta. 

Um dos desfechos que apresentam certa inconsistência na literatura é de que a exposição a 

adversidades no período pós-natal induz comportamento tipo-ansioso em roedores. Estudos com 

estresse em ratos mostram comportamentos de ansiedade em animais adultos (Miragaia et al., 

2018; Wei, David, Duman, Anisman, & Kaffman, 2010). Entretanto, outros estudos com ratos e 

camundongos mostram uma grande variabilidade nos resultados (McIntosh, Anisman, & Merali, 

1999; Millstein & Holmes, 2007). Em nosso estudo, mostramos que tanto a separação quanto a 

privação maternal induziram comportamento do tipo-ansioso de animais machos avaliados pelo 

teste do labirinto em cruz elevado. Miragaia e colaboradores (2018) demonstraram que a privação 

maternal no dia pós-natal 3 (PND) aumentou o índice de ansiedade, corroborando nossos 

resultados, embora o mesmo estudo não tenha encontrado alterações desses comportamentos em 

animais submetidos à privação no PND 11 (Miragaia et al., 2018). Diferenças metodológicas entre 

nossos modelos de estresse devem ser consideradas e podem estar associadas aos resultados 

observados. Algumas revisões de literatura apontam a importância de utilizar modelos de estresse 

que mimetizem adversidades específicas em humanos como abuso emocional, negligência 

emocional, abuso físico, negligência física e abuso sexual ou uma combinação de adversidades, 

considerando que o tipo e a gravidade das adversidades podem ser importantes em termos de 

disfunções comportamentais (Murthy & Gould, 2018). Nesse sentido, a combinação de dias de 

privação maternal se constitui de um modelo de estresse severo que induziu importantes alterações 

comportamentais e neuroquímicas. 

Embora os protocolos de estresse tenham induzido aumento de comportamento tipo-

ansioso em machos, nós não observamos efeitos ansiogênico do estresse em fêmeas. As fêmeas, 

contudo, apresentaram de maneira geral, maior atividade locomotora que machos. A discrepância 

dos resultados entre machos e fêmeas submetidos aos mesmos protocolos de estresse vem sendo 

discutida em outros estudos como uma consequência também do cuidado materno. E em nosso 

trabalho, foram observadas tanto em comportamentos quanto em dosagens bioquímicas. Estudos 

clássicos e recentes demonstram que mães tendem a apresentar cuidado materno diferenciado, 

promovendo maior estimulação tátil em machos que em fêmeas (Moore & Morelli, 1979). O 

comportamento da mãe em relação aos filhotes pode programar respostas comportamentais e 

neuroendócrinas ao estresse na idade adulta (Hao, Huang, Nielsen, & Kosten, 2011). Parte desses 
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efeitos são associados a mudanças na expressão gênica de regiões encefálicas que medeiam as 

respostas ao estresse, como aumento da expressão de mRNA do receptor de glicocorticóide 

hipocampal e diminuição dos níveis de mRNA de CRH no hipotálamo (Meaney, 2001). Wei e 

colaboradores (2010) demonstraram que até mesmo uma breve separação maternal de 15 minutos, 

entre os dias pós-natais 1 e 21, aumenta o cuidado materno com a prole. De forma interessante, 

esse aumento do cuidado foi correlacionado com tempo de exploração do centro do aparato de 

campo aberto, demonstrando que o cuidado materno durante um período específico de 

desenvolvimento é associado à programação de comportamento tipo-ansioso em animais adultos. 

Esses autores argumentam que, embora o cuidado materno possa minimizar os efeitos do estresse 

no início da vida, algumas alterações podem permanecer a longo prazo (Wei et al., 2010). Nesse 

sentido, nosso estudo demonstrou que tanto a separação quando a privação maternal induziram 

alterações robustas no comportamento e no sistema serotoninérgico, analisado na amígdala e no 

hipotálamo, de machos. Por outro lado, em fêmeas os efeitos comportamentais foram menos 

evidentes, possivelmente por diferenças na resposta ao estresse, o que poderia torná-las mais 

resilientes aos efeitos do estresse nos comportamentos analisados. Estudos que avaliem o cuidado 

materno frente a dois episódios de privação maternal podem trazer informações interessantes 

relacionado os efeitos maternos desse modelo de estresse com a programação do comportamento 

na idade adulta. 

Os resultados desta tese relacionados aos comportamentos alimentar e do tipo-ansioso nos 

direcionaram para duas regiões encefálicas importantes para tais comportamentos: a amígdala e o 

hipotálamo. Conforme discutido anteriormente, a amígdala é considerada uma região fundamental 

para o controle de comportamentos relacionados à ansiedade (Martin et al., 2009) e variações na 

atividade serotoninérgica nessa região modulam esses comportamentos (Curran & Chalasani, 

2012). Dessa forma, alterações no conteúdo de serotonina e seus metabólitos na amígdala podem 

explicar as alterações observadas no comportamento do tipo-ansioso. Por outro lado, as alterações 

serotoninérgicas encontradas no hipotálamo nos direcionam para a hipótese de que o estresse teria 

modulado vias serotoninérgicas que inervam o hipotálamo, modulando o comportamento de 

consumo de alimentos palatáveis, cabendo aqui ainda lembrar que o próprio estado de ansiedade, 

possivelmente resultado das alterações na atividade serotoninérgica na amígdala, também pode 

modificar o consumo de alimentos palatáveis (Machado et al., 2013). 
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Assim, alterações no conteúdo de serotonina e de seu metabólito no hipotálamo podem 

estar relacionadas às alterações de consumo de alimento palatável tanto em machos quanto em 

fêmeas. De fato, estudos indicam que injeções periféricas e centrais de agonistas serotoninérgicos 

resultam em supressão da ingestão alimentar, enquanto o efeito oposto é observado com 

antagonistas receptor 5-HT1A e outras drogas que reduzem a atividade da 5-HT (Leibowitz & 

