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RESUMO

A infancia e a adolescéncia sdo periodos sensiveis de maturacdo neuronal,
caracterizados por alta plasticidade de circuitos encefalicos em desenvolvimento,
como € o caso do sistema mesolimbico dopaminérgico. Experiéncias estressantes
neste periodo, como o isolamento social (IS), podem produzir neuroadaptacdes
nesses circuitos e aumentar a vulnerabilidade ao consumo de drogas e de alimentos
palataveis ao longo da vida. Tendo em vista que extensa literatura analisa longos
periodos de isolamento social, que ndo sdo modelos adequados para o estresse por
isolamento que ocorre em sociedades humanas, o objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos de uma exposicéo curta ao isolamento social durante o periodo
pré-pubere sobre o sistema mesolimbico dopaminérgico e a susceptibilidade para o
abuso de drogas e para o consumo compulsivo de alimento palatavel em ratas Wistar
fémeas, na idade adulta. Também foi objetivo avaliar o papel da exposi¢do cronica a
uma dieta rica em sacarose (DRS) sobre estas variaveis. Como resultados, foi
observado que o IS aumentou a resposta locomotora a um desafio com anfetamina,
bem como aumentou, no estriado dorsal, o imunoconteido do transportador de
dopamina, da enzima tirosina hidroxilase e diminuiu os niveis do receptor D2 de
dopamina (D2R); além disso, os animais submetidos ao IS na pré-puberdade
apresentaram aumento nos parametros relacionados ao estresse oxidativo apos o
desafio. De modo interessante, a exposi¢cdo a DRS preveniu os efeitos do IS sobre a
resposta locomotora, mas nao afetou os parametros dopaminérgicos. O IS também
diminuiu o imunoconteddo basal de D2R no nicleo accumbens (NAc) e estimulou o
consumo do tipo-compulsivo de alimento doce (Froot Loops®). A DRS néo interferiu
nestes parametros. Observamos também que o IS ndo alterou os niveis basais de
corticosterona plasmatica, enquanto que a DRS diminuiu tais niveis. Os registros das
correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS) espontaneas indicaram, como resultado
preliminar, que a DRS reduziu o tempo de subida das CEPS, indicando uma resposta
glutamatérgica fugaz. Os achados deste estudo demonstram pela primeira vez que
um periodo curto de IS em uma fase critica do desenvolvimento € capaz de programar
o sistema mesolimbico dopaminérgico de forma a aumentar a susceptibilidade tanto
ao uso de drogas quanto ao consumo do tipo-aditivo de alimento doce. Esses efeitos
podem ser em parte explicados pela reducdo dos niveis de D2R basal no NAc e pela
maior estimulacdo do sistema dopaminérgico no estriado frente a um desafio com
anfetamina. Os achados desta tese sugerem que experiéncias estressantes, como o
isolamento social, durante um periodo critico do desenvolvimento € capaz de
programar o sistema de recompensa encefélico de forma permanente e aumentar a
susceptibilidade a comportamentos aditivos na vida adulta. Identificar fatores
preditores de propensao a esse tipo de comportamento é importante para prevenir o
desenvolvimento de dependéncia de drogas e/ou de distdrbios alimentares, além de
possibilitar a identificacdo de alvos terapéuticos e o desenvolvimento de estratégias
de tratamento para estes distlrbios.

Palavras Chave: Estresse no inicio da vida; Isolamento social; Dieta rica em
sacarose; Abuso de drogas; Compulséo alimentar



ABSTRACT

Childhood and adolescence are sensitive periods of neuronal maturation,
characterized by high plasticity of developing brain circuits, such as the mesolimbic
dopaminergic system. Stressful experiences in these periods, such as social isolation
(SI), can produce changes in these circuits and increase vulnerability to drug addiction
and eating disorders throughout life. Considering that most of literature analyze long
periods of social isolation, that are not good models for social stress in human
societies, the objective of this study was to investigate the effects of a short post-
weaning social isolation on mesolimbic dopaminergic system and the susceptibility to
drug and food addiction in female Wistar rats in adulthood. Moreover, we also aimed
to evaluate the role of a chronic high sugar diet (HSD) on these variables. It was
observed that IS increased the locomotor response to a challenge with amphetamine
(AMPH), as well as increased the immunocontent of dopamine transporter, the enzyme
tyrosine hydroxylase, decreased the D2 dopamine receptor (D2R) and increased the
parameters related to oxidative stress in dorsal striatum after the challenge.
Interestingly, exposure to DRS prevented the effects of SI on locomotor response, but
did not affect dopaminergic parameters. IS also decreased the basal immunocontent
of D2R in the nucleus accumbens (NAc), and stimulated binge eating of high sweet
food (Froot Loops®). HSD did not interfere with these parameters. We also observed
that Sl did not alter plasma corticosterone baseline levels after IS, whereas HSD
induced a decrease inthese levels. Excitatory postsynaptic currents (EPSC) indicated,
as a preliminary result, that the exposure to a HSD reduced the rise time, indicating a
more fleeting glutamatergic response. The findings of this study demonstrate for the
first time that a short period of S| at a critical period of development is able to
programme the mesolimbic dopaminergic system in order to increase susceptibility to
both drug and food addiction. These results are possibly due, at least in part, to low
basal levels of D2R in NAc and the higher stimulation of the dopaminergic system in
striatum after a challenge with AMPH. The findings of this thesis suggest that stressful
experiences such as social isolation during a critical period of development are able to
permanently program the brain reward system and increase the susceptibility to
additive behaviors in adult life. Identifying predisposing factors to this type of behavior
is extremely important to prevent the development of drug addiction and/or eating
disorders, to identify therapeutic targets and to enable the development of treatment
strategies for these disorders.

Keywords: Early life stress; Social isolation; High sugar diet; Drug abuse; Food
addiction



1. INTRODUGCAO




1.1 Infancia e adolescéncia: periodos sensiveis do desenvolvimento

A infancia e a adolescéncia séo periodos sensiveis de maturacdo do sistema
nervoso, marcados por uma alta plasticidade de circuitos encefalicos em
desenvolvimento, como é o caso das regides corticais e limbicas (Brydges et al., 2015;
Carr et al., 2013; Dwyer e Leslie, 2016; Oswald et al., 2014; Rodrigues et al., 2011;
Spear, 2000; Tottenham e Galvan, 2016). A formacado/maturacdo de sinapses inicia
na fase embrionaria e se estende até a adolescéncia/inicio da vida adulta (Jiang e
Nardelli, 2016). Durante estes periodos, as sinapses e conexdes neuronais estao
sujeitas a alteracdes induzidas por programacao genética (van Dyck e Morrow, 2017)
e pelas interacbes com o meio ambiente (Jiang e Nardelli, 2016). Estas interacbes
entre eventos ambientais e predisposi¢cdo genética impulsionam a maturacdo dos
circuitos encefalicos (Matas et al.,, 2016). Neste contexto, a exposicdo a diferentes
experiéncias pode afetar os processos envolvidos no desenvolvimento neural, como
o crescimento neuronal, a gliogénese, a mielinizacdo e a poda sindptica (Holder e
Blaustein, 2014), desse modo, interferindo no remodelamento sinaptico e induzindo
alteracdes a longo prazo nos circuitos e na conectividade cerebral (Carr et al., 2013;
van Dyck e Morrow, 2017).

Em humanos, a adolescéncia/puberdade se inicia guando comeca a ocorrer uma
maturacao social e cognitiva, associada a alteragdes hormonais, porvolta dos 12 anos
de idade (Holder e Blaustein, 2014). Em roedores, o marco para a puberdade em
fémeas € a abertura vaginal, que ocorre por volta do 35° dia pés-natal (PN) (Burke et
al., 2017). A fase que sucede o desmame e que antecede a puberdade/adolescéncia,
em roedores, é chamada de pré-puberdade, ou inicio da adolescéncia (Burke et al.,

2017; Tirelli et al., 2003).



Um dos sistemas que ainda estd em maturacdo durante a infancia e
adolescéncia e permanece em desenvolvimento até o inicio da vida adulta é o sistema
dopaminérgico (Burke e Miczek, 2014). Na Fig. 1 é possivel observar a representacao
esquematica da maturacdo do sistema dopaminérgico ao longo do desenvolvimento,
que se estende até o inicio da vida adulta. Neste desenho esquematico, extraido de
Burke & Miczek (2014), esta representada a maturacao das fibras dopaminérgicas, da
atividade dopaminérgica e dos receptores dopaminérgicos, de acordo com o0s estagios
da vida (infancia, adolescéncia e vida adulta) e de acordo com as regides encefalicas:
cortex pré-frontal, estriado e nicleo accumbens (NAc), em roedores. O periodo entre
os dias PN21-40, em especial, € um periodo critico de alteracbes, principalmente no
NAc e estriado, que incluem aumento das fibras dopaminérgicas, da atividade
dopaminérgica e subsequente estabilizacdo e, também, envolve um aumento
acentuado de receptores dopaminérgicos e subsequente poda sinaptica (Burke e
Miczek, 2014). A exposicao a condicdes adversas nestas fases iniciais da vida pode
interferir no desenvolvimento funcional do sistema dopaminérgico e aumentar o risco
de transtornos mentais e a wulnerabilidade a comportamentos aditivos (Burke e

Miczek, 2014; Matas et al., 2016; Volkow e Li, 2004).
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Fig. 1. Desenho esquematico da maturacdo do sistema dopaminérgico durante o
desenvolvimento. Ontogenia estimada das fibras dopaminérgicas, da atividade
dopaminérgica e dos receptores de dopamina no estriado (linha preta tracejada),
nlcleo accumbens (linha cinzenta) e coértex pré-frontal (linha preta sélida) durante as

diferentes fases da vida, em roedores. Fonte: Burke & Miczek (2014).

1.2 Estresse no inicio da vida

O estresse € amplamente entendido como a pressdo ambiental sobre um
organismo vivo, 0 que pode potencialmente perturbar a homeostase e evocar uma
cascata de respostas adaptativas (Gordon, 2002). O estresse agudo geralmente ativa
as respostas adaptativas, porém o estresse prolongado leva a um desgaste (carga
alostatica) dos sistemas regulatorios, resultando em alteragcdes biolégicas que
enfraquecem 0s processos adaptativos relacionados ao estresse e aumentam a

susceptibilidade a doencas (Yau e Potenza, 2013).



Estudos pré-clinicos realizados com roedores e primatas mostram que o
estresse experimentado no inicio da vida induz uma série de eventos fisioldgicos,
neurobiolégicos e hormonais, que resultam em uma desregulacdo de vias do sistema
de recompensa e de resposta ao estresse e parecem facilitar a autoadministracdo de
diferentes drogas de abuso (Brydges et al., 2015; Doom et al., 2016; Fareri e
Tottenham, 2016; McCormick, 2010; Neisewander et al., 2012; Tottenham e Galvan,
2016; Volkow e Li, 2004). Além disso, a exposicdo a eventos estressores tem sido
relacionada a um maior risco de desenvolver disturbios alimentares, como anorexia,
bulimia e transtorno de compulséo alimentar (Brewerton, 2017; Yau e Potenza, 2013),
principalmente quando ocorre nas fases inicias da vida (Uzunian e Vitalle, 2015). Um
estudo com dados de 21 paises mostrou que a exposicao a adversidades na infancia
explica quase 30% dos casos de transtornos psiquiatricos na vida adulta (Kessler et

al., 2010).

1.2.1 Isolamento social

O ser humano, assim como os roedores, tem uma necessidade instintiva de se
relacionar (Bhatti e Haq, 2017), de modo que interagfes sociais, principalmente
durante as fases iniciais da vida, sdo de extrema importancia para o bom
desenvolvimento emocional dos individuos (Manduca et al., 2016; Uzunian e Vitalle,
2015; Vanderschuren et al., 2016). A auséncia de lacos e a privacado da interacao
social podem causar diferentes alteracées comportamentais que podem se manifestar
na vida adulta (Butler et al., 2016; Neisewander et al., 2012). A negligéncia fisica e
emocional observada em humanos é um dos tipos de estresse frequentemente visto

no inicio da vida, resulta no desamparo da crianca e/ou adolescente e as marcas
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geradas sdo graves e duradouras (Carr et al., 2013). Estudos relatam que individuos
expostos a abuso e negligéncia emocional e fisica durante a infancia apresentam
algum tipo de doenca psiquiatrica e aumento no consumo de drogas ao longo da vida
(Goodman et al., 2016; Schneeberger et al., 2017; Shin et al., 2013).

Nos modelos animais o isolamento social (IS) é comumente utilizado como um
modelo de estresse crénico e € capaz de induzir em roedores uma série de
comportamentos similares aqueles observados em humanos que passam por alguma
experiéncia adversa (Heidbreder et al, 2000; Yorgason et al, 2013). O
comportamento de brincadeira tipicamente observado em animais no periodo pré-
pubere, € essencial para a maturacdo saudavel dos circuitos encefalicos em
desenvolvimento e diversos estudos tém evidenciado consequéncias negativas
associadas a limitacdo de interacdo social no periodo que varia entre o desmame
(PN21) até a vida adulta (P60) (Burke et al., 2017; Fone e Porkess, 2008).

O modelo de isolamento social tipicamente utilizado na maioria dos estudos até
o0 momento envolve a individualizacdo do animal a partir do desmame, variando entre
os dias PN21 a PN28 e geralmente se estende até a vida adulta (Burke et al., 2017).
Neste contexto, o animal é impedido de ter qualquer contato social, apenas tem
acesso a pistas olfativas e auditivas de dentro da sua caixa moradia. Na maioria dos
estudos, as andlises comportamentais e neuroquimicas séo feitas durante o periodo
de isolamento (Burke et al., 2017; Fone e Porkess, 2008).

Evidéncias apontam que longos periodos de isolamento social podem induzir
alteracdes no sistema de recompensa de modo a estimular o consumo de drogas de
abuso (Brydges et al., 2015; Fareri e Tottenham, 2016; McCormick, 2010;

Neisewander et al., 2012; Tottenham e Galvan, 2016). Deve-se ressaltar, porém, que



a grande maioria dos estudos conduzidos até o momento em modelos animais
investigou longos periodos de isolamento social (mais de 6 semanas), geralmente
desde o desmame até a vida adulta, e pouco se sabe sobre os efeitos de um periodo

curto de isolamento social, em uma fase especifica do desenvolvimento.

