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RESUMO

O transtorno por uso de substancia (adic¢do) é uma doenga cronica caracterizada por uma
incapacidade de regular o comportamento de busca por drogas. A liberagdo de dopamina no
nicleo accumbens é conhecida por ser essencial para os efeitos de refor¢o da cocaina. A
nicotina também estimula o sistema dopaminérgico mesolimbico (sistema de recompensa) que
desempenha um papel importante na busca de drogas. Estudos demonstraram que o uso dessas
drogas pode interferir na producdo e liberacdo de citocinas, sugerindo uma relacdo entre
inflamacao e adic¢do. O entendimento dessa relagdo pode ser importante na busca de novos
alvos terapéuticos e desenvolvimento de tratamentos. Assim, o presente estudo teve por
objetivo investigar o papel de mediadores inflamatérios e fatores neurotroficos em modelo
comportamental de preferéncia condicionada ao lugar (PCL), induzida pela administragao de
cocaina e nicotina, em camundongos. Inicialmente, foram testados dois aparatos que diferiam
em si pela quantidade de compartimentos. O condicionamento induzido por cocaina foi
demonstrado em ambos. Porém, os niveis cerebrais (cortex pré-frontal, hipocampo e estriado)
de citocinas e fatores neurotréficos (IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, CX3CL1, BDNF, GDNF e
NGF) foi diferente dependendo do numero de compartimentos em cada aparato. De maneira
geral, os niveis se encontraram aumentados nos grupos salina condicionados no aparato de trés
compartimentos, quando comparado ao mesmo grupo condicionado no aparato de dois
compartimentos, sugerindo que a escolha do aparato a ser utilizado em estudos de PCL pode
influenciar os resultados da pesquisa. Quando comparados os grupos salina e cocaina,
condicionados no aparato de trés compartimentos, o grupo cocaina apresentou uma redugao nos
niveis de IL-1f3, IL-6, IL-10, GDNF no cortex pré-frontal e CX3CL1 no estriado. Os
experimentos para andlise dos niveis de mediadores inflamatdrios e fatores neurotréficos em
camundongos submetidos a PCL induzida por nicotina, foi realizada em aparato de trés
compartimentos. Foram observados niveis periféricos aumentados de IL-6 e IL-10, niveis de
NGF aumentados ¢ diminuicdo de GDNF no hipocampo em camundongos tratados com
nicotina. No estriado observou-se uma diminui¢ao dos niveis de IL-1B, IL-10 e GDNF.
Posteriormente, o tratamento com acido clavulanico (AC) em animais condicionados com
cocaina foi analisado. As doses utilizadas do AC ndao impediram o condicionamento por
cocaina, quando administradas trinta minutos antes das injecOes da droga ou quando
administradas em pré-tratamento de trés dias. Possivelmente, os mecanismos envolvidos no
aumento da expressao de GLT-1 pelo AC devem requerer mais dias de pré-tratamento. Esses
resultados fornecem evidéncias sobre o papel das citocinas e fatores neurotroficos na PCL
induzida por cocaina e por nicotina. Estratégias terapéuticas podem ser desenvolvidas com a
compreensao dos mecanismos inflamatérios e neurotréficos relacionados a adic¢do em modelo
comportamental de preferéncia condicionada ao lugar.

Palavras-chave: preferéncia condicionada ao lugar, cocaina, nicotina, citocinas, fatores
neurotroficos.



ABSTRACT

Substance use disorder (addiction) is a chronic illness characterized by an inability to regulate
drug-seeking behavior. The release of dopamine in the nucleus accumbens is known to be
essential for the enhancing effects of cocaine. Nicotine also stimulates the mesolimbic
dopaminergic system (reward system) which plays an important role in drug seeking. Studies
have shown that the use of these drugs can interfere with the production and release of
cytokines, suggesting a relationship between inflammation and addiction. Understanding this
relationship can be important in the search for new therapeutic targets and treatment
development. Thus, the present study aimed to investigate the role of inflammatory mediators
and neurotrophic factors in a behavioral model of conditioned place preference (CPP), induced
by the administration of cocaine and nicotine, in mice. Initially, two apparatuses that differed
by the number of compartments were tested. Cocaine-induced conditioning was demonstrated
in both. However, brain levels (prefrontal cortex, hippocampus and striatum) of cytokines and
neurotrophic factors (IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a, CX3CL1, BDNF, GDNF and NGF) were
different depending on the number of compartments in each apparatus. In general, the levels
were found to be increased in the saline groups conditioned in the three-compartment apparatus,
when compared to the same group conditioned in the two-compartment apparatus, suggesting
that the choice of apparatus to be used in CPP studies may influence the research results. When
comparing the saline and cocaine groups, conditioned in the three-compartment apparatus, the
cocaine group showed a reduction in the levels of IL-1p, IL-6, IL-10, GDNF in the prefrontal
cortex and CX3CL1 in the striatum. The experiments to analyze the levels of inflammatory
mediators and neurotrophic factors in mice subjected to nicotine-induced CPP were performed
in a three-compartment apparatus. Increased peripheral levels of IL-6 and IL-10, increased NGF
levels and decreased GDNF in the hippocampus were observed in mice treated with nicotine.
In the striatum there was a decrease in the levels of IL-1f, IL-10 and GDNF. Subsequently,
treatment with clavulanic acid (CA) in cocaine-conditioned animals was analyzed. The doses
of CA used did not prevent cocaine conditioning, when administered thirty minutes before the
drug injections or when administered in a three-day pre-treatment. Possibly, the mechanisms
involved in the increase of GLT-1 expression by CA should require more days of pretreatment.
These results provide evidence for the role of cytokines and neurotrophic factors in cocaine-
and nicotine-induced CPP. Therapeutic strategies can be developed with an understanding of
inflammatory and neurotrophic mechanisms related to addiction in a behavioral model of
location-conditioned preference.

Keywords: Conditioned place preference, cocaine, nicotine, cytokines, neurotrophic factors.
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1. APRESENTACAO

O presente texto tem como objetivo demonstrar os resultados obtidos durante o
doutorado, no qual foram analisados mediadores inflamatorios e neurotroficos relacionados a
adicgdo por cocaina e nicotina, em modelo experimental de preferéncia condicionada ao lugar.
Além disso, o efeito do AC como possivel estratégia terapéutica também foi investigado.

Neste trabalho o interesse incidiu sobre os mediadores inflamatorios e neurotroficos
envolvidos nas alteragdes comportamentais durante a preferéncia condicionada ao lugar (PCL)
induzida pela administragdo de cocaina ou nicotina. Inicialmente, foi realizada a padronizagao
do modelo de PCL utilizando dois aparatos diferenciados pelo numero de compartimentos.
ApOs a padronizagdo e andlise dos fatores inflamatorios e neurotroficos, o efeito do acido
clavulanico (AC), um farmaco com potencial €xito em aumentar a expressao do receptor de
glutamato (GLT1), foi investigado como possivel tratamento ao condicionamento induzido pela
cocaina.