Alexander, 1998). Grande parte dos efeitos anorexigênicos da serotonina ocorre pela ativação de 

seus receptores no hipotálamo, que modificam a atividade de neurônios contendo o neuropeptídeo 

Y (NPY), a proteína relacionada à agouti (AgRP) e a pró-opiomelanocortina (POMC) (Currie, 

Coiro, Niyomchai, Lira, & Farahmand, 2002; Qiu et al., 2007). Xu e colaboradores, em 2007, 

desenvolveram duas linhagens de camundongos nocaute para o receptor de serotonina 5-HT2C: um 

deles com deficiência total de 5-HT2CR e outro com expressão regular apenas nos neurônios 

POMC. Animais com deficiência total de 5-HT2CR desenvolveram hiperfagia ao serem expostos 

a dieta rica em gordura, além de hiperatividade e obesidade. Esses resultados foram normalizados 

em animais expressando o 5-HT2CR apenas nos neurônios POMC, o que demonstra que receptores 

serotoninérgicos no núcleo arqueado do hipotálamo medeiam os efeitos de componentes do 

sistema serotoninérgicos no consumo alimentar (Xu et al., 2008). Dessa forma, o prejuízo na 

neurotransmissão serotoninérgica, observada em nossos resultados, pode estar influenciando o 

controle da fome e saciedade no hipotálamo por meio da ativação de neuropeptídios hipotalâmicos. 

Com o objetivo de investigar os mecanismos associados à influência do estresse sobre o 

consumo alimentar, medidas de expressão gênica dos neuropeptídios hipotalâmicos envolvidos no 

controle do consumo alimentar foram realizadas. Comparadas a machos, fêmeas apresentaram 

menor expressão de NPY, corroborando outros estudos que observaram que fêmeas apresentam 

menor imunorreatividade de NPY em regiões como a amígdala basolateral, e as regiões ventral e 

dorsal do hipocampos (Miragaia et al., 2018). Além disso, evidências apontam que o NPY está 

envolvido não somente no controle do consumo alimentar, como também em processos 

relacionados a emoções e modulação de respostas ao estresse, atuando como neuromodulador de 

processos emocionais (Morales-Medina, Dumont, & Quirion, 2010). A diminuição da expressão 

do NPY em fêmeas pode ser sugestiva de alterações de humor, da mesma forma que observado na 

redução do consumo de alimentos palatáveis. Vale ressaltar novamente, que estudos investigando 

os efeitos de dois episódios de privação maternal em fêmeas considerando comportamentos 

relacionados à depressão ajudariam a explicar nossos achados. 
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Além disso, nossos resultados apontam que animais machos submetidos à privação 

maternal apresentam redução dos níveis de POMC. A POMC é uma proteína precursora que 

produz peptídeos biologicamente ativos por meio de uma série de etapas enzimáticas específicas, 

produzindo os hormônios estimuladores dos melanócitos (MSHs), ACTH e β-endorfina. A 

ativação da via da POMC pela leptina, no núcleo arqueado do hipotálamo, inibe o consumo 

alimentar (Millington, 2007). A diminuição de um neuropeptídeo anorexigênico em nossos 

resultados sugere um efeito compensatório sistêmico desses animais para atingir o peso corporal 

que se encontra diminuído. De fato, em modelos de restrição alimentar observa-se redução da 

expressão do mRNA de POMC (Mizuno et al., 1998). Além disso, como comentado acima, os 

neurônios POMC do núcleo arqueado do hipotálamo são modulados por receptores 5HT2C, e 

considerando que em nossos achados a atividade serotoninérgica está afetada, essa poderia ser 

outra causa que colabora para variações de neurônios POMC. 

Diante dos nossos achados com relação ao consumo alimentar e ao peso corporal, 

esperávamos efeitos robustos com relação ao receptor de leptina no hipotálamo, principalmente 

porque, em ratos, a leptina apresenta um aumento de liberação no período pós-natal iniciado por 

volta do PND 5 com um pico entre PND 9 e PND 10 (Ahima, Prabakaran, & Flier, 1998), ou seja, 

no período em que aconteceu o estresse nos animais. Entretanto, surpreendentemente observamos 

apenas uma tendência em animais machos, com aumento evidenciado pela separação materna, e 

diminuição pela privação maternal. Em trabalhos anteriores, a privação maternal no PND 9 foi 

associada ao rápido declínio nos níveis de leptina circulante, ao mesmo tempo que observou-se 

aumento do seu receptor, e redução dos níveis de fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) 

e do fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) no hipotálamo (Viveros, Diaz, Mateos, 

Rodriguez, & Chowen, 2010). Esses resultados, contudo, foram mensurados logo após o estresse, 

diferente das nossas análises que foram a longo prazo. 