1.3 Estresse e o sistema de recompensa

A principal resposta fisioloégica ao estresse consiste na estimulacdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA): neurbnios do nlcleo paraventricular do
hipotalamo liberam o fator liberador de corticotropina (CRF - Corticotropin-releasing
factor) e vasopressina na hipéfise anterior, os quais estimulam a sintese e liberacao
do hormbénio adrenocorticotropico, estimulando ambas a sintese e a liberacdo de
glicocorticoides das glandulas adrenais (Bobzean et al., 2014). A liberacdo de
glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) faz parte da
resposta ao estresse (Holder e Blaustein, 2014; Toth et al., 2011). Esses hormonios
sao capazes de modular diversos sistemas encefalicos, como, por exemplo, o sistema
dopaminérgico (Chen et al., 2017; Majcher-Maslanka et al., 2017; Yau e Potenza,
2013). Estudos mostram que a adrenalectomia diminui a liberacdo de dopamina
durante a administracdo de uma droga em regifes envolvidas com a resposta a
recompensa e o tratamento com corticosterona reverte este efeito (Yau e Potenza,

2013).

Experiéncias estressantes, além de estarem associadas a uma maior incidéncia
de uso de drogas, tém sido associadas também a uma maior motivacao para consumir

alimentos palataveis (ricos em sacarose e lipidios) (Adam e Epel, 2007; Dallman et
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al., 2005; Epel et al., 2001; MacKay et al., 2014; Pecoraro et al., 2004; Ulrich-Lali,
2016). Isto se deve ao fato do estresse afetar circuitos encefalicos comuns a distirbios
aditivos relacionados tanto a drogas quanto a alimentos palataveis (Hardaway et al.,

2015; Sinha e Jastreboff, 2013; Yau e Potenza, 2013).

1.3.1 Estresse e alimentos palataveis

“People may very well choose to trade off years of their life,
or the possibility of disease or injury, in exchange for the
current pleasure, excitement, or stress relief they get from
food.” Jacob Sullum (Apud, Adam e Epel, 2007).
Situagbes estressantes alteram o comportamento alimentar de 80% dos
individuos, seja aumentando o consumo caldrico ou reduzindo-o, mas o que ocorre
principalmente € uma mudanca na origem das calorias ingeridas, observando-se um
aumento de calorias proveniente de alimentos altamente palataveis (Adam e Epel,
2007; Dallman, 2010). Estudos em condi¢cdes controladas de estresse e ingestao
calérica evidenciaram que em uma situacdo de estresse agudo, seja fisico ou
emocional, ocorre um aumento na ingestdo de alimentos palataveis, mesmo em
situacfes de saciedade, quando ndo ha a necessidade homeostatica de ingestao
caldérica (Rutters et al., 2009). O facil acesso a alimentos palataveis, aliado a rotina
estressante da sociedade atual facilita o consumo abusivo desse tipo de alimento e
intensifica suas consequéncias. Além disso, criancas e adolescentes sdo mais
propensos a ingerir esse tipo de alimento (De Cosmi etal., 2017; Morin etal., 2017) e
Sao mais susceptiveis aos seus efeitos programadores no sistema de recompensa.
Foi observado que a ingestéo caldrica, principalmente de alimentos palataveis,

tem o intuito de amenizar os efeitos do estresse, tendo em vista a sensacao de bem
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estar que ela causa (Pecoraro et al., 2004; Ulrich-Lai, 2016). Isto acontece por que 0s
alimentos palativeis séo capazes de atuar reduzindo a ativacdo do eixo HPA
(Dallman, 2010; Yau e Potenza, 2013).

Aléem dos efeitos confortantes dos alimentos palataveis, nos Uultimos anos
estudos evidenciaram que o consumo de alimentos ricos em sacarose podem induzir
alteracdes na funcdo e sensibilidade do sistema dopaminérgico e podem gerar uma
sensacdo de recompensa e desejo comparavel em magnitude com aquela induzida
por drogas de abuso (Ahmed et al., 2013; Avena et al., 2008; Collins et al., 2015;
Lenoir etal., 2007). O consumo intenso e prolongado de alimentos ricos em sacarose
pode ser um fator facilitador para o abuso de drogas (Avena et al.,, 2004; Avena e
Hoebel, 2003), e vice-versa (Canan et al., 2017; Tomasi et al., 2015), sendo, portanto,
0 consumo excessivo de alimentos ricos em acgucar, per se, um fator de risco para o

uso de drogas.

1.3.2 Estresse e uso de drogas

Vasta literatura denuncia a interacado entre estresse e maior risco de uso de
drogas. Diversos trabalhos, utilizando diferentes protocolos de estresse, tém
evidenciado um aumento na busca e administracdo de diferentes drogas, licitas e
ilicitas em situacOes de estresse (Burke e Miczek, 2014; Garcia-Keller et al., 2013;
Neisewander et al., 2012; Yorgason et al., 2016). Estudos utilizando isolamento social
evidenciaram um aumento na liberacdo de dopamina no NAc e maior atividade
locomotora em resposta a psicoestimulantes (Baarendse et al., 2014; Fabricius et al.,
2010; Stairs et al., 2011; Westenbroek et al., 2013), bem como um aumento na auto-

administracdo de diferentes drogas, como cocaina (Baarendse et al., 2014;
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Westenbroek et al., 2013), alcool (Cortes-Patino et al., 2016; Kucher et al., 2016) e
anfetamina (AMPH) (Stairs et al., 2011). Entretanto, a maioria destes estudos
analisaram longos periodos de isolamento social (Butler et al., 2016; Kucher et al.,
2016; Lander et al., 2017; Lukkes et al., 2009; Shao et al., 2015; Toth et al., 2011).
Esses longos periodos ndo representam adequadamente modelos de estressores que
ocorrem durante a infancia em humanos, pois nesse caso a exposicao a tal estressor,
embora possa ser cronica, dificilmente abrange o periodo da infancia até a idade
adulta. Nesse sentido, pouco se sabe sobre os efeitos de um periodo curto de IS nas
fases iniciais da vida sobre a sensibilidade a drogas, e especialmente se tal exposicéo

€ capaz de programar a longo prazo essa sensibilidade.

1.4 Neurobiologia dos comportamentos aditivos

Segundo a 52 edicdo do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos
Mentais — o DSM-5, a caracteristica essencial de um transtorno por uso de
substancias consiste na presenca de um conjunto de sintomas cognitivos, fisiologicos
e comportamentais indicando o uso continuo pelo individuo, apesar dos problemas
significativos relacionados a substancia. A dependéncia de drogas € um distarbio bem
estabelecido e os sintomas relacionados ao uso e a abstinéncia estdo descritos na
Ultima edicdo do DSM-5. Por outro lado, as propriedades aditivas dos alimentos
palataveis e o reconhecimento dos distarbios relacionados ao apetite como um
comportamento aditivo € bastante recente e controverso (Amianto et al., 2015;

Cathelain et al., 2016; Meule e Gearhardt, 2014).

1.4.1 O alimento como um componente aditivo

13



O consumo excessivo de alimentos altamente caléricos, bem como o uso de
substancias psicoativas, esta associado a perturbacées no funcionamento do sistema
de recompensa e pode levar ao desenvolvimento de adigédo (Bak-Sosnowska, 2017).
Tem-se observado que individuos que apresentam algum nivel de compulsédo
alimentar se assemelham no comportamento aqueles com algum tipo de dependéncia
de drogas (Avena et al., 2011; Dauvis et al., 2017; Murphy et al., 2014). A hip6tese de
gue o alimento possalevar a comportamentos semelhantes aos observados no abuso
de drogas é embasada no fato de que a exposicdo a determinados alimentos
altamente palataveis é capaz de alterar circuitos encefalicos envolvidos com o sistema
de recompensa, estimulando um fendtipo comportamental de compulsdo alimentar
gue remete a adicdo (Avena etal., 2011; Dimitrijevic et al., 2015; Schulte etal., 2017).

O termo “food addiction”, que se refere ao alimento como um potencial fator
aditivo, e vou me referir a ele nesta tese como “comportamento alimentar do tipo-
aditivo” foi descrito pela primeira vez em 1956 (Randolph, 1956), porém apenas na
dltima década este tema foi retomado e recebeu maior atencdo (Brewerton, 2017,
Davis, 2017; Gearhardt et al., 2011b). As pesquisas realizadas pelos grupos de
Gearhardt e Avena ampliaram substancialmente a literatura acerca do contexto aditivo
sobre os transtornos alimentares (Avena, 2010; Avena et al., 2011; Avena et al., 2012;
Gearhardt et al., 2009a; Gearhardt et al., 2011a; Gearhardt et al., 2011b). Estes
pesquisadores defendem a visdo de um comportamento do tipo-aditivo frente ao
alimento por conta dos efeitos que determinados alimentos causam no sistema
dopaminérgico e do potencial de gerar comportamentos de busca semelhantes aos
observados na dependéncia de drogas (Avena, 2010; Gearhardt et al., 2011a).

Gearhardt e colaboradores (2009) desenvolveram a escala para determinacdo da
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ingestao aditiva de alimento (“Yale Food Addiction Scale”). A partir dela foi possivel
avaliar diferentes aspectos do comportamento alimentar relacionando-0s aos critérios
estabelecidos no DSM-5 para a dependéncia de substancias (Gearhardt et al., 2009b;
Schulte e Gearhardt, 2017). A presenca de 3 ou mais critérios indicam a dependéncia,
que incluem: consumir grandes quantidades de alimento em um curto periodo de
tempo; comer mais do que 0 necessario para satisfazer as necessidades energéticas
do organismo, indicando a perda de controle sobre a quantidade consumida e
continuar consumindo o alimento apesar das consequéncias negativas (Bak-
Sosnowska, 2017; Dimitrijevic et al., 2015; Gearhardt et al., 2009a).

Nas Ultimas décadas, o avanco da industria alimenticia permitiu o
desenvolvimento de alimentos com maior palatabilidade, a fim de estimular o
consumo. Estes alimentos altamente processados apresentam em sua cCOmposi¢ao
um conjunto de fatores capazes de estimular de forma muito mais intensa o sistema
de recompensa do que os alimentos encontrados na natureza (Dimitrijevic et al.,
2015). Estes alimentos sao altamente caléricos, ricos em acucar, gordura e aditivos
(principalmente os que realgam o sabor), sdo de facil acesso e geralmente s&o
consumidos em maior quantidade do que o planejado originalmente (Bak-Sosnowska,
2017; Westwater et al.,, 2016). A maior capacidade de ativacdo do sistema de
recompensa por este tipo de alimento, aliada ao consumo excessivo, além das
necessidades fisioldgicas individuais € o que confere a este tipo de alimento um
potencial aditivo (Dimitrijevic et al., 2015). No entanto, outros autores discordam desta
designacdo pelo fato de os alimentos serem necessarios a sobrevivéncia (Nolan,
2017). Contudo, este tipo de alimento ndo é derivado do nosso ambiente “natural’ e

ndo é essencial a vida (Davis, 2017). Neste contexto, o principal problema é que os
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alimentos evoluiram, porém, o sistema de recompensa continua bem conservado, e
continua entendendo um alimento altamente saboroso/calérico como algo saudavel e
importante para a sobrevivéncia, reforcando assim o comportamento de busca por
este tipo de alimento.

Além disso, um estado considerado de “adicdo” para alimentos esta intimamente
envolvido com distarbios alimentares, mais especificamente aqueles relacionados ao
transtorno da compulsédo alimentar periddica e a obesidade (Avena et al., 2008; Bak-
Sosnowska, 2017; Pedram et al., 2013), apesar de muitos individuos que se
enquadram nos critérios de comportamento alimentar do tipo-aditivo ndo serem
obesos (Nolan, 2017). De qualquer forma, a identificacdo de um padrdo de consumo
compulsivo e o diagnéstico de comportamento alimentar do tipo-aditivo € importante
para direcionar o individuo a um tratamento adequado e assim minimizar os efeitos

deletérios causados por este disturbio.

1.4.2 Ativacdo do sistema dopaminérgico

Todas as substancias com potencial aditivo ttm em comum a ativacdo direta do
sistema de recompensa encefalico. Diversos sistemas sdo ativados em resposta a
recompensa: 0s sistemas dopaminérgico, colinérgico, serotoninérgico, opioidérgico
(Avena et al., 2008), entre outros. Entretanto, o sistema dopaminérgico é um dos
principais circuitos envolvidos nos processos de recompensa e na sensibilizacdo a
diferentes tipos de substancias (Davis et al., 2008; Manduca et al., 2016; Murray et al.,
2014; Reichelt, 2016; Rodrigues et al.,, 2011; Trainor, 2011; Vanderschuren et al.,
2016), estando envolvido no reforco de comportamentos e na producédo de memarias.

A via mesolimbica dopaminérgica consiste na ativacdo de neurbnios dopaminérgicos
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da VTA que se projetam para o estriado ventral (que inclui o NAc) e € crucial para a
recompensa de drogas (Cooper et al, 2017; Volkow et al., 2011). Outras vias
dopaminérgicas, como a mesoestriatal (neurdnios dopaminérgicos da substancia
nigra que se projetam para o estriado dorsal) e a via mesocortical (células
dopaminérgicas da VTA se projetam para o coOrtex pré-frontal), também, sé&o
reconhecidas no reforco de comportamentos envolvidos na adicao (Volkow et al.,

2011).