A tese foi estruturada em nove partes principais: i) Introdugdo; ii) Justificativa; iii)
Objetivos; iv) Métodos; v) Resultados, sob a forma de um artigo a ser submetido em revista
indexada, outro artigo publicado, e resultados adicionais ainda ndo publicados; vi) Discussao
dos dados adicionais ainda nao publicados; vii) Conclusdes; viii) Perspectivas, contendo as
proximas atividades a serem realizadas; ix) Referéncias e x) Anexo, contendo o parecer da

Comissdo de Etica no Uso de Animais.
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2. INTRODUCAO

O transtorno por uso de substancia (adic¢cdo) ¢ uma doenca cronica caracterizada por
uma incapacidade de regular o comportamento de busca por drogas. Mesmo quando longos
periodos de abstinéncia sdo alcancados, o desejo pela droga persiste na retirada tardia,
resultando em uma alta taxa de recaida!. Esta doenca é denominada “Transtorno por Uso de
Substancia” no “Manual diagnostico e estatistico de transtornos mentais V”’ que lista os critérios
de diagnostico?. Globalmente, estima-se que 18,2 milhdes de pessoas usaram cocaina em 2016.
Hé indicag¢des de aumento do consumo de cocaina em muitos paises da América do Norte e do
Sul’. O uso do tabaco também é um grande problema de satide publica, resultando em quase 7
milhdes de mortes anuais em todo o mundo®®. A nicotina, um dos mais de 4.000 diferentes
compostos da fumagca do tabaco, é o principal responsavel por sua propriedade aditiva®>%97.

A dependéncia por cocaina € caracterizada como um transtorno recidivante cronico pelo
qual os individuos adictos se envolvem persistentemente na busca e uso de drogas, apesar das
profundas consequéncias negativas'*. Os resultados de estudos que utilizam modelos animais
de dependéncia e recidiva indicam que a busca de drogas ¢ mediada por alteracdes na
plasticidade e na transmissao sinaptica glutamatérgica do cortex pré-frontal (CPF) para o nticleo
accumbens (NAc) induzida pela exposi¢do cronica ao farmaco. A liberagdao de dopamina (DA)
no NAc ¢ conhecida por ser essencial para os efeitos de refor¢co da cocaina. No entanto, ¢ a
liberagao de glutamato (GLU) para esta regido que € mais fortemente implicada na reintegracao
da resposta a procura de cocaina'. Especificamente, a transmissdo sinaptica glutamatérgica do
CPF para o NAc mostrou-se necessaria para a reintegragdo do comportamento de busca de
drogas em modelos de recidiva em roedores’. A nicotina também estimula o sistema
dopaminérgico mesolimbico (sistema de recompensa), aumentando a concentragdo de
dopamina no NAc®®. Esta propriedade da nicotina ¢ responsavel por reforcar a mudanca
comportamental e a dependéncia causadas pela mesma®®.

Ao longo da introdugdo serdo expostos topicos relacionados ao funcionamento do

sistema nervoso central quando exposto a cocaina e a nicotina para uma melhor

contextualizagdo do tema.
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2.1 Historia da cocaina

A cocaina ¢ o principal alcaldide encontrado nas variedades cultivadas da planta
pertencente a familia Erythroxylaceae, principalmente a espécie Erythroxylum coca, encontrada
em paises da América do Sul. A cocaina é um alcaloide tropano, extraida das folhas desta planta,
que atua biologicamente como um inibidor da recaptacdo da serotonina, noradrenalina e DA.
Os sistemas organicos e fungdes afetadas pelos usos agudos e cronicos da cocaina incluem:
psicologico, neuroldgico, renal, cardiaco, pulmonar, gastrointestinal, obstétrico e
otorrinolaringolégicos. Estudos historicos do uso da coca mostraram que os sujeitos
apresentavam pequenos aumentos de temperatura, pressao arterial e taxa metabolica depois de
consumirem folhas de coca. O uso destas plantas por civilizagdes andinas em rituais, com
propositos sociais e fisiologicos, é relatado arqueologicamente ha pelo menos 3000 anos® .

Os primeiros relatos europeus sobre essa planta sao de autoria de Américo Vespucio,
publicados em 15078, Os conquistadores espanhéis do século XVI notaram que os incas usavam
a coca para uma infinidade de propositos, incluindo usos ritual, social e fisiolégico. A fungao
mais amplamente observada e divulgada da planta seria sua funcdo em aumentar a capacidade
de trabalho, incluindo a redu¢io da fadiga corporal e o alivio da sede e da fome®. Em 1859, o
principio ativo foiisolado, das folhas da coca, por Albert Niemann, e foi denominado “cocaina”,
caracterizada como uma substancia cristalizada e com o gosto amargo comum a alcaloides.
Apesar de ser uma descoberta de consideravel importancia, atraiu pouca atengdo na época. Por
outro lado, as folhas de coca comegaram a ser adicionadas a tonicos e vinhos, vendidos em lojas
e farmacias como estimulantes milagrosos na Europa e Estados Unidos’.

Apesar da grande popularizacao comercial da coca na década de 1880, a comunidade
cientifica permanecia cética quanto a real eficacia da cocaina. Freud contribuiu de maneira
decisiva para a divulgacdo da nova droga, quando, em 1884, publicou um livro chamado “Uber
coca” (“Sobre coca”), no qual defendeu seu uso terapéutico como estimulante, afrodisiaco,
anestésico local, exaustdo nervosa, histeria entre outros®°. Mas foi Carl Koller, colega de Freud,
quem descobriu que o olho humano se tornava insensivel a dor com o uso de cocaina,
representando o primeiro passo para a anestesia local. Apds quatro anos de sua publicacdo
original, Freud voltou atrés, rendendo-se as evidéncias de que a coca tinha uma série de
inconvenientes, comegando pelo seu potencial de criar dependéncia®.

O uso e comercializagdo de determinadas drogas, como a cocaina, foram limitados ou
proibidos a partir do inicio do século XX em vdrios paises. O surgimento de regulamentacdes

e leis restritivas, como o tratado de Haia (1912), Harrison Act, de 1914, nos EUA, ou o Decreto-
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lei Federal n® 4.292 de 6 de julho de 1921, no Brasil, tornaram a cocaina menos disponivel para
a populacdo em geral, permitindo somente o uso médico para substancias entorpecentes. No
mesmo século, estudos demonstrando os mecanismos de agdo destas drogas no sistema nervoso

central (SNC) comegaram a surgir® 1°.

2.2 Historia do Tabaco e descoberta da Nicotina

A entrada do tabaco na Europa aconteceu com a descoberta da América. Embora a
nicotina tenha sido encontrada em amostras de cabelos, tecidos moles e amostras de ossos de
mumias egipcias datadas de cerca de 1070 e 395 a.C, a explicacdo para essa descoberta pode
ser o fato da nicotina estar presente em plantas, como Belladonna e Nicotiana Africana,
existentes em regides do Velho Mundo'®.

O cultivo de tabaco na América remonta ao ano 6.000 a.C, e seu uso na forma de enemas
ou tabagismo, ao século I a.C. Propriedades terapé€uticas e magicas foram atribuidas a essa
substancia'®.

O diario de bordo das viagens de Cristévao Colombo a América foi perdido. Porém,
perdura a versao do frei Bartolomeu de las Casas que inclui paragrafos dos textos do diario de
Colombo. Nele esta escrito que, em apenas 3 dias apos chegar ao novo continente (em 15 de
outubro, 1492), Colombo recebe de um nativo folhas de uma planta que poderia ser o tabaco.

A primeira descri¢ao da planta de tabaco na Europa foi atribuida a Gonzalo Fernandez
de Oviedo. Em sua Histéria Geral e Natural das Indias, ele comenta em detalhes sobre as
caracteristicas da planta'®’.