O comportamento alimentar e a regulação do peso corporal correspondem a processos 

fisiológicos altamente complexos e consequentes da ação coordenada e sincronizada de genes, 

células e regiões periféricas e centrais que interagem em vias hedônicas e homeostáticas (Friedman 

& Halaas, 1998; Leibowitz & Alexander, 1998; Timper & Bruning, 2017; Zanchi et al., 2017). 

Nesse sentido, disfunções nesses processos podem, por muitas vezes, derivar de alterações em 

atividades sistêmicas, ao invés de serem reguladas por alterações de genes específicos (Gaiteri et 

al., 2014). Pesquisas atuais apontam que o estudo de redes de genes fornece uma abordagem 
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alternativa que permite analisar, integrar e quantificar interações moleculares em escala de 

genômica (Lorsch et al., 2019; Vidal, Cusick, & Barabasi, 2011). Levando em conta estudos 

anteriores e nossos resultados, levantamos a hipótese que os efeitos do estresse no início da vida 

no comportamento alimentar devem ser desencadeados por alterações sistêmicas. Sabe-se que 

doenças complexas, como a obesidade, são resultado da integração de rede de genes funcionais, 

que interagem entre si em níveis de regulação molecular e celular para o desenvolvimento da 

condição e doença como um todo (Gaiteri et al., 2014; Parikshak et al., 2015). Nessa perspectiva, 

considerando que uma vasta literatura aponta que o receptor de leptina seja um gene alvo para o 

controle alimentar, em nossos dados observamos apenas uma tendência de alteração na sua 

expressão ao mesmo tempo que observamos que genes associados a ele, como a POMC 

apresentavam alteração de expressão. Dessa forma, com o objetivo de desenvolver uma pesquisa 

translacional focando em redes genes regiões-específicas que poderiam ser afetadas pelo estresse 

no início da vida, desenvolvemos um estudo translacional que analisou interações entre a 

exposição a adversidades no início da vida e genes associados ao receptor de leptina. 

No segundo capítulo desta tese, realizamos um estudo em três coortes comunitárias, em 

que avaliamos a interação entre fatores genéticos e ambientais na predisposição ao 

desenvolvimento de disfunções alimentares e metabólicas. Com relação ao componente genético 

das nossas análises, empregamos a análise de redes de genes para criar um escore de risco 

poligênico baseado em expressão (ePRS, da sigla em inglês para expression-based polygenic risk 

score), que reflete variações na função dessa rede de genes que se co-expressa com o receptor de 

leptina no córtex pré-frontal (PFC) e, também, no hipotálamo (HPT). Através dessa metodologia, 

analisamos padrões de expressão de genes que se correlacionam com o receptor de leptina. Em 

relação a fatores ambientais, criamos um escore utilizando múltiplos indicadores de adversidades 

no período perinatal, que incluíram desde potenciais problemas de saúde da criança, como idade 

gestacional ao nascimento, peso ao nascer, doenças neonatais, e também problemas de saúde 

materna e condições ambientais familiares, como indicadores socioeconômicos e o relacionamento 

no núcleo familiar, que pode ser caracterizado por conflitos ou fragilidade de vínculos.  

Alguns detalhes metodológicos do escore de adversidade são importantes de serem 

destacados. Primeiro, que a utilização de um escore de adversidade possibilita a análise de fatores 

ambientais considerados não extremos que podem, em conjunto, predispor indivíduos a doenças 

psiquiátricas e metabólicas, como observado em estudos anteriores (Levitan et al., 2017; Miguel, 
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Pereira, et al., 2019; Wendland et al., 2014). Além disso, o escore de adversidade, que varia nos 

sujeitos do estudo, permite a análise de diferentes graus de adversidade, consistindo assim, em 

uma ferramenta mais translacional em relação ao nosso modelo animal: um deles um pouco mais 

severo e agudo (MD) e outro mais prolongado e crônico (MS). Vale acrescentar também que o 

escore de adversidade foi criado de forma semelhante em duas coortes, o que possibilitou a 

replicação dos dados, considerando diferentes etnias e culturas. 

O Questionário do Comportamento Alimentar da Criança (CEBQ, do inglês Child Eating 

Behaviour Questionnaire), por sua vez, foi utilizado como desfecho comportamental com o 

objetivo de avaliar atitudes e fatores psicossociais implícitos na seleção de quais alimentos ingerir. 

Esse questionário também avalia características comportamentais associadas ao estilo alimentar 

individual, como resposta à saciedade, ritmo e seletividade alimentar, prazer em comer, sub e 

sobre-ingestão emocional e desejo de beber (Wardle, Guthrie, Sanderson, & Rapoport, 2001). 

Embora no artigo não nos concentremos em efeitos individuais da adversidade e sim na interação 

com a rede de genes, quando avaliamos os efeitos específicos da adversidade no início da vida no 

comportamento alimentar observamos um efeito nas escalas de desejo por bebidas e tendência de 

efeito para o item consumo alimentar em resposta a emoções. Esses resultados foram observados 

em diferentes idades nas coortes avaliadas, como demonstrados nas tabelas suplementares do 

capítulo II. O domínio do CEBQ relacionado ao desejo por bebidas se refere a questões 

relacionadas ao desejo por bebidas ricas em açúcar, como sucos industrializados e refrigerantes 