O estriado (dorsal e ventral) é composto predominantemente por neurbnios
espinhosos médios (MSN), que expressam receptores de dopamina (DA) do tipo D1R
ou D2R, ou ambos (Cooper et al., 2017; Scofield et al., 2016). Os receptores de DA
contribuem para a expressao da sensibilizacdo comportamental e atuam na regulacéo
da resposta a recompensa (Shi e McGinty, 2011). Cinco tipos de receptores
dopaminérgicos foram identificados. Eles podem ser divididos em duas classes:
receptores do tipo D1 (D1 e D5) e receptores do tipo D2 (D2, D3 e D4) (de Jong et al.,
2015). Receptores do tipo D1R apresentam menor afinidade a dopamina, portanto sao
preferencialmente ativados quando ocorre grande liberacdo de dopamina
transitoriamente, mediada por disparos fasicos de neurénios dopaminérgicos, durante
a ingestdo de um alimento palatdvel ou apdés a administragdo de algum
psicoestimulante, por exemplo (Baik, 2013b; Koob e Volkow, 2016). Os receptores do
tipo D2R, por sua vez, possuem maior afinidade pela dopamina e sdo capazes de
detectar niveis ténicos de liberacdo de dopamina, relacionados a liberacdo basal da
mesma (Baik, 2013b). Os receptores do tipo D2R sao responsaveis pela homeostase
da neurotransmissdo dopaminérgica, agindo tanto em nivel pré-sinaptico quando pos-

sinaptico (Sim et al., 2013). Os receptores D2R localizados no terminal pré-sinaptico
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sdo chamados auto-receptores e regulam a atividade dopaminérgica por meio da
diminuicdo da probabilidade de liberacdo de vesicula, inibindo sua sintese e liberagéo
(Schmitz et al., 2001; Yorgason et al, 2013), desse modo, induzem uma
retroalimentacdo negativa, reduzindo a liberacdo de DA e a excitabilidade neuronal
(Baik, 2013a). Alteracbes na expressdo dos receptores dopaminérgicos sao
responsaveis pela sensibilizacdo locomotora a drogas como as anfetaminas (Shen et
al., 2015). A diminuicdo da ativacdo do D2R no estriado também tem sido
correlacionada com maior consumo de drogas (Murray et al., 2014) e de alimentos
palataveis (Baik, 2013a).

Berridge e colaboradores definiram os dois componentes principais relacionados
ao consumo de alimento ou uso de drogas como o "gostar" (impacto heddnico) e o
"guerer" (motivacdo, incentivo) (Berridge, 1996, 2009; Berthoud et al., 2011). O
"gostar" € essencialmente uma reacdo hedbnica ao prazer de uma recompensa. O
“querer”, por outro lado, ndo esta relacionado ao prazer, embora também seja um
componente de recompensa, esta mais relacionado com a motivacdo e com o
comportamento de busca pela substancia (Berridge, 2009). A liberacdo de dopamina
contribui  substancialmente para a saliéncia (0 grau de relevancia associado a
representacdo de um estimulo) do incentivo, isto é, a parte do "querer" do processo,
a busca pela substancia, mais do que a parte do "gostar" (Rodrigues et al., 2011).

O “querer” € mediado em grande parte pelo sistema mesocorticolimbico, que
envolve projecBes de dopamina do mesencéfalo para alvos do prosencéfalo (Fig. 2)
(Berridge e Robinson, 2016). A intensidade do impulso desencadeado em um
individuo depende do estado em que os sistemas cerebrais relacionados a dopamina

se encontram no momento da exposi¢do a substancia prazerosa. Em uma situacao
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de estresse, por exemplo, onde o sistema mesolimbico dopaminérgico esta alterado,
a saliéncia do incentivo pode ser maior, portanto aumentando a wvulnerabilidade ao

uso e arecaida de drogas (Berridge e Robinson, 2016).

Addiction

“Wanting”

Initial
Use

Relative Effect

Fig. 2: Representagdo do sistema de recompensa mesocorticolimbico relacionado
com os aspectos de “gostar’ e “querer’” dos comportamentos aditivos. A esquerda,
representacdo das regides encefélicas envolvidas com o “gostar” (linha branca) e com
o0 “querer’ (setas cinzas). A direita, a representacédo da teoria da adic&o mostra como
0 "querer" pode crescer ao longo do tempo independentemente do "gostar”, a medida
gue um individuo se torna dependente, por causa da sensibilizacdo dos sistemas

mesocorticolimbicos encefélicos. Fonte (Berridge e Robinson, 2016).

1.4.3 Mecanismo de acdo dos psicoestimulantes

Uma das classes de drogas mais bem caracterizadas que produzem
sensibilizacdo comportamental em roedores € a classe dos psicoestimulantes do tipo
anfetamina, tais como a anfetamina, a cocaina, o metilfenidato e a metanfetamina

(Kalivas e Stewart, 1991). Essa classe de psicoestimulantes atua bloqueando a
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recaptacdo e/ou promovendo a liberacdo de dopamina na fenda sinaptica (Sulzer,
2011). A maior concentracdo de dopamina nos terminais dopaminérgicos no
prosencéfalo que ocorre em consequéncia desta acao € responsavel pelo aumento
na atividade locomotora caracteristica dos psicoestimulantes (Garcia-Mijares et al.,
2009; Trainor, 2011). Estudos utilizando longos periodos de isolamento social
observaram um aumento na liberacdo de dopamina e maior atividade locomotora em
resposta a anfetamina (Fabricius et al., 2010; Yorgason et al., 2016).

A dietilpropiona (DEP) € um derivado de anfetamina que ja foi utilizado em
transtornos do apetite. Atualmente, sua comercializacdo esta proibida por conta dos
efeitos no sistema nervoso central. A DEP € um psicoestimulante de média poténcia
e atua bloqueando a recaptacdo de dopamina através do transportador de dopamina
(DAT) (Santamaria e Arias, 2010), além de estimular a liberacdo da mesma através
do transporte reverso pelo DAT (Sulzer, 2011). Apds a dopamina ser liberada na fenda
sinaptica, ela € metabolizada enzimaticamente ou por auto-oxidacao, resultando na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Klegeris et al., 1995). Como
consequéncia, essa liberacdo induz um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes, por exemplo, a catalase, a glutationa-peroxidase e a superoxido
dismutase (Teodorak et al., 2015).

O metilfenidato (MPH), da mesma forma, € um medicamento do tipo-anfetamina,
e é utilizado atualmente no tratamento do déficitde atencéo e hiperatividade. Contudo,
0 uso recreativo vem sendo registrado por conta dos seus efeitos psicoestimulantes
(Clemow, 2015). Além disso, ele é extensamente utilizado em estudos pré-clinicos
para avaliar a resposta a psicoestimulantes (Cummins et al., 2013; Volkow et al,,

2011).
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1.5 Estresse, adicdo e diferencas sexo-especificas

A literatura tém demonstrado que existem diferencas sexo-especificas em
relacdo as respostas comportamentais e neurobioldgicas ao estresse (Trainor, 2011)
e aingestado de alimento doce (Collins et al., 2015; Pankevich e Bale, 2008). Em ratos,
as fémeas geralmente apresentam maior preferéncia por alimentos ricos em acucar e
gordura como doces, chocolates, biscoitos, quando comparadas aos machos, e
também apresentam maior sensibilidade ao estresse (Pankevich e Bale, 2008).
Estudos em humanos observaram resultados semelhantes, mulheres costumam
consumir mais alimentos palataveis em situacfes de estresse, sendo 0 género um
preditor de ingest&o alimentar induzida por estresse, assim como ocorre nos roedores
(Epel et al., 2001; Pankevich e Bale, 2008). Além disso, a prevaléncia de distlrbios
alimentares associados ou ndo a comportamento aditivo € maior em mulheres
(Pedram et al., 2013; Pursey et al., 2014).

Evidéncias apontam que existem diferencas sexo especificas também na
aquisicdo e sensibilizacdo a drogas. De um modo geral, as fémeas sao mais
vulneraveis aos efeitos de recompensa que os machos (Collins et al., 2015). Estudos
com humanos mostram que mulheres sao mais vulneraveis ao abuso de drogas que
homens (Bertholomey et al., 2016; Bobzean et al., 2014; Carroll e Anker, 2010; ElIman
et al.,, 2001). Da mesma maneira, estudos com roedores mostram que fémeas séo
mais sensiveis aos efeitos reforcadores das drogas de abuso que machos (Anker e
Carroll, 2011; Calipari et al., 2017; Carroll et al., 2004; Larson et al., 2005; Martinez et
al., 2016; Nentwig et al., 2017). Westenbroek et al. (2013) verificaram que fémeas

isoladas apresentaram maior motivacdo para busca de cocaina que seus irmaos
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machos. Além disso, fémeas apresentam maior liberacdo de DA em resposta a um
estressor na adolescéncia, o que pode ser um componente chave para a maior
vulnerabilidade a sensibilizacdo cruzada com drogas (Burke e Miczek, 2014). Ainda
assim, a maioria dos estudos com isolamento social realizados até o0 momento utiliza

machos como modelo animal (Burke et al., 2017).

1.6 Sensibilizacdo cruzada: estresse & alimento palatavel & uso de drogas

Todas as substancias capazes de ativar o sistema dopaminérgico sao passiveis
de interacdo com outras que ativam as mesmas vias do sistema de recompensa. Este
mecanismo é chamado de sensibilizacdo cruzada (Burke e Miczek, 2014). Nesse
sentido, diversos estudos ja observaram, como descrito acima, que o estresse € capaz
de estimular o consumo tanto de alimento palatavel quanto de drogas (Adam e Epel,
2007; Burke e Miczek, 2014; Dallman et al, 2005; Garcia-Keller et al., 2013;
Neisewander et al.,, 2012; Ulrich-Lai et al., 2016; Yorgason et al., 2016). Da mesma
forma, mais recentemente tem sido observada sensibilizagéo cruzada entre alimento
palatavel e uso de drogas (Avena e Gold, 2011; Gearhardt et al., 2011a; Nicolas et al.,
2016). Animais sensibilizados para anfetamina consumiram mais sacarose e ao
contrario, animais sensibilizados para sacarose apresentaram maior resposta
locomotora a anfetamina (Avena et al., 2008). Além disso, ja foi visto que individuos
com diagnostico de compulsédo alimentar sdo mais propensos a consumir todos 0s
tipos de substancias aditivas, comparado com os controles (Ferriter e Ray, 2011). A
literatura avaliando a sensibilizacdo-cruzada entre estes trés fatores em conjunto,

porém, é guase inexistente.
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2. JUSTIFICATIVA
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A dependéncia de drogas, bem como os transtornos alimentares sdo graves
problemas de salde publica e causam prejuizos na qualidade de vida do individuo,
problemas familiares, além de elevados custos sociais (Burke e Miczek, 2014; Rane
etal., 2017). Apesar de serem problemas bem definidos e terem suas particularidades,
estudos recentes tém mostrado que a dependéncia de drogas e 0s transtornos
alimentares podem apresentar diversas caracteristicas em comum e serem fatores de
risco entre si (Avena et al., 2011; Davis et al., 2017). Um dos transtornos alimentares
que apresenta uma série de caracteristicas em comum com o uso de drogas € o
transtorno da compulsdo alimentar periddica, que por sua vez esta intimamente
relacionada com um comportamento alimentar do tipo-aditivo (food addiction)
(Brewerton, 2017). Outro fator de risco envolvido tanto com o uso de drogas, quanto
com transtornos alimentares é o estresse. O que estes trés fatores (estresse, uso de
drogas e compulsdo alimentar) ttm em comum é a ativacao do sistema mesolimbico
dopaminérgico e, por este motivo, existe a possibilidade de ocorrer sensibilizacao
cruzada entre eles (Baik, 2013b; Burke e Miczek, 2014). E importante ressaltar que
mulheres sdo mais vulneraveis aos trés fatores (Carroll e Anker, 2010; Pankevich e
Bale, 2008).

A exposicdo a estressores, como o isolamento social, principalmente nas fases
iniciais da vida pode alterar o sistema dopaminérgico em desenvolvimento e aumentar
a wulnerabilidade a transtornos psiquiatricos. Contudo, a maioria dos estudos utiliza
longos periodos de isolamento social e pouco se sabe sobre os efeitos de um periodo
curto de isolamento social sobre a programacao do sistema de recompensa e a

susceptibilidade a comportamentos aditivos na vida adulta.

24



Desse modo, considerando que (1) o isolamento social durante as fases iniciais
da vida pode ser um estressor significativo e pode afetar o desenvolvimento do
sistema de recompensa, facilitando a utilizacdo de drogas de abuso e o consumo de
alimentos palataveis; (2) dietas ricas em sacarose (DRS) sdo bastante consumidas
por criancas e adolescentes e por individuos em situaces de estresse; (3) individuos
do sexo feminino sdo mais susceptiveis a comportamentos aditivos e a distlrbios
alimentares; (4) os efeitos a longo prazo da exposicdo a uma DRS em uma situacéo
de estresse por isolamento social no inicio da vida sobre possiveis alteracdes no
sistema de recompensa sao desconhecidos; e (5) tendo em vista a possibilidade de
sensibilizacdo cruzada entre estes trés fatores, a hipotese do presente estudo é que
0S animais expostos ao isolamento social num periodo sensivel do desenvolvimento,
como é o periodo pré-pubere, sdo mais susceptiveis a substancias que ativem o
sistema dopaminérgico, sendo portanto, mais propensos a comportamentos aditivos,
tanto relacionados ao uso de drogas quando de alimento palatavel. Além disso, a
exposicao a dieta palatdvel ao longo da vida pode interferir nesses aspectos do
comportamento, aumentando a propensdo ao consumo, ou de modo compensatorio,
aliviando os efeitos do estresse.

Cabe ressaltar que a compreensédo de fatores preditores de comportamentos
aditivos e a elucidacdo de possiveis mecanismos envolvidos € de extrema importancia

para a prevencdo e tratamento dos mesmos.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de um isolamento social de curta duracdo, durante o periodo
pré-pubere, associado a uma dieta cronica rica em sacarose sobre a programacao do
sistema dopaminérgico e a vulnerabilidade a substancias potencialmente aditivas em

ratas Wistar adultas.

3.2 Objetivos especificos

1) Analisar a resposta locomotora frente a um desafio com anfetamina e os
parametros dopaminérgicos e de estresse oxidativo no estriado antes e apos o

desafio.

2) Avaliar o comportamento de busca por alimento doce (Froot Loops®) e o0s

parametros dopaminérgicos basais no nicleo accumbens.

3) Investigar a intensidade de resposta a recompensa para metilfenidato através

da preferéncia condicionada de lugar;

4) Analisar a transmissao sinaptica excitatoria nos neurdnios espinhosos meédios
do NAc por meio do registro in vitro das correntes pés-sinapticas excitatorias

espontaneas na presenca ou ndo de um agonista de receptor D1 de dopamina.
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4. MATERIAS, METODOS E RESULTADOS
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Os materiais, métodos e resultados desta tese serédo apresentados da seguinte

forma:

- Capitulo I: Artigo publicado na revista International Journal of Developmental

Neuroscience.