Jean Nicot (1530-1600) foi um diplomata que serviu como embaixador da Franca na
corte de Portugal, onde o tabaco era conhecido desde o contato dos portugueses com as tribos
indigenas do que viviam onde hoje ¢ Brasil. Em meados do século XVI, Demido de Goes,
arquivista do rei Portugués, ja cultivava fumo nos jardins reais de Lisboa. Foi pelas maos de
Demido de Goes, que Nicot obteve amostras da planta e em 1560 ele enviou tabaco para sua
soberana, Catarina de Médici, que o consumiu na forma de rapé para tratar enxaquecas'®.

Jean Liébault batizou a planta de tabaco com o nome de Nicotiana, em homenagem a
Nicot. No entanto, parece ter sido o cosmografo real André Thevet (1502- 1590) o primeiro a
introduzir e cultivar tabaco na Franca, no retorno da expedi¢do do almirante francés

Villegaignon ao Brasil em 1555. No final do século XVI o consumo do tabaco se espalhou pela

Europa. Pelas maos dos portugueses chegou a India, China e Japao'®.
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A nicotina foi descoberta pelo quimico alemdo Karl Luis Reimann em 1828, e foi seu
compatriota e também quimico Adolf Pinner que, em 1893, determinou sua estrutura. A
nicotina € o principal componente viciante do tabaco que motiva o uso continuado, apesar dos

efeitos nocivos'®.

2.3 Neurobiologia da cocaina e da nicotina

2.3.1 Cocaina

O mecanismo de acdo da cocaina consiste, principalmente, na inibicdo dos
transportadores de membrana de monoaminas, particularmente DA no sistema mesolimbico
cerebral''? (Fig. 1). Como consequéncia, os niveis de DA disponiveis na fenda sindptica
aumentam consideravelmente e disfuncdes em vias dopaminérgicas parecem ser responsaveis
pelos principais efeitos da cocaina. Ao longo das ultimas décadas, estudos apontaram

evidéncias do envolvimento da DA em diferentes processos fisioldgicos, tais como recompensa,

emocio, cognicdo, memoria e atividade locomotora'?.

Os neuronios dopaminérgicos da area tegmental ventral (ATV) se projetam para o NAc,

bem como para o CPF, hipocampo e amigdala'® '* (Fig. 2). As vias que partem da ATV

(mesocortical e mesolimbica) regulam o sistema de recompensa cerebral, cuja fungao evolutiva

¢ de manuten¢do da vida e da espécie, estimulando comportamentos como alimentagdo e

copula, essenciais para tal fim'>, As drogas de abuso, no caso a cocaina, direta ou indiretamente

atuam nestas vias dopaminérgicas e estimulam este sistema de forma mais intensa que os

estimulos naturais'®.

Os efeitos da DA sdao mediados por receptores acoplados a proteina G que estao
divididos em duas grandes familias: D1 e D2. A familia D1 ¢ composta por receptores D1 e D5
e estes estimulam a atividade da enzima adenilato ciclase, amplificando a sintese de AMP
ciclico (AMPc), resultando em uma série de eventos que culminam na transcri¢do de genes. Os
receptores D2, D3 e D4, por sua vez, fazem parte da familia D2 de receptores que inibem a
adenilato ciclase'”. Embora atuando diretamente na recaptacdo de DA, a cocaina interfere em
longo prazo na expressdo de receptores dopaminérgicos. Estudos em humanos demonstraram
que o abuso de cocaina diminui os niveis de receptores D2 no estriado em cerca de 20%'® e esta
diminui¢io pode durar de 3 a 4 meses'”.

Notavelmente, o NAc também recebe entradas glutamatérgicas de regides corticais e
limbicas, como CPF, amigdala e hipocampo?’, estabelecendo assim o NAc como uma regido

convergente para a neurotransmissao de DA e glutamato (Fig. 2). Enquanto o NAc ¢ a principal
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regido responsavel pelos efeitos iniciais da cocaina, a transicdo do uso voluntdrio para
compulsivo parece envolver uma mudanga progressiva em dire¢do ao estriado dorsal no
controle do comportamento de busca por cocaina®!'*>?3. Juntas, as proje¢des dopaminérgicas,
glutamatérgicas, corticoestriatais e mesencefalicas-estriatais fornecem informagdes
contextuais, controlam a impulsividade e o comportamento direcionado por metas, e regulam

respostas motivacionais e emocionais aos estimulos a drogas®*2°.

2.3.2 Nicotina

As ultimas descobertas revelaram que o vicio criado por meio da nicotina € muito
. ;- A s . , s .95
influente e semelhante ao vicio em substancias abusivas como a cocaina e a heroina™.

A nicotina ¢ transportada para os pulmdes, pelas particulas de fumaga, onde ¢
rapidamente absorvida pela circulagdo venosa pulmonar. A nicotina entdo entra na circulacao
arterial e se move rapidamente dos pulmdes para o cérebro, onde se liga aos receptores

colinérgicos nicotinicos (canais de ions controlados por ligante que normalmente se ligam a

acetilcolina). A ligacdo da nicotina na interface entre duas subunidades do receptor abre o canal,

permitindo a entrada de s6dio ou calcio. A entrada desses cations na célula ativa ainda mais os

canais de calcio voltagem-dependentes, permitindo a entrada de mais calcio. Um dos efeitos da

entrada de célcio em um neurdnio é a liberacio de neurotransmissores®’.

A dopamina, como previamente mencionado, ¢ um neurotransmissor que sinaliza uma
experiéncia prazerosa e ¢ fundamental para os efeitos de refor¢o da nicotina e outras drogas de
abuso'?2. Estudos mostraram que o bloqueio da liberagio de dopamina no niicleo accumbens,
por lesdes ou com antagonistas, impedem a autoadministracdo de nicotina em ratos. A nicotina

induz a liberacdo de dopamina na area mesolimbica, corpo estriado e cortex frontal (Figura 3)

bem como aumenta a liberacdo de dopamina no nucleo accumbens por projecdoes que se

originam da ATV®. Os neurdnios dopaminérgicos na ATV do mesencéfalo e na concha do

nucleus accumbens sdo essenciais na recompensa induzida por drogas (essas regides tém um

papel nas percep¢des de prazer e recompensa)®’.

A nicotina também aumenta a liberacdo de glutamato, que facilita a liberacao de

dopamina, e a liberagdo de 4acido y- aminobutirico (GABA), que inibe a liberagdo de

dopamina!%- 10!