(Wardle et al., 2001). Nossos resultados apontam que, conforme esperado, o aumento da 

adversidade induz o aumento do desejo por tais bebidas. Por outro lado, o consumo alimentar em 

resposta a emoções negativas se refere à impulsividade diante de situações emocionalmente 

estressantes, como em situações de inquietude, preocupação ou ansiedade. Nesse caso, resultados 

obtidos em ambas a coortes, MAVAN e GUSTO, indicaram uma tendência ao aumento do 

consumo alimentar em situações que envolvem emoções. Assim sendo, podemos especular que 

crianças expostas a adversidades no início da vida tendem a apresentam maior consumo de 

alimentos em situações de desconforto emocional. Esses resultados corroboram trabalhos da 

literatura que observaram que adversidades no início da vida, como qualidade da interação entre 

mãe e bebê nos períodos iniciais da vida, contribuem para o excesso do consumo alimentar 

posteriormente em crianças e adolescentes (Beijers, Miragall, van den Berg, Konttinen, & van 

Strien, 2021; Escobar et al., 2014).  
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Além disso, esses resultados são importantes de serem discutidos considerando também 

nossos achados no capítulo I desta tese, uma vez que animais expostos ao estresse no início da 

vida apresentam aumento de consumo de alimentos doces e palatáveis e aumento de ansiedade. 

Embora em modelos animais tenhamos analisamos o comportamento alimentar avaliando 

consumo de ração padrão e de alimento palatável, sabemos que o comportamento alimentar 

humano é decorrente da associação entre padrões genéticos com decisões diárias, disponibilidades 

alimentares, cultura, hábitos e exposições (Barth et al., 2020; Dallman, 2010; Grzymislawska, 

Puch, Zawada, & Grzymislawski, 2020; Machado et al., 2013; Silveira et al., 2008; van Strien et 

al., 2013). Portanto, analisar os efeitos de adversidades no início da vida de forma translacional 

possibilitou observar nuances comportamentais relativas de um comportamento que pode ser 

preditivo de disfunções alimentares e metabólicas mais tarde na vida, uma vez que nossos 

resultados apontam que, tanto em modelos animais como em humanos, adversidades no início da 

vida são associadas ao aumento do consumo alimentar, em especial de alimentos ricos em glicídeos 

simples e gorduras, principalmente quando associados a emoções negativas. 

Com relação aos resultados da interação entre adversidade no início da vida e o ePRS do 

receptor de leptina no córtex pré-frontal, demonstramos que ambos os fatores interagem entre si e 

modulam o comportamento alimentar de crianças, de forma independente da idade, da etnia e da 

cultura. Especificamente, a interação entre o escore ambiental e o escore genético influenciou 

comportamentos relacionados ao prazer em comer (enjoyment of food), resposta à comida (food 

responsiviness), seletividade alimentar e a saciedade. De modo interessante, esses resultados 

apontam que variações no nível de adversidade induzem comportamentos obesogênicos ou 

anorexigênicos dependendo dos padrões individuais de expressão gênica da rede de genes que se 

co-expressam com o receptor de leptina no córtex pré-frontal. Nesse sentido, crianças submetidas 

a adversidades tendem a apresentar menor prazer alimentar, menor resposta ao alimento e mais 

saciedade quando apresentam menor expressão de genes relacionados ao receptor de leptina. 

Entretanto, o padrão oposto pode ser observado em função de características individuais: crianças 

submetidas a adversidade tendem a apresentar maior prazer e resposta ao alimento quando 

apresentam maior expressão de genes relacionados ao receptor de leptina. Dessa forma, 

considerando nossos achados em modelos animais e em crianças, o nível da exposição a 

adversidades tem influência significativa na modulação do padrão de comportamento alimentar. 

Além disso, com esse trabalho identificamos que a rede de genes que se co-expressa com o receptor 
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de leptina, especificamente no córtex pré-frontal, parece modular os comportamentos observados 

sendo um possível mecanismo para a associação entre adversidades no início da vida e alterações 

de comportamento alimentar. Em nosso modelo animal, neuropeptídios hipotalâmicos associados 

ao consumo alimentar foram pouco afetados pelo estresse no início da vida. Entretanto, em 

humanos decidimos analisar o hipotálamo e o córtex pré-frontal. De fato, os efeitos da interação 

adversidade precoce e ePRS do LepR no córtex pré-frontal foram muito mais significativos, 

indicando que o hipotálamo, possivelmente por ser uma região com maior importância para a 

sobrevivência, pode sofrer menor influência ambiental. 

Com objetivo de investigar os efeitos metabólicos da rede de genes que se co-expressa com 

o receptor de leptina, dois marcadores metabólicos, glicemia em jejum e leptina circulante, foram 

analisados em uma terceira coorte (ALSPAC). Considerando que adversidades no início da vida 

são associadas à programação do metabolismo e consequente alterações de peso corporal (Gehrand 

et al., 2016; Raff et al., 2018; Ruiz et al., 2018), conforme revisado em detalhes no estado da arte, 

investigar os efeitos da adversidade nesses marcadores não foi nosso foco. Por outro lado, a análise 

dos efeitos da rede de genes nesses marcadores nos direcionaria para a identificação de efeitos 

periféricos dessas redes. Nesse sentido, nossos resultados apontam que as redes de genes que se 

co-expressam com o receptor de leptina no córtex pré-frontal e no hipotálamo não influenciam os 

níveis de glicemia em jejum e leptina circulante, sugerindo assim que os efeitos dessas redes de 

genes ocorrem centralmente. Além disso, com o objetivo de investigar os processos biológicos nos 

quais a rede de genes que se co-expressa com o receptor de leptina no córtex pré-frontal está 

envolvida, diversas plataformas foram utilizadas para a análise de enriquecimento funcional1 de 

processos biológicos e vias relacionadas com essas redes. Conforme esperado, essa rede de genes 

tem enriquecimento para funções e processos relacionados a respostas a lipídeos e nutrientes, mas 

também para desenvolvimento do sistema nervoso central e morfogênese de estruturas anatômicas, 

o que pode contribuir para os efeitos da interação entre rede de genes com adversidade no início 

da vida. 