- Capitulo II: Artigo submetido a revista Behavioural Brain Research

- Capitulo lll: Resultados adicionais
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4.1 CAPITULO I: Short post-weaning social isolation induces long-term changes
in the dopaminergic system and increases susceptibility to

psychostimulants in female rats.

Artigo publicado na revista International Journal of Developmental Neuroscience.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Childhood and adolescence are sensitive periods of development, marked by high brain maturation and plas-
ticity. Exposure to early life stress, such as social isolation, is able to prompt changes in sensitive brain circui-
tries, essentially in the mesolimbic dopaminergic system and increase the risk for addictive behaviors later in
life. Post-weaning social isolation can stimulate the consumption of rewarding substances, like drugs of abuse
and palatable foods. However, most studies analyze long periods of social isolation and very little is known about
the effects of a brief social isolation in a sensitive period of development and its association with palatable food
on the reward system sensitization. Furthermore, females are more susceptible to the reinforcing effect of drugs
than males. Therefore, the aim of this study was to analyze the effects of a short post-weaning social isolation
combined with a free access to a chronic high sugar diet (HSD) on the dopaminergic system, oxidative status and
behavioral response to an amphetamine-like drug in adulthood. We used female Wistar rats that were socially
isolated from post-natal days (PD) 21 to 35 and received free access to a HSD until PD 60. On PD 65, animals
were submitted to a challenge with diethylpropion (DEP), an amphetamine-like drug and different responses
were analyzed: locomotor activity, immmunocontent of dopamine related proteins, and the oxidative status in
the striatum, before and after the DEP challenge. We showed that a short post-weaning social isolation (SI)
increased the locomotor response to DEP, when compared with previous saline administration. Social isolation
also increased dopamine transporter, tyrosine hydroxylase, and decreased dopamine D2 receptor im-
munocontent. Additionally, SI increased the overall oxidative status parameters after the challenge with DEP.
Interestingly, the exposure to a HSD prevented the SI effects on locomotor response, but did not interfere in the
dopaminergic parameters evaluated, despite having modified some oxidative parameters. This study showed for
the first time that a short post-weaning social isolation was able to induce long-term changes in the striatal
dopaminergic system and increased the response to psychostimulants. These results emphasize the importance of
stressful experiences during a short period of development on programming susceptibility to psychostimulants
later in life.

Keywords:

Early life stress

Early adolescence

High sugar diet
Amphetamine challenge
Dopaminergic system
Oxidative stress

1. Introduction

Childhood and adolescence are sensitive periods of neural matura-
tion. These phases are marked by high plasticity of developing systems
such as the dopaminergic system, which shows specific vulnerabilities
to the effects of stress on the prefrontal cortex, striatal and limbic re-
gions (Brydges et al., 2015; Oswald et al., 2014; Rodrigues et al., 2011;
Spear, 2000; Tottenham and Galvan, 2016). Exposure to adverse

environmental conditions early in life is able to exert programming
effects in sensitive circuitries and thereafter affect the risk of developing
psychiatric disorders later in life (Davis et al., 2016; Doom et al., 2016;
Matas et al., 2016; Schilling et al., 2007).

During childhood and adolescence, social interactions with peers
are crucial for the emotional well-being of young mammals (Manduca
et al., 2016; Vanderschuren et al., 2016), and deprivation of social in-
teractions, particularly during these periods leads to several behavioral
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alterations that manifest in adulthood (Butler et al., 2016; Neisewander
et al.,, 2012). Several evidences suggest that social isolation (SI) is as-
sociated with reward systems alterations and may affect the vulner-
ability to drug abuse (Brydges et al., 2015; Fareri and Tottenham, 2016;
McCormick, 2010; Neisewander et al., 2012; Tottenham and Galvan,
2016). Studies have shown that post-weaning social isolation increases
self-administration of several drugs, such as cocaine (Baarendse et al.,
2014; Westenbroek et al., 2013), alcohol (Cortes-Patino et al., 2016;
Kucher et al., 2016) and amphetamine (AMPH) (Stairs et al., 2011).
However, most of these studies analyzed long periods of social isolation
and relatively little is known about the effect of a short post-weaning
social isolation.

Stressful conditions have also been associated with an increased
motivation to consume palatable foods (rich in lipids and simple car-
bohydrates) as a way to relieve the effects of stress (Adam and Epel,
2007; Dallman et al., 2005; Epel et al.,, 2001; MacKay et al., 2014;
Pecoraro et al., 2004). Moreover, children and adolescents are more
prone to the intake of, and many times have easily access to in-
dustrialized high sugar foods, favoring the higher consumption of these
reward substances (De Cosmi et al., 2017; Morin et al., 2017). On the
other hand, in the last few years evidence emerged showing that high
sugar foods can induce long-lasting changes in the function and sensi-
tivity of dopaminergic system and can produce reward and craving
comparable in magnitude to those induced by addictive drugs (Ahmed
et al., 2013; Avena et al., 2008; Collins et al., 2015; Lenoir et al., 2007).
Studies have demonstrated that the mesolimbic dopaminergic system
could be susceptible to cross-sensitization between different substances
that share the same neural network signaling. For example, individuals
exposed to different stress conditions are more susceptible to consume
drugs of abuse (Burke and Miczek, 2014; Garcia-Keller et al., 2013;
Neisewander et al., 2012; Yorgason et al., 2016) or palatable foods
(Adam and Epel, 2007; Dallman et al., 2005; Ulrich-Lai et al., 2016).
Moreover, the extensive exposure to palatable foods also may induce a
cross-sensitization with drugs of abuse and vice-versa (Avena and Gold,
2011; Gearhardt et al., 2011; Nicolas et al., 2016). However, there are
almost no studies correlating this three factors: stress, palatable foods
and drugs of abuse, which are currently particularly relevant in human
societies, and there is little evidence about the specific neurobiological
adaptations that contribute to the cross-sensitization between them
(Karkhanis et al., 2016).

The mesolimbic dopaminergic system is the main system involved in
reward processes and in sensitization to different kinds of substances
(Murray et al., 2014; Rodrigues et al., 2011; Trainor, 2011). This system
plays an important role in the reinforcing properties of natural rewards
(Davis et al., 2008; Murray et al., 2014; Reichelt, 2016) and social play
behavior (Manduca et al., 2016; Vanderschuren et al., 2016). It is also
involved in the effects of drugs of abuse, which induce extracellular
dopamine release in brain regions including the striatum, nucleus ac-
cumbens (NAc) and prefrontal cortex (Matas et al., 2016). Studies using
long periods of social isolation showed an increase in dopamine re-
sponse and a significantly higher locomotor activity in response to
AMPH (Fabricius et al., 2010). Dopaminergic receptors D1 (D1R) and
D2 (D2R) contribute to the expression of behavioral sensitization and
regulate the reward response (Shi and McGinty, 2011). They also play a
significant regulatory role in the locomotor sensitization to drugs such
as amphetamine (Shen et al.,, 2015). Diethylpropion (DEP), an am-
phetamine-like drug, is a mild psychostimulant and acts by blocking
dopamine reuptake through the dopamine transporter (DAT)
(Santamaria and Arias, 2010) and by inducing dopamine (DA) release
via reversal of the transport mechanism (Sulzer, 2011). This enhanced
dopaminergic activity increases locomotor behavior in rats (Garcia-
Mijares et al., 2009; Trainor, 2011). After being released, DA is meta-
bolized enzymatically or through autoxidation, resulting in production
of reactive oxygen species (ROS) (Klegeris et al., 1995) and, which may
induce an increase in antioxidant enzymes activity (Teodorak et al.,
2015).
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Studies have demonstrated that neurobiological and behavioral re-
sponses to stress (Trainor, 2011) and to sucrose intake (Collins et al.,
2015) are frequently sex dependent. Women appear to be more vul-
nerable to drugs of abuse than men (Bertholomey et al., 2016; Bobzean
et al., 2014; Carroll and Anker, 2010). Animal model studies have also
evidenced that females are more susceptible to the reinforcing effect of
drugs than males (Anker and Carroll, 2011; Calipari et al., 2017;
Martinez et al., 2016; Nentwig et al., 2017). Westenbroek et al. (2013)
evidenced that isolated females show higher motivation for cocaine
seeking than their male counterparts, and a higher risk for escalation of
drug use. In addition, females are more vulnerable to sucrose reward
effect than males (Collins et al., 2015).

It is known that social isolation during childhood and adolescence
seems to be significant stressful and affects the reward system devel-
opment, possibly facilitating the drug addiction and natural rewards;
that HSD is extensively used by children, adolescents and by individuals
under stressing conditions; and that females are more susceptible to
addiction than males. However, the long-term effect of combined ex-
posure to a high sugar diet (HSD) in a social stress condition on the
reward system is not clear. Taking altogether, the aim of this study was
to evaluate the long-term effects of combined short post-weaning social
isolation (PD 21-35) with chronic high sugar diet exposure, on the
dopaminergic system and oxidative status in the striatum and the be-
havioral response to a psychostimulant in adult female rats. Our
working hypothesis was that the exposure to social isolation in a critical
period of development could change the dopaminergic system and in-
crease the response to psychostimulants later in life, and a chronic HSD
could affect this outcome.

2. Methods
2.1. Animals

Female Wistar rats (n = 113), on post-natal day (PD) 21 were
housed in home cages made of Plexiglas (65 x 25 X 15cm) with
sawdust-covered floors and kept in a controlled environment 12 h dark/
light cycle (lights on between 07:00 h and 19:00 h, temperature at
22 * 2°C, food and water provided). A total of 25 litters were used
and a maximum of two animals per litter were assigned to each group.
Half of the animals were group housed, 3—-4 rats per cage (Control
group), the other half were submitted to social isolation (SI — one
animal in a smaller home cage, 27 x 17 X 12.cm) (Douglas et al.,
2004), from PD 21 to 35. Furthermore, the animals (Control or SI) were
subdivided into 2 other groups, according to the available diet: (1)
receiving standard lab chow only or (2) receiving both standard lab
chow plus a high sugar diet (HSD) ad libitum. Therefore, it resulted in
four experimental groups: (1) controls receiving standard chow (Con-
trol-Chow or CC); (2) controls receiving standard chow plus high-sugar
diet (Control-HSD or CD); (3) Social isolated animals receiving standard
chow (Isolated-Chow or IC); and (4) social isolated animals receiving
standard chow plus HSD (Isolated-HSD or ID).

On PD 35, the SI animals were re-socialized, they returned to the
regular home cages (65 X 25 X 15 cm) in groups of three or four.
Animals received free access to standard chow and/or HSD until
adulthood. The detail of nutritional composition of these diets is de-
scribed in Table 1. The experimental model can be better understood in
the timeline (Fig. 1A). All animal proceedings were performed in strict
accordance to the recommendations of the Brazilian Society for Neu-
rosciences (SBNeC) and Brazilian Law on the use of animals (Federal
Law 11.794/2008), and were approved by the Institutional Ethical
Committee (CEUA-UFRGS #25903). All efforts were made to minimize
animal suffering, as well as to reduce the number of animals used.

2.2. Diet

The high-sugar diet used in this study was prepared in our lab. It
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Table 1
Nutritional composition per 100 g of food used in this study.

Food Energy Total Total carbohydrate (g) Total fat
(Kcal) protein (g) ©
Standard 301.2 22 44.3 (from starch) 4
Chow*
HSD" 346.3 27 40 (13,3 from starch and 4.5

26,7 from sucrose and
lactose)

According to Arcego, D. M. Isolation during the prepubertal period associated with
chronic access to palatable diets: Effects on plasma lipid profile and liver oxidative stress.
Physiology & Behavior 124 (2014) 23-32.

@ Nuvilab°®.

b HSD: Hight Sugar Diet.

was enriched with simple carbohydrates, made with condensed milk,
sucrose, vitamins and a salt mix, powder standard lab chow, purified
soy protein, soy oil, water, methionine and lysine. The nutritional
content of this diet is similar to that of a standard lab chow, however
the major carbohydrates in the palatable diet were sucrose (Table 1)
(Arcego et al., 2014; Souza et al., 2007); in contrast, standard lab chow
is composed by carbohydrates obtained mainly from starch.

2.3. Amphetamine-Induced locomotion

2.3.1. Drug

Diethylpropion (Medley”) was dissolved in saline (0.9% w/v NaCl), in
a concentration of 10 mg/mL, and was injected intraperitoneally (i.p.)
in a volume of 1 mL/kg, given a dose of 10 mg/Kg, based on its am-
phetamine-like psychomotor stimulant characteristic dose and ac-
cording to other studies (Reimer et al., 1995; Silveira et al., 2013).

2.3.2. Experimental procedure

On PD 60 the HSD was withdrawn to avoid acute effects of this diet
consumption during the behavioral analysis, and after five days animals
were submitted to an AMPH locomotor challenge. On the first day of
the experiment, rats were injected with 1 mL/kg saline (0.9% w/v
NaCl). Immediately after the injection, they were kept in a neutral box
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for 10 min. Then, rats were placed individually in a 50-cm high,
50 X 50-cm open field arena, that consist in a square black box, made
of medium density fiberboard (MDF). The total distance travelled (m)
was determined during 30 min using the software Anymaze’ video
tracking. On the second day, rats were injected (i.p.) once with DEP
(10 mg/kg, in a total volume of 1 mL/Kg), and the same parameters
were analyzed (Silveira et al., 2013). The percent increase in locomotor
activity after DEP challenge over individual baseline levels was con-
sidered.

2.4. Biochemical analysis

For the biochemical analysis, two sets of animals, that had pre-
viously received only saline, or DEP, were used. Twenty-four hour after
the behavioral procedures, animals that previously received DEP or
saline were quickly euthanized using a guillotine, between 1:00 p.m. to
4:00 p.m. Brains were removed and the dorsal striatum was quickly
dissected out on ice and stored at —80 °C until analysis. Half of samples
were used for western blot analysis and the other half was designated to
the determination of oxidative stress parameters.