. Com a exposicdo de longo prazo a nicotina, alguns receptores colinérgicos
nicotinicos perdem a sensibilidade, mas outros ndo. Como resultado, o tonus inibitorio mediado
por GABA diminui enquanto a excitacdo mediada por glutamato persiste, aumentando assim a

excitagdo de neurénios dopaminérgicos e aumentando a capacidade de resposta a nicotina®.
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Outra importante questdo a ser considerada ¢ a influéncia de mediadores imunologicos

no fendmeno da adiccdo. Evidéncias sugerem que as citocinas desempenham um papel

importante no desenvolvimento neuronal, na maturacdo, na sobrevivéncia e na regeneracido do

sistema nervoso?®. Estudos recentes que avaliaram os niveis séricos de interleucinas em

individuos usuarios de cocaina, bem como de nicotina, demonstraram alteragdes nas

n,1681,1,1'21S27,1 15,1 10,105.
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Figura 1. Efeito da cocaina na neurotransmissdo dopaminérgica. (A) Neurotransmissao
dopaminérgica normal. (B) Bloqueio da recaptagdo de dopamina pela cocaina promovendo
acimulo do neurotransmissor na fenda sinaptica e aumento da sinalizagdo pds-sindptica
(Adaptado de Swift & Lewis, 2013).
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Figura 2. Circuito de recompensa ATV — Nac. Esquema simplificado das principais conexdes
dopaminérgicas, glutamatérgicas ¢ GABAérgicas de e para a area tegmentar ventral (VTA) e
nucleus accumbens (NAc) no cérebro de roedores. O circuito primario de recompensa inclui
proje¢des dopaminérgicas da VTA ao NAc, que liberam dopamina em resposta a estimulos
relacionados a recompensa (e em alguns casos a aversao). As varias entradas glutamatérgicas
(em vermelho) controlam aspectos da percep¢do e da memoria relacionadas a recompensa.
(Adaptado de Russo & Nestler, 2014).
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Figura 3. Papel do sistema dopaminérgico mesolimbico na atividade da nicotina. A nicotina
ativa os receptores o 4 § 2 * na area tegmental ventral, resultando na liberacdo de dopamina na
camada do nucleo accumbens (Adaptado de Benowitz, 2010).
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2.4 A influéncia da sinalizacdo imune nas funcdes do SNC e altera¢des provocadas pelo

uso de cocaina e nicotina.

A sinalizagdo imune central ndo pode ser pensada como um sistema paralelo separado
da transmissdo neuronal siniptica e comunicagdo neuronal. Estes dois sistemas estdo
interligados de uma forma complexa que ainda ndo foi plenamente elucidada™’.

A comunica¢do no SNC entre células neuronais € ndo neuronais imune-competentes,
como a microglia, contribuem para estados homeostaticos e patologicos. Esta sinalizagdo imune
central afeta profundamente todos os tipos de células dentro do SNC, contribuindo para
respostas comportamentais alteradas. Isso ocorre através da liberagdo de fatores como citocinas
e quimiocinas, bem como indiretamente através da modificagao do meio extracelular de fatores
neuroexcitatorios, por exemplo, via inibi¢do de transportadores de glutamato glial®.

As citocinas tém a fungdo de estimular a resposta imune celular e desempenham um
papel fundamental no controle e modulacao de respostas inflamatorias locais e sistémicas,
visando a homeostase por meio de equilibrio constante entre citocinas com perfil inflamatdrio
e citocinas com perfil anti-inflamatério. A interleucina-6 (IL-6) € uma importante citocina, por
vezes com papel pro-inflamatorio, ativada no processo imune inato, resultando em ativagao
microglial. Por sua vez, a interleucina-10 (IL-10) ¢ conhecida como um fator que inibe a sintese
de citocinas, sendo um dos mais importantes agentes anti-inflamatérios endégenos produzidos
pelo organismo?’.

Viérios tipos de células no SNC sdo capazes de sinalizagdo imune (comunicagdo por
meio de moléculas imunologicas classicas), sendo os astrocitos os mais abundantes. Além
disso, os astrocitos desempenham um papel na manuten¢ao da homeostase do GLU, que ¢ de
importancia central para a atividade do SNC. O glutamato ¢ importante para a fungdo normal
do SNC, porém, o GLU extracelular excessivo leva a um influxo de ions de célcio nos
neurdnios, resultando em processo de excitotoxicidade e morte neuronal®>.

Além disso, a ativacdo dos receptores de glutamato aumenta a produgdo de citocinas
pro-inflamatorias: interleucina 1p (IL-1p), fator de necrose tumoral o (TNF-a) e IL-6. Assim,
as interacdes entre as citocinas e GLU podem formar um ciclo de avango para promover a
neurotoxicidade®*,

Em condigdes fisiologicas, os astrocitos reprimem a ativagdo microglial através da
liberagdo de citocinas e fatores neurotroficos.Por exemplo, os astrocitos suprimem a ativagao
microglial ao liberar as citocinas TGF-B ou IL-10. Por outro lado, IL-1B e TNF-a estdo

envolvidas no desenvolvimento da inflamag¢do do SNC, entre outros fatores, por induzir a
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expressdo de quimiocinas em astrocitos. Assim, os astrocitos podem mediar um aumento ou

diminuicio da inflamag¢do, dependendo da citocina que ¢ liberada’*.

2.4.1 Cocaina

Estudos recentes sugerem que o uso cronico e agudo da cocaina ¢ capaz de ativar
componentes da resposta imune inata, que incluem alteracdes na homeostase celular do figado,
coracdo e cérebro, levando a processos de toxicidade celular?®’.

O uso de cocaina pode interferir na produgao e liberagao de citocinas, demonstrando seu
papel na capacidade imunomoduladora. O abuso de psicoestimulantes esta associado a ativagao
exagerada da resposta imune inata no SNC. Esta exposicao a substancia resulta no aumento de
citocinas com perfil inflamatério em véarias regides do cérebro. Estudos mostraram que a
ativacao microglial, em resposta a psicoestimulantes, aumentou as citocinas pro-inflamatorias,
incluindo IL-6, podendo gerar uma resposta celular que levard a producao exagerada de
citocinas pro-inflamatorias®’.

Estudos recentes avaliaram os niveis séricos de interleucinas em individuos usudrios de
cocaina. Esses individuos apresentaram niveis maiores de IL-6 ¢ menores de IL-10 no soro,
quando comparados aos individuos sem relato de uso de cocaina, sugerindo um estado
inflamatdrio associado ao uso da droga. Em outro estudo realizado foi encontrado niveis
salivares aumentados de IL-6, em homens dependentes da cocaina quando comparados ao
grupo controle?’.

Curiosamente, outro estudo mostrou que individuos dependentes de cocaina em
abstinéncia tém baixas concentragdes de TNFa e IL-1f. Concentragdes plasmaticas de citocinas
(IL-1B, IL-6, TNFa e IL10) reduzidas em mulheres adictas também ja foi relatado'!”.

O uso cronico de cocaina estd associado a um aumento de IL-6 ¢ a uma redugdo nos
niveis circulantes de IL-10. A exposicdo aguda a cocaina, entretanto, parece ter um efeito
oposto e reduzir os niveis de IL-6. A exposicdo aguda ou cronica a cocaina pode ser um fator
que influencia e contribui com as diferencas observadas, aparentemente conflitantes, nos niveis

de citocinas''3.

2.4.2 Nicotina
Estudos experimentais em roedores expostos a nicotina mostraram aumento da
expressdo de mediadores pro-inflamatérios em diferentes regides do cérebro!!>!1%1%5 bem
. . ~ ;. . . 105,114 . “ 1A .
como maior ativagdo de astrocitos e microglia . Por outro lado, existem evidéncias que

sugerem supressdo da neuroinflama¢do induzida pela nicotina em modelos humanos e
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experimentais de dependéncia'!’. Fatores neurotréficos também parecem desempenhar um
papel no vicio do tabagismo. Os estudos clinicos mostraram niveis séricos aumentados de fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) em fumantes em comparacdo com individuos ndo
fumantes!®!!3_ Qutro estudo clinico mostrou niveis séricos elevados de BDNF em fumantes
com e sem dependéncia de nicotina em comparagdo com ex-fumantes e individuos que nunca
fumaram'®®. A nicotina também aumentou a expressio de NGF em neurdnios da medula
espinhal de embrides de camundongos'?’.