Uma das questões importantes considerando nosso modelo translacional é que, em animais, 

nós analisamos machos e fêmeas e observamos resultados sexo-específicos. Entretanto, em 

 
1 Análise de enriquecimento são definidas como um método estatístico para identificar, a partir de uma lista de genes 
e seus produtos gênicos, classes de genes que são associadas à processos e vias biológicos, bem como a doenças 
(Subramanian et al., 2005) 
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crianças, as análises foram feitas agrupando meninos e meninas, uma vez que o modelo de 

regressão utilizado não identificou diferença entre sexos. Nessa perspectiva, um estudo da 

Universidade Federal de Pelotas avaliou diferenças no comportamento alimentar das crianças entre 

6 e 10 anos também utilizado o CEBQ. Crianças com excesso de peso corporal, nesse estudo, 

apresentaram maiores pontuações em escalas relacionadas a busca ativa e consumo de alimentos, 

quando comparadas com crianças de peso normal. Contudo, corroborando nossos achados, não 

foram encontradas diferenças no comportamento alimentar em relação ao sexo e à idade (dos 

Passos, Gigante, Maciel, & Matijasevich, 2015). Nesse sentido, é importante ressaltar que as 

crianças da nossa coorte são saudáveis e não apresentam alterações de índice de massa corporal 

(dados não mostrados). Não podemos excluir, contudo, a possibilidade de que diferenças sexo-

específicas emerjam após a puberdade. Uma vasta literatura demonstra que existem diferenças de 

sexos tanto no consumo, quanto na aquisição e no preparo de alimentos. Conforme revisado 

recentemente por Grzymisławska e colaboradores (2020), condições individuais, como fatores 

genéticos e psicossociais, bem como condições socioeconômicas e culturais contribuem 

substancialmente para essas diferenças sexo-específicas. Estima-se que mulheres manifestam 

maior preocupação com nutrição saudável e controle do peso corporal, entretanto apresentam 

tendência por comer mais em grupo ou em situações estressantes. Por outro lado, homens tendem 

a alimentar-se pelo prazer do consumo e por isso preferem alimentos mais saborosos e muitas 

vezes mais gordurosos, tendendo a se alimentar impulsivamente e consumir mais suplementos 

dietéticos (Grzymislawska et al., 2020). Essas diferenças nos achados da literatura sugerem que as 

alterações de comportamento alimentar podem aparecer a partir de um momento no 

desenvolvimento de crianças e adolescentes, considerando que em crianças fatores hormonais, 

bem como a possibilidade de escolha alimentar são minimizadas. Dessa forma, a influência do 

sexo no comportamento alimentar pode depender do sexo biológico, mas também da fase do 

desenvolvimento e de fatores culturais. 

Processos cognitivos tais como atenção, memória e aprendizagem, são altamente 

especializados e podem influenciar o comportamento alimentar, conforme descrito anteriormente. 

Como já discutido no estudo em modelos animais, foram observadas alterações de serotonina na 

amígdala em animais que haviam sido submetidos a um estressor mais severo (privação materna). 

Além disso, circuitos envolvendo a amígdala participam de diversas funções cognitivas (Pessoa, 

2010). Assim sendo, no capítulo III desta tese, realizamos um segundo estudo translacional, 
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analisando interação gene x ambiente, com o objetivo de investigar os efeitos de adversidades no 

início da vida em processos cognitivos. Considerando a mesma metodologia da exposição a 

condições de adversidade no início da vida, aqui criamos um escore de risco poligênico baseado 

na expressão dos genes que são co-expressos com o gene do transportador de serotonina (5-HTT) 

na amígdala, visto que o sistema serotoninérgico foi afetado pelo estresse em nossos modelos 

animais. Semelhante ao capítulo II, analisamos a influência da interação entre esses dois fatores 

na modulação de distúrbios comportamentais. Nesse capítulo, observamos que a interação entre a 

adversidade no início da vida e o ePRS do transportador de serotonina na amígdala influenciam 

comportamentos relacionados à atenção e à hiperatividade. Nossos resultados apontam que a 

exposição a adversidades predispõe a problemas de déficit de atenção e hiperatividade em crianças 

que apresentam baixa expressão gênica (ePRS baixo) para a rede de co-expressão gênica do 5-

HTT. É interessante observar que, ao analisarmos comportamentos relacionados à impulsividade, 

como externalização, observamos o mesmo padrão comportamental, sugerindo que a interação 

entre a rede de genes do transportador de serotonina e adversidade em períodos iniciais da vida 

influencia não somente comportamentos associados a atenção e hiperatividade, mas também 

outros transtornos comportamentais associados a eles. Vale ressaltar que esses achados foram 

replicados em coortes de diferentes etnias aos quatro anos de idade. 