2.4.1. Western blot

Dorsal striatum was homogenized in ice-cold lysis buffer pH 7.9:
10 mM KCl, 10 mM Hepes, 0.6 mM EDTA, 1% NP-40 and 1% protease
inhibitor cocktail (Roche”). Electrophoresis was performed using equal
protein concentrations (40 ug of total protein/lane, determined using a
commercial kit BCA Protein Assay [Thermo Scientific, U.S.A]) onto
NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel. Proteins were transferred (XCell
SureLock” Mini-Cell, Invitrogen) to nitrocellulose membranes
(1 h 30 min at 50 V in transfer buffer [48 mM Trizma, 39 mM glycine,
20% methanol, and 0.25% SDS) (Valentim et al., 2001) and blots were
then blocked for 2 h in Tris-buffered saline (T-TBS) with 5% m/v non-
fat dry milk. After that, blots were incubated overnight at 4 °C in
blocking solution containing one of the following antibodies: anti-D1
receptor (1:500, Millipore, produced in mouse), anti-D2 receptor
(1:500; Millipore, produced in rabbit), anti-Dopamine Transporter
(DAT, 1:500, Millipore, produced in rabbit), anti-Tyrosine Hydroxylase
(TH, 1:2000, Millipore, produced in rabbit), and anti-B-actin (1:3500,

Fig. 1. Timeline and locomotor response to
Bl Control

1 Social Isolation saline or DEP in animals subjected to a short

post-weaning social isolation with or

Timeline 80- 8 without exposure to a high sugar diet.
=) —_ Timeline (A). Distance travelled (m) during
HSD § — a 30 min open field after saline injection (B).
r . 1 E 601 # Distance travelled (m) on open field after
I + t + t I s = saline (checkered bars) and after DEP in-
PD 21 35 60 65 66 67 § 40 jections (crosshairs bars) (C). Percentage of
e E— — g baseline (%): represents the percent increase
Social Isolation AMPH-locomotor 8 204 over individual baseline levels regarding the
activity § increase in distance travelled on open field
o o after DEP administration, compared with
Standard Chow HSD previous saline administration (D). CC:
Control-Chow; IC: Isolated-Chow; CD:
Control-HSD and ID: Isolated-HSD; &:
C D Interaction SI x HSD (Two-way ANOVA,
w0 Saline p = 0.025). *Effect of SI, different from the
\\ DEP other groups (Two-way ANOVA and Tukey
s 150+ o= 200+ * post-hoc test, p < 0.05); n = 9-11/group.
E £
b= @
T £ 1504
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2 8
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© o
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Millipore, produced in rabbit). Blots was then washed three times for
5 min with T-TBS and incubated for 2 h with secondary antibody in a
solution containing peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (1:1000,
Millipore) or anti-mouse IgG (1:1000, Cell Signaling). After 4 washes,
blots were developed using a chemiluminescence Amersham™ ECL kit
(GE Healthcare, UK). The chemiluminescence was detected using a
digital imaging system (Image Quant LAS 4000, GE Healthcare Life
Sciences). The intensity of bands was quantified by densitometric
analysis using the Image Studio Lite Software, v. 5.2. Results were ex-
pressed as the ratio of intensity of the protein of interest to that of anti-
B-actin of the same sample in the same blot, and expressed in percen-
tage of control.

2.4.2. Oxidative stress analysis

Dorsal striatum was homogenized in 10 vol (w:v) ice-cold potassium
phosphate buffer 50 mM (pH 7.4), containing 1 mM EDTA. The
homogenate was centrifuged at 1000g for 10 min at 4 °C and the su-
pernatant was used.

2.4.2.1. Superoxide dismutase activity:. Superoxide dismutase activity
was determined using a RANSOD® kit (#SD125, Randox Laboratories
Ltd., UK) (Delmas-Beauvieux et al., 1995). This assay employs xanthine
and xanthine oxidase to generate superoxide radicals that react with 2-
(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (INT)
to form a formazan dye that is assayed spectrophotometrically at
492 nm at 37 °C. The inhibition of the production of the chromogen
is proportional to the activity of SOD present in the sample; one unit of
SOD causes 50% inhibition of the rate of reduction of INT under the
conditions of the assay.

2.4.2.2. Glutathione peroxidase activity:. Glutathione peroxidase (GPx)
activity was determined using the commercial kit RANSEL (#RS504,
Randox Laboratories Ltd., UK), based on Paglia and Valentine method
(Paglia and Valentine, 1967). GPx catalysis the oxidation of
Glutathione. In the presence of Glutathione Reductase and NADPH
the oxidized Glutathione is immediately converted to the reduced form
with a concomitant oxidation of NADPH to NADP *. The decrease in the
known concentration of NADPH was monitored by spectrophotometry
at 340 nm, 25 °C. The spontaneous NADPH oxidation was subtracted
from the overall reaction ratio. GPx activity was expressed as nmol
NADPH oxidized per minute per mg protein.

2.4.2.3. Catalase activity:. Catalase activity (CAT) was evaluated based
on spectrophotometric establishment of the rate of H;O, degradation at
240nm at 25°C (Aebi, 1984). CAT activity was calculated in
micromoles of H,O, consumed per minute per mg of protein, using a
molar extinction coefficient of 43.6 M~ ecm™1.

2.4.2.4. Free radical production by chemical oxidation of
dichlorodihydrofluorescein (DCFH):. Samples were incubated with 2’-
7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) (100 uM) at 37 °C
for 30 min. DCFH-DA is hydrolyzed by cellular esterases and DCFH is
released and posteriorly oxidized by reactive oxygen/nitrogen species.
Using a spectrum photometer, the formation of the fluorescent
derivative dichlorofluorescein (DCF) was monitored by excitation and
emission wavelengths of 488 and 525 nm, respectively. The formation
of oxidized reactive oxygen/nitrogen species was inferred from DCF
production and quantified using a DCF standard curve and results were
expressed as nmol of DCF formed per mg of protein (Sriram et al.,
1997).

2.4.2.5. Total thiol content:. This assay is based on the reduction of 5,5’
dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) by thiol groups, which become
oxidized (disulfide), yielding a yellow compound (TNB) whose
absorption is measured spectrophotometrically at 412 nm (Aksenov
and Markesbery, 2001).
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2.4.2.6. Protein assay:. Protein concentration was determined using the
method described by Lowry et al. (Lowry et al., 1951), using bovine
serum albumin as standard.

2.5. Statistical analysis

+

Data are expressed as mean * SEM, and was analyzed using two-
way ANOVA, with social isolation and HSD as factors or repeated-
measures ANOVA when appropriate. ANOVA tests were followed by
Tukey multiple range test to assess differences between groups when
interactions were significant. Pearson correlation analysis was used to
study the relationship between locomotor activity and biochemical re-
sults. All analyses were performed using IBM SPSS Statistic 22.0 soft-
ware and significance level was set at p < 0.05 for all analyses.

3. Results

3.1. Social isolation induces a higher increase in locomotor activity after an
AMPH injection

During the first exposure to the open field, after saline injection, an
interaction SI x HSD (F[1,36] = 5.48, p = 0.025) was observed re-
garding the total distance travelled. Rats exposed to social isolation
early in life showed a reduced locomotor activity, particularly, SI ani-
mals that received only standard chow showed the lowest locomotor
activity (F[1,36] = 5.37, p = 0.026; two-way ANOVA, followed by
Tukey post-hoc test). However, this effect was not evidenced in animals
that were offered a HSD: HSD prevented the effect of SI (Fig. 1B).
Twenty-four hours after, when animals received DEP, repeated-mea-
sures showed all groups increased locomotor activity (F[1,32] = 208.3,
p = 0.0001; two-way ANOVA) without differences between them in the
performance after DEP administration (Fig. 1C). However, an interac-
tion SI x HSD was evidenced regarding the increase in locomotor ac-
tivity after DEP challenge when compared to previous saline adminis-
tration (Percentage of baseline%), and SI animals that received
standard chow only, exhibited a higher increase in locomotor activity,
compared with the others groups (F[1,30] = 6.58, p = 0.016, followed
by Tukey post-hoc test, Fig. 1D). These results show that animals ex-
posed to post-weaning social isolation increase the locomotor response
to AMPH and the exposure to HSD prevents this effect.

3.2. Short post-weaning social isolation induces long-term changes in
dopaminergic parameters

The increase in locomotor response to DEP in SI group suggests that
these animals could be more responsive to a challenge with an AMPH,
indicating possible changes in dopaminergic signalization. Therefore,
we analyzed the immunocontent of dopamine receptors D1 (D1R) and
D2 (D2R), the dopamine transporter (DAT) and the enzyme tyrosine
hydroxylase (TH), a key enzyme of dopamine synthesis (Axelrod and
Weinshilboum, 1972), in the dorsal striatum of all animals, in basal
conditions and after a challenge with DEP. In basal conditions no dif-
ferences were observed in any of the dopaminergic parameters ana-
lyzed (Fig. 2).

Animals that received a single dose of DEP were evaluated 24 h after
its administration. Social isolation earlier in life led to a reduction in
D2R immunocontent (F[1,17] = 9.28, p = 0.007), and an increase in
DAT (F[1,15] = 10.3, p = 0.006) and TH (F[1,18] = 6.11, p = 0.024)
immunocontent (Fig. 3B, C, D respectively). These results suggest that a
short post-weaning social isolation is able to induce long-term changes
in dopaminergic system and increase the response to psychostimulants.

3.3. Social isolation stimulates oxidative status in dorsal striatum

So far, our results had showed that a short period of social isolation
after weaning induces an increase in locomotor activity and



C. Lampert et al.

a >
g

(5.
o
1

Immunocontent of D1/B-actin

100-]

Standard Chow

cc < 1c ID

owe T oo
B-actina D — — W

o
I

1501

1004
i I
o4

Immunocontent of DAT/B-actin

Standard Chow

cc <D 1c 1D
oar - 0l
Bactine A — —

Immunocontent of D2/ 3 -actin

Immunocontent of TH/ g-actin

International Journal of Developmental Neuroscience 61 (2017) 21-30

Fig. 2. Immunocontent of dopaminergic
parameters D1R (A), D2R (B), DAT (C) and
TH (D), 24 h after saline administration in
dorsal striatum of adult animals subjected to
a short post-weaning social isolation, re-

100- ceiving or not a high sugar diet. CC: Control-
Chow; CD: Control-HSD; IC: Isolated-Chow
and ID: Isolated-HSD. No statistical differ-
ences was observed, p > 0.05, n=7/
group.
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dopaminergic activity AMPH-dependent. Considering that dopamine
metabolism leads to the production of reactive oxygen species, we
verified if a challenge with an AMPH-derivative drug could alter oxi-
dative stress parameters in dorsal striatum. This evaluation was made in

baseline conditions and 24 h after the challenge with DEP.
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In baseline conditions, the activities of the antioxidant enzymes SOD
(F[1,19] = 10.46, p = 0.004) and GPX (F[1,20] = 5.19, p = 0.034)
were reduced in animal exposed to a high sugar diet, and an interaction
SIXHSD in total thiol content (F[1,20] = 5.54, p = 0.029) was ob-
served (Fig. 4A, B, D, respectively). Production of ROS and CAT

Fig. 3. Immunocontent of DIR (A), D2R (B),
DAT (C) and TH (D) 24 h after the DEP
challenge in dorsal striatum of adult rats
that were subjected to a short post-weaning

social isolation, receiving or not a high
sugar diet. CC: Control-Chow; CD: Control-
HSD; IC: Isolated-Chow and ID: Isolated-
HSD. *Effect of SI (Two-way ANOVA,
p < 0.05), n = 5/group.
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activity, as well as the SOD/GPX + CAT ratio was not different be-
tween groups (Fig. 4C, E, F).

A challenge with an AMPH would induce increased dopaminergic
activity and, therefore, increased ROS production due to dopamine
metabolism (Teodorak et al., 2015). In this study, after the DEP chal-
lenge, despite an overall increased production of ROS (see scale in the
figures), animals exposed to social isolation early in life presented an
increased production of ROS (F[1,29] = 10.18, p = 0.003) compared
to the other groups, while exposure to HSD decreased this parameter (F
[1,29] = 8.87, p = 0.006) (Fig. 5E). In addition, animals with in-
creased distance travelled after DEP injection also presented higher
ROS production (significant positive correlation between locomotor
activity and ROS production Pearson correlation analysis, r = 0.682;
p = 0.021; see Fig. 1 in supplementary material).

Moreover, SI also increased the activity of the antioxidant enzymes
SOD (F[1,28] = 41.18, p = 0,0001), GPX (F[1,26] = 51.01,
p = 0,001) and CAT (F[1,23] = 7.83, p = 0.01) (Fig. 5A, B, C), as well
as the levels of total thiols (F[1,25] = 17.65, p = 0,0001) (Fig. 5D).
The increase in SOD activity with SI exposure was higher in HSD

groups, but reaching similar values as the SI-chow group (Fig. 5A).
Therefore, an interaction between SI and HSD was observed on SOD
activity (F[1,28] = 6.63, p = 0.016). On the other hand, HSD access
decreased CAT activity (F[1,23] = 6.9, p = 0.015), partially reverting
SI effect on this enzyme activity (Fig. 5C). Similarly, the same occurred
with ROS production (indicated by DCF technique), SI increasing the
production of ROS (F[1,29] = 10.18, p = 0.003), while HFD access
decreased it (F[1,29] = 8.87, p = 0.006) (Fig. 5E). Also, the exposure
to HSD increased the SOD/GPX + CAT ratio (F[1,15] = 6.31,
p = 0.024) (Fig. 5 F). Therefore, these results show that the exposure to
social isolation early in life makes the animals more susceptible to
challenges with psychostimulants, including higher responses related to
oxidative stress parameters, and the exposure to HSD modulates some
of these parameters.

4. Discussion

In this study, we evidenced for the first time that a short social
isolation during a specific period of development prompts long-term
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Fig. 5. Oxidative stress parameters, 24 h after DEP-challenge in dorsal striatum of adult rats that were subjected to a short post-weaning social isolation, receiving or not a high sugar diet.
Activities of superoxide dismutase — SOD (A), glutathione peroxidase-GPX (B), catalase-CAT (C), total thiols content (D), production of reactive oxygen species-ROS, evaluated through
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effects on dopaminergic system, and enhances the response to psy-
chostimulants in adulthood. We showed that SI increased the locomotor
response to DEP, and changed dopaminergic parameters and oxidative
status in striatum after an AMPH challenge, indicating a higher sus-
ceptibility of SI animals to psychostimulants. On the other hand, the
free access to a chronic high sugar diet does not appear to sensitize the
dopaminergic system, and it was able to prevent the behavioral effect
induced by SI.