Estudos sugerem uma associa¢do entre a administragdo de nicotina € a resposta
inflamatdria em roedores. Ratos suicos que receberam administracao intraperitoneal de nicotina
por 30 dias exibiram ativagdo microglial e aumento dos niveis de TNF-a e NF-kB no cortex

cerebral!®’

. A administracdo de nicotina também induziu aumento dos niveis de IL-13 e TNF-
a e diminuigao da expressao do BDNF no hipocampo de ratos que receberam nicotina por via
subcutanea por 21 dias'!?.

A exposigdo e a retirada da nicotina induziram alteragdes morfologicas microgliais,
enquanto o aumento da expressao das citocinas IL-1p ¢ TNF-a foi encontrado no cortex pré-
frontal e hipocampo de camundongos dois dias apos a retirada da nicotina. Curiosamente, 0s
ratos exibiram comprometimento cognitivo ao mesmo tempo'%*. Em camundongos submetidos
a administragdo continua de nicotina por 14 dias, os niveis plasmaticos de TNF-a e IFNy foram
elevados no dia quatro ap6s a retirada da nicotina. Essas diferengas ndo foram mais observadas
no oitavo dia de retirada, quando os camundongos nao apresentaram déficits no comportamento
cognitivo. Esses dados sugerem que os déficits cognitivos induzidos pela abstinéncia de
nicotina estdo associados a niveis aumentados de citocinas inflamatorias!'e.

Estudos anteriores injetando nicotina por via intraperitoneal em camundongos
revelaram aumento dos niveis séricos da IL-6'!!-1%,

Esses resultados indicam que citocinas podem desempenhar um papel na fisiopatologia
do abuso de cocaina e de nicotina. No entanto, estudos futuros sao necessarios para elucidar os
mecanismos imunes envolvidos na adic¢do por essas drogas.

Apesar de relevante, estas e outras descobertas ndo explicam o quadro geral de atuacdo
da cocaina e da nicotina no SNC. Ao longo das ultimas décadas, o uso de modelos animais
possibilitou o melhor entendimento de processos neurobioldgicos envolvidos em inlimeras
situagdes psiquidtricas ou ndo-psiquiatricas, como o uso e transtorno por uso de cocaina e
nicotina. Além disso, sdo ferramentas importantes na busca de novos alvos terapéuticos e

desenvolvimento de tratamentos.
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Nos topicos seguintes da introdugdo serdo abordados os temas relacionados a
transmissao sinaptica glutamatérgica e influéncia da cocaina na expressao do GLT-1 que sdo
necessarios para um melhor entendimento sobre a escolha do 4cido clavulanico (AC), que
modela a expressdo da proteina transportadora GLT-1, como uma abordagem farmacoldgica
para tratamento da adic¢do por cocaina. O ultimo topico ira abordar a importancia de modelos

animais como ferramentas para o estudo de mecanismos neurobiol6gicos.

2.5 A transmissao sinaptica glutamatérgica

O glutamato (GLU) € o principal neurotransmissor excitatdrio no sistema nervoso. A
inativacao do GLU sinaptico ¢ tratada pelo transportador de glutamato GLT-1. Estudos em
animais mostraram que essa proteina ¢ importante para a transmissao sinaptica excitatoria
normal, enquanto sua disfuncdo estda implicada em disturbios neuroldgicos agudos e
cronicos?s.

O cérebro ¢ composto de uma rede complexa de neurdnios, células gliais e vasos
sanguineos. Os astrocitos, um subconjunto de células gliais, preservam a homeostase do espago
extracelular através do armazenamento de potéassio e GLU. Os astrocitos desempenham um
papel central na transmissao sinaptica glutamatérgica, fornecendo glutamina, o precursor do
GLU, aos neurdnios. Ap6s um potencial de a¢do, os astrocitos agem para terminar a sinalizacao,
eliminando o GLU da fenda sinaptica através da expressdo de transportadores de glutamato
dependentes de Na*, em particular GLT-1. Uma vez removido da sinapse, o GLU ¢ convertido
em glutamina, que ¢ entdo liberada por astrocitos no espago extracelular onde pode ser
absorvida por neur6nios. Apos a absorc¢ao, a enzima glutaminase converte a glutamina de volta
ao GLU para que possa ser carregada em vesiculas pelo transportador de glutamato vesicular

(TGluV), reiniciando o ciclo da transmissio sinaptica do GLU® (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema representativo da transmissdo sindptica glutamatérgica. Os astrocitos
fornecem suporte metabdlico para os neurdnios e regulam a producdo e absor¢ao de glutamato.
Os astrocitos também participam do ciclo glutamato-glutamina. Apds o efluxo de glutamato da
fenda sinaptica ¢ absorvido por GLT-1 em astrécitos e convertido em glutamina. A glutamina
¢ entdo liberada pelos astrocitos e absorvida pelos neurdnios, onde ¢ convertida em glutamato
e carregada nas sinapses para participar da proxima transmissdo sinaptica (Adaptado de
Scofield & Kalivas, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalivas%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24496610
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2.6 A exposicio cronica a cocaina influencia a expressiao do GLT-1

O transportador GLT-1 ¢ responsavel por 90% da captagdo de GLU no cérebro e € o
principal modo de transporte deste para os astrocitos. A exposi¢do cronica a cocaina reduz a
expressdo do GLT-1 no NAc, fazendo com que a desregulacdo do GLT-1 seja uma resposta
inadaptada consistente a exposicdo a droga. A expressdo de GLT-1 ¢ reduzida imediatamente
apds a auto-administracdo de cocaina, enquanto a retirada prolongada causa uma redugao
adicional da regulagdo. A inibicao da captagdo de GLU, induzida pela droga, retarda a remocgao
do transmissor da fenda sindptica, ampliando potencialmente a magnitude da transmissao
glutamatérgica. Além disso, a expressdo reduzida de GLT-1 permite ao GLU liberado
sinapticamente obter acesso a compartimentos nao-sindpticos. Este transbordamento de GLU
poderia ativar os receptores NMDA contendo mGluRS e GluN2B produzindo aumento de ions
Ca?" e consequente potencializa¢do sinaptica, bem como um comportamento intensificado de
busca de drogas. A conservagao da desregulagdo do transportador GLT-1 no NAc, apds a
exposicdo a multiplas classes de substancias aditivas, aponta para uma disfungdo
glutamatérgica geral que contribui para os niveis elevados de GLU observados no NAc durante
a reintegracdo da busca de drogas’.

Geralmente, as drogas de abuso mostraram potencializar a liberacdo de GLU no NAc
além de inibir a remog¢do do neurotransmissor da fenda sinaptica®.

Muitos antibioticos B-lactamicos sao estimuladores potentes da expressao GLT-1.
Esta acdo parece ser mediada pelo aumento da transcri¢ado do gene GLTI. Em animais, o
antibiotico B-lactamico ceftriaxona (CTX) aumentou tanto a expressao cerebral do GLT-1

como a sua atividade bioquimica e funcional®®.