Um resultado interessante observado foi que as interações entre os escores de adversidade 

e poligênico são consistentes com o modelo de susceptibilidade diferencial. Esse modelo foi 

proposto inicialmente por Jay Belsky (Belsky & Hartman, 2014) e corresponde a uma proposta 

adicional para a interpretação dos achados comportamentais e psicológicos que geralmente são 

discutidos de acordo com o modelo diátese-estresse, também identificado em nossos resultados. O 

modelo de interpretação de diátese-estresse ou duplo risco propõe que indivíduos poderiam ser 

classificados como resilientes ou vulneráveis a uma exposição ambiental negativa. O grupo 

resiliente apresentaria resultados bons em desfechos clínicos ou comportamentais, independente 

da exposição ambiental. Por outro lado, o grupo vulnerável seria mais afetado pela exposição a 

ambientes adversos, resultando em resultados negativos em desfechos clínicos e comportamentais. 

Entretanto, quando esses indivíduos são expostos a experiências positivas passam a apresentar 

resultados bons de forma semelhante ao grupo resiliente. Isso significa que alguns indivíduos, 

devido às suas características genéticas, são mais vulneráveis aos efeitos adversos das experiências 

negativas, enquanto outros são relativamente resilientes. A hipótese de susceptibilidade 
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diferencial, por sua vez, está associada a uma sensibilidade mais “plástica” ou maleável de um 

grupo de indivíduos em comparação com um grupo de indivíduos menos sensível, ou seja, de 

comportamento estável em diferentes ambientes. Nessa hipótese, indivíduos mais plásticos seriam 

desproporcionalmente mais afetados por ambientes negativos e positivos em comparação com o 

grupo "fixo". Vale ressaltar que esses modelos são complementares e ambos foram identificados 

em nossos achados (Belsky, Bakermans-Kranenburg, & van Ijzendoorn, 2007; Belsky & Hartman, 

2014). Interações que modularam comportamentos relacionados a atenção e hiperatividade foram, 

em nossos achados, consistentes com suscetibilidade diferencial, enquanto interações que 

modularam comportamentos relacionados a externalização foram consistentes com diátese-

estresse. Esses resultados sugerem que crianças com baixa expressão dos genes que se co-

expressam com o transportador de serotonina são afetados pelo ambiente negativo apresentando 

maiores alterações comportamentais, mas em ambiente mais positivo apresentam os melhores 

resultados. Entretanto, crianças com o perfil genético oposto apresentam pouca ou nenhuma 

alteração atencional mesmo quando expostos a diferentes ambientes. Em resumo, esses resultados 

nos ajudam a interpretar como crianças, a partir de distintas características genéticas, respondem 

de forma diferente a influências ambientais. Além disso, esses achados sugerem que estratégias 

ambientais em certos estágios do desenvolvimento podem ser utilizadas para minimizar a 

exposição a adversidades em períodos iniciais da vida.  

Um dos avanços importantes na execução desse trabalho foi a inclusão de fatores 

epigenéticos, como avaliação do nível de metilacao do DNA, que poderiam explicar os 

mecanismos da associação entre a rede de genes do 5-HTT e adversidades no início da vida. Para 

explorar os efeitos da adversidade e do ePRS do transportador de serotonina nos níveis de 

metilação de DNA, nós executamos três modelos de regressão lineares (considerando o ePRS, o 

escore de adversidade e a interação entre eles), uma para cada CpG com metilação variável, 

totalizando 54.295 análises. Nossos resultados apontaram que a exposição a adversidade no início 

da vida foi o melhor modelo para explicar praticamente metade das metilações variáveis analisadas 

ao longo do genoma. Esses resultados corroboram outros autores que também observaram 

diferenças de metilação do DNA associadas a variações do ambiente (Dunn et al., 2019). Um 

trabalho recente de Wiegand e colaboradores (2021), por exemplo, identificou doze sítios CpGs 

diferencialmente metiladas associadas a adversidades na infância, reforçando assim a influência 

do ambiente no início da vida na metilação de DNA (Wiegand et al., 2021). Além dos achados 
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referentes a adversidade, nossos resultados também mostraram que genes da rede do transportador 

de serotonina em conjunto são o melhor fator, dentre os analisados, para explicar 43% de variações 

de metilação em CpGs analisadas. A análise desses resultados é interessante quando levamos em 

consideração a função biológica dessa rede, uma vez que grande parte dos genes que a compõem 

estão associados com fatores epigenéticos. Dessa forma, a influência do ePRS na variação de 

metilação de DNA poderia ser explicada pelo envolvimento dos genes dessa rede em vias e 

processos associados à metilação de DNA, como fosforilação e metilação de histonas, e 

remodelamento de cromatina. Além disso, a interação entre a adversidade e a rede de genes 

contribuiu, conforme esperado, para variações de metilação ao longo do genoma. Em conjunto, 

esses resultados sugerem que variações de metilação de DNA podem contribuir para alterações a 

longo prazo observadas pelo ambiente adverso no início da vida, corroborando a hipótese de que 

sinais acionados pela exposição ambiental no início da vida, ativariam vias de sinalização 

encefálicas e de tecidos periféricos que têm como alvo genes envolvidos na metilação e 

desmetilação de DNA. Essa modulação da metilação do DNA em resposta a estímulos ambientais 

no início da vida então atuaria como um mecanismo de adaptação do genoma ao longo da vida, 

que incorpora as primeiras experiências de uma criança na estruturação da cromatina (Szyf, 2011). 