A short period of social isolation induced a long-term reduction in
locomotor activity in the baseline, during the first exposure to the open
field, whereas HSD prevented this effect. These results are in agreement
with Arakawa (2003), that observed a reduced in number of crossings
in SI animals (PD26-40) when analyzed shortly after isolation
(Arakawa, 2003). Moreover, a few other studies that evaluated short
periods of post-weaning social isolation (until 3 weeks of SI) observed
no differences in locomotor activity (Ishihama et al., 2010; Lander
et al., 2017; Lukkes et al., 2012; Paulus et al., 1998) compared with
grouped animals. These findings are contrary to others studies that have
reported an increase in locomotor activity in SI animals (Haupt and
Schaefers, 2010; Hickey et al., 2012; Ko and Liu, 2015; Simpson et al.,
2010; Varty et al., 2000), however, the majority of those studies ana-
lyzed long periods of social isolation (more than 6 weeks). One factor
that could also influence locomotion would be the cage size, that has
been shown to affect locomotion when juvenile, but not adult rats were
tested (Arakawa, 2005). Since all our tests were performed during the
adulthood and for several weeks the animals had similar stocking
conditions, we believe that the early stress exposure was the responsible
for the main effect in locomotor activity. Therefore, our findings cor-
roborate with the hypothesis that different periods of social isolation
induce distinct changes on behavior. Thus, while long periods of social
isolation lead to increased locomotor activity, short periods may de-
crease or have no effect in this parameter. Additionally, exposure to a
high sugar diet may prevent this SI effect, suggesting that the exposure
to HSD during social isolation could counteract some of the stress ef-
fects.

After the challenge with DEP, SI animals showed a higher increase
in locomotor activity when compared with the previous saline admin-
istration, reaching a level of activity similar to the other groups. Again,
HSD prevented this effect. These results indicate that the short post-
weaning social isolation induces an increase in response to a challenge
with DEP. These findings are in agreement with other studies that
evidenced increased locomotor activity AMPH-dependent in animals
that were previous socially isolated (Herrmann et al., 2014; Lander
et al., 2017; Lomanowska et al., 2010). A possible limitation in this
experiment would be the possibility of a ceiling effect, as suggested by
some authors (Cain et al., 2008; Mathews et al., 2010).

Despite this effect on locomotor activity after DEP challenge, social
isolation was able to induce neurochemical alterations in dorsal
striatum that were not counteracted by HSD. In this study, we evi-
denced an increase in DAT and TH and a reduction in D2R im-
munocontents after the DEP challenge, without alteration in D1R im-
munocontent. Given that TH, the rate-limiting enzyme in the synthesis
of dopamine (Axelrod and Weinshilboum, 1972), was found increased,
this findings suggest an increase in DA production (Trainor, 2011) and
an overall increase in DA signalization in SI animals in response to DEP.
Moreover, studies suggest that a higher DAT function in the striatum
appears to increase the potency of AMPH or other drugs acting on
uptake inhibition and this could lead to an increased dopamine signa-
lization (Calipari et al., 2013; Yorgason et al., 2016). Our findings are in
agreement with other studies that showed an increase in dopamine
release and dopaminergic parameters in response to different psy-
chostimulants in SI animals, although in those studies longer periods of
isolation were used (usually from weaning to adulthood) (Hall et al.,
1998; Trainor, 2011; Yorgason et al., 2016; Yorgason et al., 2013). In
the present study we showed that these effects can be induced even by a
short period of social isolation. The low levels of D2R immunocontent
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observed in SI animals after DEP exposure could suggest a low inhibi-
tion of D2 receptor feedback signaling, since D2 auto-receptors regulate
dopamine activity by decreasing vesicular release through inhibition of
dopamine synthesis and its exocytosis (Schmitz et al., 2001; Yorgason
et al.,, 2013) and are in agreement with other studies using SI (more
than 4 weeks). Moreover, a reduced availability of dopamine D2 re-
ceptors in the striatum has been associated with increase in drug intake
(Murray et al., 2014). A higher response to AMPH and an increase in DA
release was also observed in clinical studies with individuals who ex-
perienced a high number of adverse events in childhood (Oswald et al.,
2014).

On the other hand, there are divergent results in the literature
concerning basal dopaminergic parameters after SI. In the present study
no differences were observed in dopaminergic parameters in basal
condition in dorsal striatum; changes were only observed after DEP
challenge. These findings are in agreement with other studies that did
not observe differences in DA release or dopaminergic markers in SI
animals (> 6 weeks) in basal conditions, just after an ethanol injection
(Karkhanis et al., 2014) or after an AMPH injection (Fabricius et al.,
2011). In addition, no differences in DA release or DA turnover were
found in SI animals (8-9 weeks) without any challenge (Wang et al.,
2012). Together, the findings of the present study indicate that a short
post-weaning social isolation appears to induce changes in the devel-
oping dopaminergic system in such a way as to induce enhanced re-
sponses to psychostimulants.

A possible increase in dopamine release would lead to increased
ROS levels (Pomierny-Chamiolo et al., 2013). Moreover, the elevated
dopamine levels and the production of ROS may lead to the induction of
compensatory mechanisms, such as an increase in antioxidant enzymes
activities (Pomierny-Chamiolo et al., 2013). In this study, we showed
that socially isolated animals had increased oxidative status after a
challenge with DEP, with a higher production of ROS, and compensa-
tory increased antioxidant enzymes activities, whereas, the exposure to
HSD induced a reduction in CAT activity and ROS production. In basal
conditions, SI did not affect oxidative stress parameters in adult
striatum, similar to the results observed above concerning dopami-
nergic parameters. Different reports are found in the literature relative
to SI and the oxidative status: an increase in ROS production and a
decrease in antioxidant enzyme activities (Arcego et al., 2013; Shao
et al., 2015), or alterations in isolated parameters of oxidative stress
(Krolow et al., 2013; Moller et al., 2011) have been observed. These
distinct results could be due to differences in the duration of SI and the
brain area studied, as well as the sex of the animals. Therefore, these
data suggest that the challenge with DEP could induces a higher in-
crease in dopamine release in the dorsal striatum of SI rats, a sub-
sequent increase in ROS production and consequently a higher anti-
oxidant enzymatic activity.

In the present study, we observed that the chronic exposure to HSD
prevented some effects of SI, such as the increase in locomotor activity,
but did not interfere in the effects of SI regarding dopaminergic para-
meters, before and after the DEP challenge. Here we have two facts: (1)
The chronic exposure to HSD was not able to sensitize the dopaminergic
system. It is possible that a different temporal pattern of availability
would have a distinct outcome on the diet effects concerning the do-
paminergic system (Fordahl et al., 2016). Accordingly, studies using
intermittent access to high palatable food showed greater AMPH-loco-
motor response than those using a chronic availability (Avena et al.,
2012; Fordahl et al., 2016). (2) HSD prevented the alterations in lo-
comotor activity induced by SI. This finding is in agreement with the
hypothesis that HSD acts as a “comfort food”, relieving the stress effects
(Dallman et al., 2005; MacKay et al., 2014; Ulrich-Lai et al., 2016). The
different HSD effects on SI animals concerning locomotor activity and
dopaminergic parameters suggest that HSD could have distinct out-
comes in different brain functions: for example, Ulrich-Lai et al. (2016)
have observed that palatable foods are able to relieve some effects of
stress, through the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)-dampening,
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but it does not appear to act in a reward brain area, such as NAc. The
way and local in the brain that HSD acts to counteract stress effects
deserves further investigation.

Overall, the main changes induced by SI in the present study were
observed after the challenge with DEP. These findings indicate that a
short post-weaning social isolation can program brain circuits, such as
the dopaminergic system, in a way that SI animals become more sus-
ceptible to psychostimulant substances. One possible mechanism re-
lated to these results is that social isolation during the early adolescence
enhances the activation of HPA axis and increases levels of gluco-
corticoids (Toth et al., 2011) and corticotropin-releasing factor (CRF)
(Lukkes et al., 2009). CRF is able to modulate DA neurons excitability in
the VTA, thereby activating mesocorticolimbic neurotransmission and
promoting drug use (Burke and Miczek, 2014; Mantsch et al., 2014).
More studies are warranted to better understand the molecular changes
that occur during the social isolation exposure in the brief period of
early adolescence that seems to program the dopaminergic system, in-
ducing long-term changes and increasing the susceptibility to psy-
chostimulants.

5. Conclusion

This study showed for the first time that social isolation in a short
and sensitive period of development, that is, childhood and early ado-
lescence, induces long lasting changes in striatal dopaminergic system
making animals more susceptible to psychostimulant actions in adult-
hood. A high sugar diet during the stress exposure is able to counter-
balance the behavioral effects, although its action does not appear to
involve the dopaminergic system. These results emphasize the im-
portance that stressful experiences during development have on pro-
gramming susceptibility to psychostimulants later in life.
Understanding how early life stress affect the reward response to psy-
chostimulants would help to identify at-risk youth for prevention ef-
forts, as well as create interventions aiming to minimize propensity to
drug abuse in adult life.
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O presente estudo se prop0ds a analisar os efeitos de um isolamento social curto
em um periodo de alta plasticidade neural, onde alguns sistemas encefélicos ainda
estdo em desenvolvimento, e de que forma a exposicao a este isolamento associado
a uma dieta rica em sacarose cronica pode afetar parametros relacionados ao sistema
mesolimbico dopaminérgico e alterar a vulnerabilidade a comportamentos aditivos a
longo prazo.

Neste contexto, foram avaliados dois aspectos diferenciados (o isolamento social
e a dieta palatavel) que podem afetar isoladamente o sistema dopaminérgico em
desenvolvimento, mas também podem interagir entre si e gerar uma programacao
encefalica diferente, bem como, resultar em comportamentos especificos de acordo
com cada exposicao ou na jungcdo de ambos os fatores. Entédo, por um lado foi avaliada
a possibilidade de um estressor, como o isolamento social, de estimular a resposta
locomotora a um psicoestimulante e incentivar o consumo de alimento palatavel de
maneira compulsiva/aditiva. E por outro lado, foi avaliado de que maneira a exposicéo
a uma dieta rica em sacarose é capaz de alterar/neutralizar os efeitos do estresse e
até que ponto ela por si s6 é capaz de ser um fator programador do sistema de
recompensa e interferir nas respostas a psicoestimulantes e a alimento doce.

O primeiro resultado obtido, como observado no capitulo 1, mostra que o
isolamento social no periodo pré-pubere é capaz de alterar a resposta locomotora a
um psicoestimulante e alterar os parametros dopaminérgicos e oxidativos em resposta
a um desafio com um derivado de anfetamina (a dietilpropiona).

A avaliacdo da resposta locomotora é importante, pois é um indicativo de
sensibilizacdo comportamental a alguma substancia (Avena et al., 2008), no caso do

presente trabalho, a resposta a um psicoestimulante. Em condicbes basais o
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isolamento social causou uma reducédo da atividade locomotora no campo aberto e a
DRS preveniu este efeito. Apesar de uma das caracteristicas bem determinadas do
isolamento social ser a hiperatividade locomotora, € importante ter em conta a duracao
da intervencdo. A maior parte dos estudos com isolamento social utiliza longos
periodos de intervencdo (mais de 6 semanas), e grande parte destes estudos
observaram maior atividade locomotora basal nos animais IS (Haupt e Schaefers,
2010; Hickey et al., 2012; Ko e Liu, 2015; Simpson et al., 2010; Varty et al., 2000). Por
outro lado, os poucos estudos que utilizam isolamento social curto (até 3 semanas
ap0s o desmame) verificaram auséncia de efeito (Ishihama et al., 2010; Lander et al.,
2017; Lukkes et al., 2012; Paulus et al., 1998), comparado com 0s animais agrupados,
ou reducdo da atividade locomotora (Arakawa, 2003), o que vai de encontro com 0s
achados do presente estudo. Arakawa (2003) observou uma redugdo no nimero de
cruzamentos na tarefa do campo aberto nos animais IS (PN26-40), quando analisados
logo apos o isolamento. Portando, nossos achados corroboram com a hipotese de que
diferentes periodos de IS induzem distintas mudangas comportamentais. Desse
modo, enquanto que longos periodos de IS levam a um aumento na atividade
locomotora, periodos curtos de isolamento diminuem ou ndo afetam este parametro.
Além disso, a exposicdo a DRS preveniu a reducdo da atividade locomotora nos
animais IS, sugerindo que a exposicdo a DRS durante o IS pode contrabalangar
alguns efeitos do estresse.

Apos a administracao do psicoestimulante (a dietilpropiona), 0s mesmos animais
que haviam apresentado reducdo da atividade locomotora basal, agora mostraram
aumento da atividade locomotora, de forma a atingir niveis semelhantes aos demais

grupos, sendo, portanto, maior a atividade locomotora em resposta a DEP nos animais
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IS. Este resultado vai de encontro aos achados da literatura que, da mesma forma,
evidenciaram maior atividade locomotora em resposta a diferentes psicoestimulantes
em animais submetidos ao IS (Herrmann et al, 2014; Lander et al, 2017,
Lomanowska et al., 2010).