2.7 A ceftriaxona melhora os sintomas de toxidependéncia em modelos animais

A ceftriaxona (CTX) melhora os sintomas de doencas do SNC em multiplos modelos
animais, incluindo esclerose lateral amiotrofica, esclerose multipla, acidente vascular cerebral,
convulsdo, doenga de Huntington, depressdo e toxicodependéncia. O mecanismo de CTX
envolve o aumento da captacdo de GLU celular através da ativacdo do GLT-1. No contexto de
drogas de abuso, estudos anteriores demonstraram que CTX reduz: dependéncia fisica e
preferéncia condicionada ao lugar (PCL) resultante da exposi¢do cronica a morfina, recaida
para a procura de cocaina, efeitos reforcadores e motivacionais em camundongos e

sensibiliza¢do locomotora para cocaina®’.
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Estudos demonstraram que 5 dias de tratamento com CTX apds autoadministracdo de
cocaina restaurou os niveis basais de GLU no NAc em ratos. Também foi demonstrado que a
CTX recuperou a reabsorcao de GLU e atenuou o aumento do mesmo liberado sinapticamente,
que acompanha a reintegracao iniciada pela cocaina. Estes dados indicam que a CTX normaliza
multiplos aspectos da homeostase do GLU apos a autoadministragao de cocaina e, portanto,
mantém o potencial para reduzir a recaida em adictos*’.

Assim a capacidade da CTX em melhorar a expressdo de GLT-1 torna-a uma candidata
para o tratamento do vicio, pois multiplas drogas de abuso reduzem a expressdo dessas
proteinas. Estudos recentes mostram que a inibigdo, mediada por CTX, de fungdes de busca de
cocaina através da normalizagdo da transmissdo do GLU pode ser revertida bloqueando
farmacologicamente GLT-1 no NAc. Além disso, o tratamento com CTX proporciona uma
protecdo duradoura de recidiva de cocaina em modelos de roedores quando ¢ administrada
semanas antes dos testes de reintegracdo. Tomados em conjunto, esses dados indicam que a
inibicao mediada pela CTX da busca de drogas ocorre através da normalizacdo dos niveis de
GLU extra sinaptico, aumentando a captagdo do mesmo, e ordenando o seu excesso induzido
por drogas no NAc”.

Apesar da sua eficidcia pré-clinica promissora, a CTX possui propriedades
farmacocinéticas e farmacodinadmicas desfavoraveis, tais como baixa biodisponibilidade oral,
penetrabilidade limitada da barreira hematoencefalica e atividade antibacteriana, que podem
limitar sua utilidade terap€utica como uma medicagdo para o SNC. Uma alternativa para CTX
seria o acido clavulanico (AC), aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), que ¢
normalmente administrado em associagdo com amoxicilina para superar a resisténcia por

bactérias que secretam enzimas B-lactamases que inativam a maioria das penicilinas®.

2.8 O acido clavulanico possui efeitos moduladores do SNC mais eficazes que a ceftriaxona

O 4cido clavulanico ¢ estruturalmente semelhante a CTX com os dois compostos que
possuem um farmacoforo central de B-lactama necessario para a ativagdo de transportadores
GLT-1. A vantagem potencial do AC em relagdo a CTX ¢ um perfil terapéutico mais desejavel,
incluindo uma maior biodisponibilidade oral, uma penetrabilidade cerebral aumentada e
atividade antibacteriana insignificante®-3!.

Estudos demonstraram que o AC possui fortes efeitos moduladores do SNC, diminuindo

a ansiedade nos modelos de roedores e primatas. Outros achados sugerem que o AC ¢ um agente


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4913887/#R29
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neuroprotetor em modelos in vivo de Parkinson. O acido clavulanico facilmente transpassa a
barreira hematoencefilica, permitindo o alcance de suas propriedades ao SNC*.
Recentemente foi relatado que o AC pode aumentar a expressio da proteina
transportadora GLT-1 e reduzir o comportamento de refor¢o da cocaina, em camundongos, em
doses cem vezes mais baixas do que a CTX. A maior poténcia relativa do AC emrelagdo a CTX
provavelmente estd relacionada a um perfil farmacocinético mais favoravel, incluindo a

penetrabilidade cerebral aumentada®’.

2.9 Modelo animal para estudo de processo de adic¢iao

Modelos animais sdo ferramentas valiosas para o estudo de mecanismos
neurobiolégicos subjacentes da doenca, bem como para a identificagdo e desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas®. O desenvolvimento de modelos animais apropriados para
condicdes humanas deve respeitar trés critérios estabelecidos: as validades de constructo
teorico, de face e preditiva. Neste sentido, avalia-se se os aspectos fisiopatologicos da doenga
sdo reproduzidos no modelo (constructo), capacidade do modelo em mimetizar sinais e
sintomas observados nas doencas humanas (face) e a capacidade de farmacos utilizados para
determinada condi¢io em humanos induzirem resposta similar no modelo animal (preditiva)>®
3738 Para estudar o Transtorno por Uso de Substancias, o principal modelo existente é o de
autoadministragcdo, por mimetizar a administragao voluntaria de uma determinada droga e até
mesmo a parcela de individuos que tornam-se adictos (16% no caso da cocaina)®.

Com base no comportamento operante e utilizando a droga como um agente reforcador,
normalmente os animais sao treinados a realizar uma tarefa (apertar uma barra) a fim de receber
uma quantidade de refor¢co (droga) pré-estabelecida que pode ou ndo mudar ao longo do
tempo*®. Ainda que a motivacio e a obtencio de droga variem significativamente entre
humanos e animais, assume-se que a circuitaria quimica e anatdmica cerebral ¢ similar em
ambas situacdes™’.

Outros modelos sdo amplamente utilizados no estudo dos efeitos da cocaina. E o caso
da Preferéncia Condicionada ao Lugar (PCL ou “Conditioned Place Preference” — CPP, em
inglés)*’. A PCL ¢ realizada em uma caixa que varia em nimero de compartimentos, as mais
utilizadas sdo as de dois ou trés compartimentos distintos entre si. Um dos compartimentos ¢é
pareado com a droga (estimulo incondicionado) e o outro com veiculo. Apos repetidas

administracdes durante a fase de condicionamento, o animal podera escolher livremente entre

os lados da caixa no dia do teste. A medida de preferéncia condicionada € obtida no teste quando
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o animal gasta mais tempo no compartimento que foi anteriormente pareado com a droga. Este
mesmo procedimento pode ser utilizado tanto para avaliar a capacidade recompensadora de
uma droga quanto a aversiva*'**?, Embora exista uma simplificacdo de que a PCL ¢é baseada no
condicionamento classico (Pavloviano)*, ao contrario deste, que depende da amigdala e do
NAc, a PCL parece estar mais intimamente relacionada com o hipocampo**.

O CPP possui uma grande vantagem que ¢ a sua sensibilidade as manipula¢des que
afetam a aquisi¢do e a expressao da resposta condicionada. No entanto, as interpretagdes deste
teste sdo limitadas pelo fato de ndo possibilitar a autoadministragdo da droga pelo animal. Outra
limitagdo € que os circuitos neurais subjacentes ao CPP sdo apenas parcialmente
compreendidos. Parecem envolver regides do cérebro relacionadas a respostas
recompensadoras, particularmente o sistema dopaminérgico mesolimbico, bem como estruturas
subjacentes de aprendizagem contextual, como o hipocampo. Esta regido do cérebro parece ser
responsavel pela formacao de memorias relacionadas a drogas viciantes, possivelmente por
meio de conexdes eferentes com o sistema de recompensa do cérebro no estriado ventral'!’.