Considerando que análises de neuroimagem estrutural fornecem conhecimentos 

importantes sobre o espectro do desenvolvimento neurocognitivo e do encéfalo típico e não típico, 

nesse trabalho nós utilizamos uma análise multivariada chamada de Parallel Independent 

Component Analysis (p-ICA) para investigar efeitos genéticos e ambientais na variação de 

densidade de matéria cinzenta encefálica. Com essa análise foi possível captar associações entre 

as variações de padrões de componentes genético (escore poligênico) e variações de matéria 

cinzenta encefálica (MRI estrutural) de forma sistemática, levando em consideração a influência 

da exposição a adversidades precoce. Embora a exposição a adversidade não tenha influenciado 

aspectos anatômicos analisados, os achados dessa abordagem apontam que um sub-grupo de SNPs 

que foram utilizados no ePRS do transportador de serotonina são significativamente associados a 

variação de densidade de matéria cinzenta de regiões corticais envolvidas em funções executivas. 

Ao analisar os SNPs envolvidos nessas associações, observamos que grande parte deles estão 

relacionados a funções de regulação e desenvolvimento do sistema nervoso central. De fato, 

estudos de neuroimagem demonstram a importância do aumento de densidade de matéria cinzenta, 

desde a infância até o início da vida adulta, para o desenvolvimento de funções cognitivas 
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(Gennatas et al., 2017). Nesse sentido, nossos achados apontam que a rede de genes que se co-

expressa com o transportador de serotonina na amígdala tem um importante papel no 

desenvolvimento do sistema nervoso, sugerindo que variações na funcionalidade dessa rede podem 

contribuir substancialmente para o curso adequado da densidade de matéria cinzenta encefálica, o 

que poderia contribuir para o desenvolvimento de transtornos de neurodesenvolvimento, tais como 

o transtorno de déficit de atenção e hiperatividade. 

Em conjunto, tais resultados apontam que a exposição a adversidades no início da vida 

predispõe indivíduos a prejuízos cognitivos associados à atenção e hiperatividade e que a rede de 

genes que se co-expressa com o transportador de serotonina na amígdala é um importante 

modulador dessa associação, possivelmente pelo envolvimento desses genes em processos de 

metilação de DNA, consequente função gênica, e de desenvolvimento do sistema nervoso central. 

As evidências da associação entre o ePRS do transportador de serotonina na amígdala com 

transtornos de neurodesenvolvimento possivelmente se devem a questões metodológicas 

associadas à criação do escore. O cálculo do ePRS consiste em um procedimento que integra três 

diferentes sistemas de coleta e organização de dados para identificar redes de genes de uma região 

encefálica específica, como a amígdala em nossas análises. O primeiro método é utilizado na fase 

inicial para identificação de genes co-expressos com o gene alvo (utilizando dados de 

camundongos), o segundo, para filtrar o padrão de expressão de desenvolvimento específico, 

selecionando os genes que são mais intensamente expressos em um determinado período de 

desenvolvimento e, finalmente, o terceiro, para integrar os dados com a coorte alvo (Hari Dass et 

al., 2019).  

Os resultados apresentados nesta tese demonstram que a exposição a adversidades no início 

da vida predispõe indivíduos a alterações neuroquímicas, epigenéticas e anátomo-funcionais, 

provocando alterações de comportamento alimentar e processos cognitivos como atenção e 

hiperatividade ao longo da vida (Figura 3). Um importante paralelo a ser feito com o nosso escore 

de adversidade é a exposição à pandemia de COVID-19, que teve início no ano de 2020 e já segue 

com um ano de recomendações restritas de distanciamento social. De fato, estima-se que alterações 

globais de funcionamento da sociedade terão impactos significativos no desenvolvimento de 

crianças. Atualmente, sabe-se que crianças apresentam níveis elevados de ansiedade e medo 

durante a pandemia de corona-vírus (Pierce et al., 2020). Entretanto, o impacto de um mesmo 

estressor pode ser diferente para cada indivíduo quando consideramos fatores socioeconômicos e 
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familiares, como avaliado em nosso escore. Por exemplo, o isolamento social por si, em idades 

específicas, tem efeitos estressantes e negativos sobre o desenvolvimento geral e de saúde mental 

de crianças. Em todo o mundo, crianças foram isoladas de seus pares, escolas e atividades que 

estimulam o seu desenvolvimento sensorial, motor e cognitivo. Além disso, a pandemia destacou 

e evidenciou desigualdades socioeconômicas, tornando esse período um possível somatório de 

adversidades. Por exemplo, enquanto algumas crianças foram expostas ao isolamento total de 

pares, outras tinham irmãos ou familiares da mesma faixa etária, o que diminuiu o nível de 

isolamento por si. Por outro lado, algumas crianças foram totalmente isoladas do ensino 

convencional e remoto, uma vez que algumas escolas, por dificuldades econômicas ou estratégicas, 

não conseguiram realizar o ensino remoto. Nesse mesmo sentido, outras crianças, embora também 

de forma não convencional, foram submetidas a ensino remoto no modo emergencial. Diferenças 

nas rendas familiares durante o período de pandemia foram ainda mais exacerbadas, em especial 

observando-se a falta de renda fixa, que levou muitas famílias à falta de suprimentos básicos, como 

comida, água, saneamento, moradia segura e acesso a cuidados de saúde. Além disso, muitas 

crianças perderam pais ou cuidadores. Todos esses fatores em conjunto podem ser somatórios e 

contribuir desproporcionalmente para um mesmo fator de estresse. Considerando nossos achados 

com os escores de adversidade, estratégias para identificar crianças em risco serão fundamentais e 

poderão direcionar políticas públicas em um período pós-pandemia. 