O aumento na atividade locomotora observada apdés a exposicdo a um
psicoestimulante € causada pela ativacdo da via mesolimbica dopaminérgica, que no
caso dos animais IS parece estar sensibilizada (Fabricius et al., 2010; Vanderschuren
e Kalivas, 2000; Yoon et al.,, 2016). Neste contexto, 0s mesmos animais IS que
apresentaram maior atividade locomotora apés o desafio com DEP, apresentaram,
também, aumento nos parametros dopaminérgicos e no status oxidativo no estriado
dorsal apés uma Unica administracdo de DEP. Foi evidenciado que o0s animais que
passaram pelo IS apresentaram um aumento no imunoconteddo de DAT, de TH e uma
reducdo nos niveis de D2R apds o desafio com DEP, sem alteracbes no
imunoconteudo de DI1R. Diversos estudos mostram que a auséncia/diminuicdo de
D2R esta relacionada a uma maior sensibilizacdo comportamental e consumo de
drogas (Bello et al., 2011; Heinsbroek et al., 2017; Kai et al., 2015; Zhu et al., 2016),
enquanto que o0 receptor D1 parece ndo ser necessario para a expressao da
sensibilizagdo comportamental (Vanderschuren e Kalivas, 2000). Bello e
colaboradores (2011) mostraram que animais nocautes para D2R apresentaram maior
producéo e liberacdo de dopamina e foram mais sensiveis aos efeitos psicomotores
da cocaina, indicando um papel importante dos receptores D2R na expressédo e
sensibilizacdo a psicoestimulantes. No presente estudo, paralelamente a diminuicao
do D2R, 0 aumento no imunoconteddo da TH, enzima chave na sintese de dopamina,

bem como o aumento no transportador de dopamina - DAT ap0és o desafio com a DEP
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sugerem um aumento na sinalizacdo dopaminérgica e possivelmente maior producao
e liberacédo de dopamina (Trainor, 2011) nos animais que passaram pelo IS no periodo
pré-pubere. Estudos sugerem que uma fungdo aumentada no DAT no estriado parece
aumentar a poténcia de anfetaminas e outras drogas que atuam na inibicdo da
recaptacdo de dopamina, de modo que isso poderia levar a uma maior sinalizacéo
dopaminérgica (Calipari etal., 2013; Yorgason et al., 2016). Yorgason e colaboradores
(2016) observaram, ap6s um longo periodo de IS, um aumento no imunocontetdo do
transportador de dopamina (DAT) e um aumento na liberacdo de dopamina no
estriado. Outros estudos, utilizando longos periodos de IS observaram um aumento
na liberacdo de dopamina e nos parametros dopaminérgicos em resposta a diferentes
psicoestimulantes (Hall et al., 1998; Trainor, 2011; Yorgason et al., 2016; Yorgason et
al.,, 2013). Diferentemente, no presente estudo observamos que a exposi¢cdo a um
curto periodo de IS no inicio da vida é capaz de induzir alteracbes duradouras no
sistema dopaminérgico e aumentar a vulnerabilidade a psicoestimulante, uma vez que
tais alteragdes se fazem presentes na vida adulta do animal. Por outro lado, o acesso
livre e cronico a uma dieta rica em sacarose ndo foi capaz de sensibilizar o sistema
dopaminérgico e preveniu o efeito do IS sobre a atividade locomotora, também apos
o desafio com a DEP.

A literatura acerca dos parametros dopaminérgicos basais apds IS é divergente.
No presente estudo ndo foram observadas alteraces em quaisquer dos parametros
analisados em condi¢des basais, apenas apés o desafio com a DEP. Esses achados
estdo de acordo com outros estudos que utilizaram IS (mais de 6 semanas), e da
mesma forma ndo observaram alteracdes nos parametros dopaminérgicos apés o IS,

apenas apos uma administracdo de etanol (Karkhanis et al., 2014) ou apds uma
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injec@o de anfetamina (Fabricius et al., 2011). Além disso, outro estudo ndo observou
diferenca na liberagéo de DA ou no turnover de DA nos animais IS (8-9 semanas)
guando na auséncia de qualquer desafio (Wang et al., 2012).

A liberacdo aumentada de dopamina induz um aumento nos niveis de espécie
reativas de oxigénio (ERO) por conta da sua metabolizacdo e, como consequéncia,
maior atividade das enzimas antioxidantes, como um mecanismo compensatério
(Pomierny-Chamiolo et al., 2013). Neste estudo, foi observado que os animais IS
apresentaram um status oxidativo global mais marcante apés o desafio com DEP, com
maiores niveis de ERO e maior atividade das enzimas antioxidantes. Por outro lado,
a exposicao a DRS promoveu a reducédo da atividade enzimatica de uma das enzimas
antioxidantes (catalase) e, também, menor producdo de ERO. Em condi¢c6es basais,
0 IS ndo afetou os parametros oxidativos, de forma similar ao que ocorreu com 0s
parametros dopaminérgicos.

Estes resultados sugerem que o desafio com a DEP foi capaz de estimular de
forma mais intensa o0 sistema dopaminérgico dos animais IS e possivelmente
aumentar a liberacdo de dopamina no estriado/NAc. Por conseguinte, houve uma
maior metabolizacdo da mesma e consequentemente maior producédo de ERO e maior
atividade das enzimas antioxidantes. Estes achados indicam que um IS curto no
periodo pré-pubere é capaz de induzir alteragbes no sistema dopaminérgico em
desenvolvimento e aumentar a sensibilidade a psicoestimulantes na vida adulta.

Apesar dos animais IS terem apresentado maior resposta locomotora e maior
atividade dopaminérgica em resposta a um psicoestimulante (DEP), quando esses

animais foram expostos a um protocolo de preferéncia condicionada de lugar (CPP)

para outro psicoestimulante (metilfenidato), eles apresentaram CPP, porém em niveis

85



semelhantes aos demais grupos. Estes achados indicam que os animais IS podem
ser mais sensiveis a uma administracdo aguda de um psicoestimulante, como a DEP,
porém € possivel que a saliéncia darecompensa seja semelhante aos demais grupos.
Por outro lado, uma dissociacdo entre os efeitos dos psicoestimulantes sobre a
sensibilizacdo locomotora, versus a CPP ndo é surpreendente, porque a resposta
locomotora aguda ou a sensibilizacdo nem sempre sdo correlacionadas com a CPP
(Eisener-Dorman et al., 2011; Xu et al., 2016). A sensibilizacdo locomotora e a CPP
sdo dois indices que tém sido usados para avaliar adicdo a uma substancia. Embora
substancias aditivas apresentem geralmente ambos CPP e sensibilizacdo locomotora,
a inducdo de um ndo garante que o outro também vai ocorrer (Strong et al., 2017).
Strong e colaboradores (2017) observaram que 0s animais apresentaram
sensibilizacdo locomotora apods injecdes intermitentes de cetamina, bem como
alteracdes neuroquimicas indicativas de adicdo, porém nao apresentaram CPP. No
presente estudo, a dose de metilfenidato utilizada foi capaz de induzir CPP em todos
0s animais, independente de alguns serem mais susceptiveis que outros. A dose de
metilfenidato utilizada (3mg/Kg) é uma dose conhecida por induzir CPP em roedores
(Meririnne et al., 2001; Thanos et al., 2010), portanto, pode ter ocorrido um efeito teto
de recompensa sobre o paradigma de CPP com o metilfenidato. Estudos utilizando
doses a partir de 1mg/Kg (1; 1,25; 3; 5 e 20 mg/kg) de metilfenidato ndo observaram
diferenca na magnitude da CPP nos animais avaliados (dela Pena et al, 2012;
Meririnne et al., 2001; Thanos et al., 2010).

Os resultados até 0 momento nos levaram a aceitar a hipotese de que os animais
gue passaram por um curto periodo de isolamento social apds o desmame sofreram

algum tipo de programacao no sistema dopaminérgico em desenvolvimento, de forma
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gque apresentaram uma maior sensibilidade a um psicoestimulante, acompanhada de
uma maior ativacado do sistema dopaminérgico estriatal. Neste contexto, e tendo em
vista a possibilidade de sensibilizacdo cruzada surgiu a pergunta: esses animais com
um sistema dopaminérgico alterado e uma maior susceptibilidade a psicoestimulantes
poderiam também responder de forma exacerbada a exposicdo a um alimento
altamente palatavel (Froot Loop®) na vida adulta?

Para responder a essa pergunta, 0os animais foram submetidos a uma tarefa de
busca por alimento doce. Nesta tarefa comportamental, os animais foram submetidos
previamente a um periodo de restricdo alimentar de 24 horas antes do inicio do
experimento e permaneceram recebendo apenas 80% do total de calorias consumidas
diariamente ao longo dos 5 dias de habituacdo. Ao final do quinto dia da sessao de
habituacdo, os animais foram alimentados ad libitum para a realizacao do teste no dia
subsequente (Lampert et al., 2013). Os animais que foram submetidos ao IS no
periodo pré-pubere apresentaram menor laténcia para chegar até o alimento, bem
COmMoO para comecar a comer e consumiram maior quantidade de Froot Loops® que
0os demais grupos, no dia do teste, mesmo estando no estado alimentado. Estas
caracteristicas estdo de acordo com alguns dos critérios diagndsticos de compulséao
alimentar que incluem: consumir grande quantidade de alimento em um curto periodo
de tempo; consumir alimento mesmo sem estar fisiologicamente faminto e perda de
controle sobre a ingestdo alimentar (Montano et al., 2016). Este padrdo de consumo
excessivo desse tipo de alimento (altamente doce e processado) pode ser relacionado
ao comportamento alimentar do tipo-aditivo (Avena et al., 2011; Gearhardt et al.,

2009a), tendo em vista que a compulsdo alimentar € um dos componentes de saliéncia

para este fenbmeno (Avena et al., 2008; Bak-Sosnowska, 2017; Wiss e Brewerton,
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2017). Estudos em humanos, também, evidenciaram que individuos que atingem o
critério de comportamento alimentar do tipo-aditivo consomem mais calorias em um
estado saciado quando comparado com individuos que ndo apresentam esta
caracteristica (Ruddock et al., 2017).

A resposta exacerbada para a busca e consumo do alimento doce na tarefa
comportamental por parte dos animais IS pode ter ocorrido, em parte, pelo fato destes
animais apresentarem um nivel basal de receptor de dopamina do tipo D2R menor
gue os demais grupos. Como mencionado anteriormente, os receptores de dopamina
do tipo D2R sé&o responsaveis pelo controle inibitdrio da liberacdo de dopamina (Bello
et al., 2011; de Jong et al., 2015; Shi e McGinty, 2011). Portanto, uma reducéo dos
niveis de D2R no NAc pode ter deixado os animas IS mais vulneraveis ao protocolo
comportamental de busca pelo alimento doce.

Outros componentes envolvidos na tarefa comportamental podem ter estimulado
esses animais mais vulneraveis a buscarem de forma mais intensa o alimento, como
por exemplo: o tipo de alimento utilizado, o protocolo de exposi¢édo ao alimento e a
antecipacéo decorrente do ambiente onde foi realizada a tarefa comportamental. O
tipo de alimento palatavel utilizado na tarefa pode ter influenciado no processo de
“sensibilizacdo” ao alimento. Estudos tém mostrado que alimentos altamente
processados, ricos em acgucar, gorduras, sais, etc., ttm um potencial aditivo maior,
bem como maior probabilidade de gerar “fissura” e episddios compulsivos, quando
comparado com alimentos mais nutritivos e ndo processados (Schulte et al., 2017).
Alimentos altamente processados apresentam mais caracteristicas de consumo em

comum com as observadas no uso de drogas de abuso, por conta da alta dose e
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rapida absorcdo e, portanto, sdo mais associados a comportamentos de
vicio/dependéncia (Wiss e Brewerton, 2017).

Além disso, o paradigma de acesso ao alimento doce parece ser crucial para o
desenvolvimento de adicdo (Westwater et al, 2016). A associacdo da restricdo
alimentar (80%) ao paradigma de acesso intermitente (3 min/dia) ao alimento doce
pode ter intensificado o valor da recompensa, resultando no aumento da “fissura” pelo
alimento. Um periodo de restricdo alimentar esta relacionado também a um maior
consumo de drogas de abuso (Avena et al., 2008). Ainda, a antecipacao causada pela
ambientacdo dos animais a sala onde eles receberiam o alimento também pode ter
realcado o valor da recompensa nos animais susceptiveis. A liberacdo de dopamina
ocorre tanto em resposta ao alimento palatavel quanto em resposta as pistas que
antecedem o mesmo (Yau e Potenza, 2013). Pistas que predizem a possibilidade de
uma recompensa induzem um sinal maior de liberacdo de dopamina (Robinson et al.,
2016; Volkow et al., 2011) e consequentemente um comportamento mais intenso de
busca pelo esperado alimento/droga (Volkow et al., 2013). Além disso, a estimulacéo
repetida das vias dopaminérgicas, neste caso, desencadeada tanto pela exposi¢cédo
diaria ao alimento (Froot Loops®), quanto pela antecipacdo ao mesmo, pode causar
adaptacdes neurobioldgicas e promover progressivamente comportamentos
compulsivos (Yau e Potenza, 2013). Em suma, o comportamento compulsivo frente a
ingestdo do Froot Loops® mesmo em um estado saciado, associada a reducdo dos
receptores D2 no NAc indica que os animais submetidos ao IS no inicio da vida podem
ser mais susceptiveis a desenvolver comportamentos aditivos relativos a alimento

doce.
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Em contrapartida aos resultados observados com o IS, a exposi¢do cronica a
DRS preveniu os efeitos do IS em relacdo a resposta locomotora, tanto basal, quando
apos o desafio com a DEP, como observado no capitulo 1. Este achado vai de
encontro a teoria de que a DRS é capaz de amenizar os efeitos do estresse, atuando
com um alimento confortante durante o periodo de IS (Dallman et al., 2005; MacKay
et al., 2014; Ulrich-Lai et al., 2016). Por outro lado, a DRS nao interferiu em outros
parametros, antes ou apos o desafio com a DEP. A DRS também néo foi capaz de
prevenir o comportamento de busca pelo Froot Loops®, observada nos animais Sl no
capitulo 2, nem interferiu na reducdo dos niveis de D2R. Nesse sentido, o0s resultados
mostram que a exposicdo a DRS nao foi capaz de prevenir os efeitos do estresse
sobre o sistema dopaminérgico e tampouco foi capaz de induzir uma sensibilizacédo
da via mesolimbica dopaminérgica.