Apesar das limitagdes exibidas por todos os modelos disponiveis para o estudo da
neurobiologia dos efeitos da cocaina, muito sobre as vias, sistemas € mecanismos envolvidos

na etiologia do Transtorno por Uso de Substancia podem ser esclarecidos experimentalmente.
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3. JUSTIFICATIVA

O transtorno por uso de cocaina e nicotina, caracterizado pelo uso continuado da droga
representa uma relevante questdo de saude publica. O desenvolvimento e a persisténcia de
comportamentos aditivos parecem resultar de uma complexa interagdo entre sistemas nervoso
central, mediadores imunolégicos e ambiente cujos mecanismos precisos permanecem elusivos.
Apesar do crescente interesse sobre as interagdes imunologicas nos transtornos relacionados ao
humor, ansiedade e autismo, sdo poucos os trabalhos publicados examinando diretamente a
ligacdo entre essas interacdes e as propriedades recompensadoras de drogas de abuso. De fato,
estudos recentes demonstram evidéncias de que alteracdes imunologicas no SNC afetam a
resposta comportamental as drogas de abuso.

Além disso, no caso da adiccdo por cocaina ha uma escassez de intervengdes
terapéuticas para ajudar a reduzir as taxas de recaida. Assim, o transtorno por uso de cocaina
ainda se encontra sem tratamento farmacolégico adequado.

Buscando um entendimento integral sobre o condicionamento induzido por cocaina e
nicotina, este trabalho propde estudar a inflamacdo em modelo experimental de adicgdo
induzida pela administracdo de cocaina e nicotina, em modelo experimental murino.

A hipoétese desta pesquisa € que a administragdo das drogas citadas alteram a homeostase
nas regides envolvidas no sistema de recompensa gerando uma inflamac¢ao. Compreender os
mecanismos imunolégicos e fatores neurotréficos envolvidos, possibilita a regulacdo dos
mesmos, sendo a pesquisa nessa area de grande relevancia, pois contribui para o
desenvolvimento de novas estratégias de prevengdo e tratamento do vicio por cocaina e
nicotina.

Sabe-se que a exposi¢do cronica a cocaina reduz a expressao do GLT-1 em regides do
SNC, fazendo com que a desregulacdo do GLT-1 seja uma resposta inadaptada consistente a
exposicao a droga. Recentemente, evidéncias sugerem que o acido clavulanico pode influenciar
a expressao do receptor de glutamato GLT-1 e reduzir o comportamento de reforco da cocaina,
em camundongos.

Diante do exposto, este estudo propde compreender a relagdo entre adic¢do por cocaina
e nicotina, inflamacdo em regides importantes do cérebro utilizando o modelo de preferéncia
condicionada ao lugar induzido por cocaina e nicotina. Propde também, avaliar o papel do acido
clavulanico na reversdo das alteracdes comportamentais provocadas pela administracdo de

cocaina.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar as alteracdes inflamatorias e neurotroficas induzida pela administragdo por
cocaina e nicotina em modelo experimental murinho utilizando o paradigma comportamental

de preferéncia condicionada ao lugar.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Padronizar o modelo de PCL induzida por cocaina utilizando dois aparatos diferentes, de
dois e trés compartimentos.

4.2.2 Caracterizar o perfil inflamatério e neurotréfico em regides importantes do sistema
nervoso central, apdés a PCL induzida por cocaina, comparando o modelo com dois e trés
compartimentos.

4.2.3 Caracterizar o perfil inflamatorio e neurotréfico em regides importantes do sistema
nervoso central associadas a adic¢ao, apds a PCL induzida por nicotina, em modelo com trés
compartimentos (Artigo publicado).

4.2.4 Avaliar os efeitos do 4cido clavulanico em modelo comportamental de PCL e na atividade

locomotora, induzidos por cocaina.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Camundongos da linhagem Swiss, machos, com aproximadamente 8 a 10 semanas de
idade, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais foram utilizados em todos os protocolos experimentais
deste trabalho. Gaiolas plasticas foram utilizadas para alojar estes animais em uma sala com
temperatura ambiente controlada (24 + 2°C), ciclo claro/escuro de 12 horas (inicio as 6 horas)
e livre acesso a agua e comida. O protocolo realizado foi previamente submetido a anélise pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, sendo aprovado sob o niimero
270/2018 (Anexo 1).

5.2 Drogas

5.2.1 Experimentos com cocaina

Os comportamentos de PCL foram induzidos com 10 mg/kg e/ou 20 mg/kg de cocaina
(© Merck & Co., Inc.) diluida em solucdo salina (NaCl 0,9%). Além disso, foi administrado o
acido clavulanico (Clavulanato de Potassio da SIGMA), nas doses de 10mg/Kg ¢ 50mg/Kg,
diluido em salina (NaCl 0,9%), durante 3 dias alternados, durante a fase de aquisicao da PCL
induzida por cocaina. A cocaina e o acido clavulanico foram administrados via intraperitoneal

(1.p.). O grupo controle recebeu solugdo salina (NaCl 0,9%, i.p.).

5.2.2 Experimentos com nicotina

O sal de tartarato de hidrogénio de nicotina (0,5 mg / kg, Merck®) foi dissolvido em
solucdo salina fisiologica (SAL, NaCl a 0,9%) e o pH foi ajustado para 7,4. As solu¢des foram
preparadas imediatamente antes do uso e injetadas por via intraperitoneal (ip) no volume de 1

mL / 100 g. Os ratos de controle recebem o mesmo volume de solugdo salina.
5.3 Analise do perfil inflamatorio e neurotrofico
A andlise do perfil inflamatorio e neurotréfico foi realizada utilizando-se a técnica de ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Os parametros observados foram as medidas da

concentragdo das seguintes citocinas em sobrenadante de tecidos do cortex pré-frontal,
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hipocampo e estriado: IL- 1B, IL-6, IL-10, TNF-a, BDNF, GDNF, NGF e CX3CL1. Os métodos
utilizados para a extracdo e processamento do tecido bem como a analise da concentragdo dos

mediadores inflamatorios por ELISA estdo descritos a seguir.

5.3.1 Preparagdo de extratos de tecidos

Os tecidos (cortex pré-frontal, hipocampo e estriado) foram retirados, imediatamente
colocados em eppendorfs em gelo e posteriormente congelados em freezer a -70°C. O material
foi processado, para posterior realizagdo da técnica ELISA, adicionando-se tampao de extracdao
de citocinas a0 mesmo e posteriormente triturando-o utilizando um aparelho sonicador, até que
fosse obtida uma solucdo homogénea. As amostras processadas foram centrifugadas a 13000 g
por 10 minutos, a 4°C e os sobrenadantes coletados e estocados a -70°C para posterior medida
de citocinas e fatores neurotroficos. Amostras de sangue também foram obtidas, centrifugadas

a 1500 x gpor 10 min a 4 ° C, e o soro foi coletado e estocado a -70 ° C até o uso.