Em suma, nesta tese, por meio de um estudo translacional, identificamos um perfil genético 

e funcional associado à sinalização da leptina no córtex pré-frontal como um importante 

modulador dos efeitos de experiências adversas no comportamento alimentar. Por outro lado, 

evidências consistentes em nossos achados apontam que a funcionalidade da rede de genes co-

expressos com o transportador de serotonina na amígdala é importante para resiliência ou risco 

aumentado de desenvolver psicopatologias ao longo da vida, interagindo com a presença de 

adversidades precoces. Nesse sentido, os resultados deste trabalho sugerem que 5-HTT-ePRS é 

um forte modulador e possível preditor de processos de atenção e impulsividade, associado à 

qualidade do ambiente nos períodos iniciais da vida. Como método não invasivo, a ferramenta 

ePRS pode ser investigada para permitir a identificação e intervenção precoce para crianças com 

TDAH ou em risco para desenvolvimento de obesidade e transtornos alimentares.
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Figura 3: Estudo translacional dos efeitos do estresse precoce na programação do comportamento alimentar e de processos cognitivos. 
Revisão dos achados dessa tese. Cada capítulo foi demarcado com o número, seguindo a sequência temporal em que foram executados. 
Criado com BioRender.com. 
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7. Conclusões 
______________________________________________________________________________ 

  



 

201 
 

 A exposição à diferentes protocolos de estresse nas duas primeiras semanas de vida 

induziu alterações de comportamento alimentar hedônico e homeostático, comportamento 

tipo-ansioso e alteração de peso corporal. Possivelmente decorrente de alterações de 

neuropeptídeos hipotalâmicos e em sistemas monoaminérgicos. Entretanto, o tipo de 

estresse, ao qual os animais foram submetidos, e o sexo dos animais contribuíram 

substancialmente para os fenótipos analisados.  

 A interação entre adversidades no início da vida e a rede de genes que se co-

expressa com o receptor de leptina no córtex pré-frontal modulou comportamentos 

alimentares, mas não influenciou marcadores metabólicos periféricos. Com relação a rede 

de genes que se co-expressa com o receptor de leptina no hipotálamo, nenhum efeito de 

interação com adversidades no início da vida foi observado, confirmando a especificidade 

dessa rede no córtex pré-frontal para modular os efeitos de adversidades no início da vida 

às respostas alimentares.  

 A interação entre adversidades no início da vida e a rede de genes que se co-

expressa com o transportador de serotonina na amígdala modula comportamentos 

relacionados à atenção e hiperatividade e comportamentos de externalização. Além disso, 

tanto adversidades quando o ePRS do transportador de serotonina e sua interação foram 

associadas a variações de metilações de DNA ao longo do genoma. Os SNPs dessa rede 

também são associados com densidade da matéria cinzenta encefálica, confirmando que a 

rede de genes co-expressos com o transportador de serotonina na amígdala é um importante 

modulador da resiliência ou risco de desenvolver Transtorno de Déficit de Atenção e 

Hiperatividade ao interagir com fatores ambientais. 
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8. Perspectivas 
______________________________________________________________________________ 
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  Os resultados demonstram que fêmeas submetidas a privação maternal apresentam 

alteração de comportamento alimentar hedônico sugestivas de comportamento tipo-

depressivo. Dessa forma, uma perspectiva é avaliar os efeitos do estresse de privação 

materna nos PND 9 e 11 no comportamento tipo-depressivo de fêmeas na idade adulta, 

considerando também o comportamento materno em períodos iniciais de vida, uma vez 

que parte dos efeitos sexo-específicos pode ser decorrente de alterações de cuidado 

materno. 

  Investigar funções biológicas de genes centrais na rede que se co-expressa com o receptor 

de leptina no córtex pré-frontal, considerando que o efeito modulador da rede de genes se 

deve à função de genes centrais. 

 Observamos diferenças sexo-específicas em adultos em nossos modelos com animais, 

entretanto esses resultados não foram observados em nossos estudos em humanos. Dessa 

forma, faz-se necessário analisar os efeitos da interação da rede de genes que se co-expressa 

com o receptor de leptina e adversidade no início da vida no comportamento alimentar de 

adultos, considerando parâmetros metabólicos, cognitivos e comportamentais e diferenças 

sexo-específicas. 

  Validar a hipótese de que a interação entre a rede de genes que se co-expressa com o 

receptor de leptina e adversidades no início da vida modula o comportamento alimentar, 

por meio do bloqueio da expressão, na idade adulta, da rede de genes funcionalmente 

relacionados ao receptor de leptina no córtex pré-frontal de animais submetidos ao estresse 

no início da vida, e análise dos efeitos comportamentais e neuroquímicos desse bloqueio, 

considerando diferenças sexo-específicas. 

 Considerando que diferenças sexo-específicas podem aparecer em determinadas fases do 

desenvolvimento, como a após a puberdade, propomos analisar os efeitos da interação entre 

a rede de genes que se co-expressa com o transportador de serotonina na amígdala e 

adversidades no início da vida em parâmetros cognitivos de adultos. 
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