A auséncia de efeito de dependéncia relacionado a DRS pode ser devido ao fato
da exposicéo a dieta ter sido de forma continua e crénica. Como mencionado acima,
o paradigma de acesso ao alimento é crucial para o desenvolvimento de dependéncia
(Westwater et al., 2016). Protocolos de acesso intermitente mostraram tais
caracteristicas, considerando o aumento no valor da recompensa. Westwater et al.
(2016) ressaltaram que comportamentos aditivos relacionados a ingestao de alimento
doce sdo observados apenas em regimes de acesso intermitente e ndo ocorrem
guando o acesso € livre, ad libitum. Outros estudos utilizando acesso intermitente a
dieta palatavel evidenciaram uma maior resposta locomotora a AMPH que animais
que passaram por uma dieta cronica (Avena et al.,, 2012; Fordahl et al., 2016). Além
disso, a DRS oferecida era produzida em nosso laboratério, portanto livre de aditivos

e acentuadores de sabor, como observados nos produtos industrializados, como € o
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caso do Froot Loops®. Portanto, o padrao cronico e continuo de exposicdo a DRS e
a natureza da dieta palatavel oferecida neste estudo pode ndo ter estimulado o
sistema dopaminérgico de forma tdo intensa, tanto nos animais controle que
receberam a dieta, quanto nos animais IS, que sdo aparentemente mais sensiveis a
comportamentos aditivos e a DRS inclusive preveniu seu efeito em alguns aspectos.

De modo geral, os principais achados deste estudo foram observados com a
exposicao curta ao IS no periodo pré-pubere. Estes achados indicam que um IS curto
neste periodo sensivel do desenvolvimento pode programar circuitos encefalicos em
desenvolvimento, como o sistema dopaminérgico, de modo que estes animais se
tornem mais susceptiveis a substancias psicoestimulantes e a alimentos processados
ricos em acucar. Um dos possiveis mecanismos envolvidos na sensibilizacdo cruzada
entre estresse e uso de drogas/alimento palatavel é através da maior liberacdo de
CRF na VTA (Burke e Miczek, 2014; Lukkes et al., 2009; Mantsch et al., 2014). Foi
visto que a ativacdo de receptores de CRF na VTA excita 0S neurdnios
dopaminérgicos, estimulando a liberacdo de DA no NAc e por conseguinte, o uso de
drogas (Burke e Miczek, 2014; Holly e Miczek, 2016; Mantsch et al.,, 2014) e de
alimento palatavel (Zorrilla et al., 2014). Receptores de CRF do tipo 1 e do tipo 2 na
VTA parecem ter papel importante no aumento da ingestdo de cocaina em animais
estressados (Burke e Miczek, 2014; Tunstall e Carmack, 2016). Além disso, h& um
estudo mostrando que o pré-tratamento com antagonista CRF1 diminuiu a 0 consumo
compulsivo de alimento palatavel rico em acgucar (Zorrilla et al., 2014).

Tendo em vista o papel dos glicocorticoides e do CRF na modulag&o do sistema
mesolimbico dopaminérgico e nos comportamentos aditivos, foram analisados os

niveis plasmaticos de corticosterona nos animais imediatamente apos as duas
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semanas de IS. Contudo, ndo foram observadas alteragcbes nos niveis de
corticosterona nos animais que passaram pelo IS. Por outro lado, foi observada uma
reducdo nos niveis de corticosterona plasmatica nos animais de receberam a DRS.
Estes dados indicam que a exposicdo a DRS pode estar atuando como alimento
confortante (Dallman et al., 2005; Ulrich-Lai et al., 2016), e levando a uma reducao na
liberacdo de glicocorticoides, observando-se niveis basais de liberacdo de
corticosterona menores, independente do animal ter sido estressado ou nao.

A auséncia de efeito sobre os niveis de corticosterona plasméatica basal apo6s a
exposicao ao IS j& foi observada por outros autores (Arcego et al., 2017; Butler et al.,
2014; Roeckner et al.,, 2017). No entanto, ndo pode ser refutada a possibilidade de ter
ocorrido alguma programacéao no eixo HPA durante o periodo de IS. O que pode ter
ocorrido é uma adaptacdo do sistema de resposta ao estresse, tendo em vista o
periodo de duas semanas de isolamento social. Outros estudos que investigaram 0s
efeitos do IS apenas observaram alteragcdes nos niveis de corticosterona apds um
desafio estressor (Butler et al., 2014). Portanto, mais estudos sdo necessarios para
avaliar a possibilidade de algum tipo de alteragéo no sistema de resposta ao estresse
nos animais submetidos ao IS no inicio da vida. Além disso, o papel do CRF sobre os
comportamentos aditivos pode ser independente de sua regulacdo pelo eixo HPA. A
producdo e a atividade do CRF podem ser independentes da liberacdo de
corticosterona e a liberacéo de glicocorticoides ndo atua inibindo a liberacdo de CRF
em todas as regides encefalicas, ao contrario, é capaz até mesmo de estimular a
sintese de CRH em regides extra-hipotalamicas (Inda et al., 2017).

O CRF é capaz de modular a excitabilidade de neurbnios DA na VTA,

estimulando a neurotransmissdo mesocorticolimbica e assim promovendo a busca por
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drogas (Burke e Miczek, 2014; Mantsch et al., 2014) e por alimento palatavel (Zorrilla
et al., 2014). Se, por um lado, a atividade dos neurbnios dopaminérgicos na VTA &
critica para o estimulo inicial de busca relacionada a recompensa, o ponto critico para
a progressao da adicao é através do que ocorre no NAc, onde a informacéao referente
a estimulacdo dopaminérgica modula as aferéncias glutamatérgicas a partir de regides
corticais e limbicas, induzindo o comportamento de busca pela substancia (Cooper et
al.,, 2017). Neste contexto, foram analisadas as correntes excitatorias pos-sinapticas
(CEPS) espontaneas nos MSN no NAc a fim de investigar um possivel mecanismo
responsavel pelas alteragdes no sistema dopaminérgico induzidas pelo IS no inicio da
vida. Os registros das CEPS mostraram um efeito da DRS sobre o tempo de subida e
uma tendéncia a reducdo no tempo de decaimento. Além disso, foi observada uma
tendéncia a interacdo estresse & dieta na frequéncia de disparos, em funcdo de um
possivel aumento na frequéncia das CEPS causadas pelo IS e a prevencao da mesma
pela exposicdo a DRS. Estes achados preliminares indicam que 0s animais que
receberam a DRS parecem apresentar uma resposta excitatéria fugaz. Estas
alteracbes na cinética das CEPS podem indicar uma provavel alteracdo nos
receptores de glutamato nos MSN (Kasanetz e Manzoni, 2009). Alteracdes na
sinalizacdo glutamatérgica estao relacionadas a comportamentos aditivos, por conta
da modulacdo da transmissdo mesolimbica dopaminérgica (Kim et al,, 2013; van
Huijstee e Mansvelder, 2014). Evidéncias apontam que alguns neurbnios
dopaminérgicos da VTA co-liberam glutamato, promovendo a ativacdo de receptores
acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico  (AMPA) e N-metil-D-
Aspartato (NMDA) nos MSN, concomitante a ativacdo dos D1R (Broussard, 2012;

Wang et al., 2017). A ativacdo de receptores AMPA e NMDA, estao relacionados ao
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aumento na busca por cocaina (Szumlinski et al., 2016; Wang et al., 2017). Portanto,
a exposicdo ao IS no inicio da vida parece tornar o sistema mesolimbico
dopaminérgico mais excitavel (tendéncia a interacdo estresse e dieta na frequéncia
das CEPS), enquanto que a exposicdo crénica a DRS parece interferir no sentido
oposto, tornando a resposta glutamatérgica, oriunda dos inputs glutamatérgicos no
NAc, mais ténue. Isto poderia explicar porque a DRS ndo apresentou maior resposta
locomotora a DEP, e preveniu o efeito induzido pelo IS.

Outros sistemas também podem ter sido afetados com a exposicdo ao
isolamento social no periodo pré-pubere e contribuido para a maior susceptibilidade a
comportamentos aditivos. Lukkes e colaboradores (2009) verificaram que um
isolamento social de 3 semanas apés o desmame (PN21-42) foi capaz de aumentar
os niveis de receptor de CRF do tipo 2 nos nucleos da rafe e, consequentemente,
aumentar a liberacédo de serotonina no NAc, por exemplo (Lukkes et al., 2009). Além
disso, as alteracBes a longo prazo no sistema dopaminérgico e a susceptibilidade a
comportamentos aditivos induzidas pelo isolamento social no periodo pré-pubere
podem resultar em alteracdo na poda sinaptica, tendo e vista que o periodo entre 0s
dias PN21-35 séo criticos para esse fendmeno e alteracées na poda sinaptica podem
afetar de forma permanente o sistema dopaminérgico e aumentar a susceptibilidade
ao uso de drogas (Butler et al., 2014).

Mais estudos sao necessarios para esclarecer os mecanismos moleculares
envolvidos na programacao do sistema dopaminérgico que ocorre durante o IS no
periodo pré-pubere e que induz alteracées a longo prazo e maior susceptibilidade a
psicoestimulantes e a alimentos palataveis. A utilizacdo de um protocolo de

sensibilizacédo (Freese et al., 2012), bem como a avaliacdo da auto-administracdo de
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um psicoestimulantes poderiam ajudar a esclarecer a magnitude da susceptibilidade
a adicdo induzida pelo isolamento social no inicio da vida. Além disso, mais estudos
Sdo necessarios para avaliar de que maneira especificamente a DRS € capaz de

prevenir os efeitos do estresse e/ou estimular o sistema de recompensa.
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS
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De modo geral, este estudo evidenciou os seguintes achados apdso IS curto no

periodo pré-pubere, associado a DRS crénica:

(1) OIS induziu maior resposta locomotora a um psicoestimulante (DEP),
associada a maior sinalizacdo dopaminérgica (indicada pelos niveis mais
elevados de DAT, TH e niveis reduzidos de D2R) e maior producédo de
espécies reativas de oxigénio, bem como maiores niveis de enzimas
antioxidantes no estriado ap6s o desafio. Estes resultados indicam uma

maior susceptibilidade a psicoestimulantes nos animais que foram

submetidos ao IS no inicio da vida;

(2) O IS também induziu maior busca por um alimento altamente palatavel
(Froot Loops®), associada a uma reducdo dos niveis basais de D2R no NAc,
sugerindo que estes animais possuem um déficit no controle inibitério do
sistema dopaminérgico e maior susceptibilidade ao consumo compulsivo de

alimento altamente palatavel.

(3) ADRS foi capaz de prevenir o aumento da atividade locomotora induzida
pela DEP nos animais IS e reduziu os niveis basais de corticosterona apés
o IS, indicando que ela atuou como alimento confortante, reduzindo a
ativacao do eixo HPA e prevenindo alguns efeitos do IS. Por outro lado, a
DRS ndo foi capaz de prevenir os efeitos do IS sobre os parametros
dopaminérgico analisados, tanto no estriado dorsal quanto no NAc. A DRS
induziu, porém, uma reducéo no tempo de subida e uma tendéncia a reducao
no tempo de decaimento das CEPS no NAc, indicando que a resposta

glutamatérgica (excitatéria) pode ser mais ténue nestes animais.
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(4) Se considerada a tendéncia a interacao estresse & dieta observada na
frequéncia das CEPS, pode-se pensar que o IS estimula mais os MSN no
NAc, enquanto que a DRS previne este efeito, e ajuda a entender a oposi¢éo

de efeitos observados com 0 IS e a DRS neste estudo.

Em suma, este estudo evidenciou a capacidade de apenas duas semanas de
isolamento social no periodo pré-pubere em programar o sistema dopaminérgico
desses animais de forma a aumentar a sensibilidade, tanto a psicoestimulantes,
quanto ao consumo compulsivo de alimento altamente palatavel. A exposicao crénica
a DRS nédo produziu modificacGes detectaveis pelas técnicas empregadas no sistema
dopaminérgico, nem sensibilizacdo cruzada com um psicoestimulante ou outro
alimento palatavel, pelo contrario, ela atuou, de modo geral, como alimento
confortante, reduzindo os niveis basais de corticosterona plasmatica e prevenindo
alguns efeitos do IS.

Esta tese enfatiza o importante papel da exposicdo a um estressor como 0
isolamento social durante uma fase critica do desenvolvimento, ressaltando a
importancia de intervencdes nestes periodos e a grande probabilidade de alteracdes
a longo prazo no sistema de recompensa, facilitando a aquisicdo de comportamentos
aditivos.

Mais especificamente, o isolamento social, quando ocorre no periodo pré-
pubere, é um fator programador do sistema dopaminérgico de forma a deixar os
animais mais susceptiveis a substancias com potencial aditivo. Neste sentido, dois
importantes aspectos foram levantados: 1) a importancia da exposicdo a um fator

estressor como o0 isolamento social no periodo pré-pubere ser suficiente para
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aumentar a resposta a psicoestimulantes na vida adulta, tendo em vista que a grande
maioria dos estudos com isolamento social avalia exposi¢cdes longas a esta condigéo
e 2) este curto periodo de isolamento social € capaz, também, de alterar a resposta a
alimento doce, estimulando comportamentos de fissura alimentar, indicando uma
maior propensdo a desenvolver um comportamento alimentar do tipo-aditivo. Este
altimo aspecto tem ganhado maior atencdo apenas nos ultimos anos, sendo, portanto,
um resultado que contribui substancialmente para a literatura relacionada a este tema.

Tendo em vista as dificuldades no tratamento tanto da dependéncia de drogas
guanto de transtornos alimentares e o grande indice de recaida a estas substancias,
€ de extrema relevancia a identificacédo de fatores preditores de propensdo, bem como
aidentificagdo dos mecanismos envolvidos com esses distlrbios pois permite prevenir
o surgimento dos mesmos, além de permitir a identificacao de alvos terapéuticos para

o desenvolvimento de estratégias de tratamento.
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7. PERSPECTIVAS
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Investigar 0os mecanismos neurobiol6gicos especificos responsaveis pela
programacao do sistema dopaminérgico nos animais IS durante o periodo pré-
pubere;

Analisar outros parametros relacionados a adicdo para psicoestimulantes e
para alimento altamente palatavel nos animais IS;

Avaliar outros marcadores relativos a adicdo no NAc e estriado dos animais IS;
Analisar o sistema glutamatérgico envolvido com a transmissdo sinaptica
excitatéria no NAc tanto nos animais IS quanto nos que receberam a DRS;

Avaliar as diferencas sexo-especificas para os parametros analisados.
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