5.3.2 Medida dos niveis de citocinas e fatores neurotroficos do sobrenadante de extratos de

tecidos por ELISA

As placas para a técnica ELISA foram sensibilizadas com 100ul/pog¢o de anticorpos
monoclonais (BD Pharmingen) reativos contra IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a, BDNF, GDNF, NGF
e CX3CL1, diluidos em tampao de cobertura, € mantidas por toda noite a 4°C. No dia seguinte,
as placas foram lavadas, com tampao de lavagem, e feito o bloqueio, com tampao de bloqueio,
a temperatura ambiente durante duas horas. Apds esse tempo as placas foram lavadas e
adicionados os sobrenadantes coletados dos extratos de tecidos (cortex pré-frontal, hipocampo
e estriado) que foram incubados durante toda a noite a 4°C.

No dia seguinte, as placas foram lavadas e foram colocados 100ul/poco dos anticorpos
monoclonais (BD Pharmingen) de deteccdo, especificos para IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a,
BDNF, GDNF, NGF e CX3CL1, de camundongos, marcados com biotina e as placas foram
incubadas por duas horas a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas e uma
solucdo adicional de deteccdo contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (Southern
Biotechnology, Birmingham, AL) foi adicionada e incubada por trinta minutos a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas e reveladas através da incubagdo com substrato da

peroxidase (H20:) juntamente com um cromédgeno (OPD) diluidos em tampdo citrato
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(100ul/poco). A reacdo foi interrompida pela adigdo de 4cido sulfirico (H2SOs), as placas foram
lidas no leitor automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), usando filtro de 490nm.
Foram utilizadas curvas padrio obtidas a partir da diluicdo de concentragdes conhecidas de
citocinas recombinantes. Os resultados foram expressos em picograma por 100mg de tecido

oupicograma por mililitro de soro.

5.4 Modelo comportamental

A preferéncia condicionada ao lugar ¢ uma forma de condicionamento pavloviano
usado rotineiramente para medir os efeitos motivacionais recompensadores ou aversivos de
objetos ou experiéncias. A PCL ¢ um procedimento que tem sido usado extensivamente para
estudar os efeitos motivacionais de drogas de abuso em camundongos. Esse protocolo
envolve trés fases: habituacdo (ou pré-teste), condicionamento de uma associagdo entre a
droga e um estimulo visual e o teste que oferece a escolha entre o estimulo associado a droga
e uma sugestdo neutra. Se a droga tem um significado motivacional, os animais gastam

significativamente mais tempo na proximidade da sugestdo associada a droga*!.

5.5 Delineamento experimental 1

Primeiramente foi realizada a padronizagdo dos aparatos de dois e trés compartimentos
para o modelo de PCL. Posteriormente, os resultados da padronizagdo foram analisados para

subsequente escolha do aparato mais adequado para o estudo.

5.5.1 Padronizacdo dos aparatos de dois e trés compartimentos

Na literatura sao relatados varios protocolos sobre o modelo comportamental de PCL.
Sdo utilizando aparatos diferentes, com padrdes, nimero de compartimentos, dias de
experimento e tempo de sessao variados.

Com o intuito de esclarecer as diferencas entre os modelos de aparato e qual seria o mais
adequado para o desenho experimental proposto, foi decidido comparar os aparatos de dois e
trés compartimentos, utilizando o protocolo de PCL ja estabelecido por Moreira e

colaboradores*! .
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5.5.1.1 Analise comportamental

Para induzir os comportamentos de PCL utilizamos duas doses de 10 mg/kg e 20 mg/kg
de cocaina.

A PCL, induzida por cocaina, foi avaliada em duas caixas de acrilico diferentes. A
primeira contendo trés compartimentos com dois lados de dimensdes iguais, conectados por um
corredor central e separados entre si por portas removiveis. As paredes e os assoalhos eram
diferentes entre os lados por padroes de cor (Fig 5. A). A segunda caixa com dois
compartimentos com dois lados de dimensdes iguais, separados entre si por portas removiveis.
As paredes e os assoalhos eram diferentes entre os lados por padrdes de cor (Fig. 5. B). A
intensidade da luz foi similar por todas as caixas. Os animais foram filmados com uma camera
e o tempo gasto individualmente dentro de cada lado foi analisado com o software ANY -maze
(versdo 4.5).

Os animais passaram por trés fases distintas: habituacao ou pré-teste, condicionamento
e teste. O protocolo de PCL utilizado € contrabalanceado (cada animal recebe cocaina de um
lado da caixa), randomizado (os animais sdo alocados aleatoriamente em um grupo
experimental) e ndo enviesado (nenhum grupo experimental tem preferéncia por um lado da
caixa). Para a caixa de trés compartimentos, no pré-teste cada animal foi colocado no corredor
central da caixa, com as portas que delimitam os dois lados abertas, sendo entdo permitida a
livre exploragdo por toda a caixa durante 15 minutos. Para a caixa de dois compartimentos, no
pré-teste os animais foram colocados em um dos lados escolhido previamente, sendo entdo
permitida a livre exploragdo por toda a caixa durante 15 minutos. Os camundongos que
gastaram mais que 70% do tempo explorando um dos lados foram excluidos do experimento.
Nos sete dias seguintes, na fase de condicionamento, os animais foram distribuidos
aleatoriamente entre os diferentes grupos. Eles entdo receberam injecdes, em dias alternados,
de cocaina (10 mg/kg e 20 mg/kg) ou salina (NaCl 0,9%) imediatamente antes do confinamento
de 30 minutos no lado da caixa correspondente. O grupo controle recebeu apenas salina em
todos os dias de condicionamento. Por fim, o teste foi realizado no dia 8 da mesma forma que
o procedimento de pré-teste fora realizado (Fig. 6). O resultado final foi apresentado como “taxa
de preferéncia” e foi calculado subtraindo-se do tempo que cada animal despendeu no lado

pareado com a droga no dia do teste, o tempo despendido neste mesmo lado no dia do pré-teste.
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Figura 5. Figura representativa de diferentes aparatos para PCL, com assoalhos e paredes
apresentando padroes diferenciados. Em (A) aparato com trés compartimentos. Em (B) aparato
de dois compartimentos.

Preferéncia Condicionada ao Lugar

Grupo Salina, Grupo Cocaina 10 mg/kg e Grupo Cocaina 20 mg/kg

Pré-teste
(habituacdo) (/S S C/S S C/S S Test . Analise
Imunobioquimica

Dias 1 \ 2 3 4 5 6 7} 8

Fase de condicionamento

Fig. 6. Esquema representativo do delineamento experimental 1. Os grupos foram submetidos
a preferéncia condicionada ao lugar. Apds o teste comportamental, os cérebros dos
camundongos foram dissecados e ensaios imunobioquimicos foram realizados (n=10 animais
por grupo). C= cocaina, S= salina, C/S= cocaina ou salina.
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5.5.1.2 Analise do perfil imunologico e neurotrofico

Com o intuito de analisar o papel das citocinas e dos fatores neurotroficos na PCL
induzida pela cocaina, bem como a diferenca entre os aparatos, se a presenca de mais um
compartimento influenciaria em ambito molecular, o perfil imunolégico dos grupos foi
caracterizado medindo os niveis de citocinas e fatores neurotroficos, ja especificados
anteriormente. Para esse fim, no oitavo dia, logo apds ao teste, os animais foram anestesiados
com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e os cérebros foram dissecados e armazenados
a -70°C. Posteriormente foi realizada a técnica ELISA, como descrito no item 5.3.2, utilizando

o sobrenadante dos tecidos das seguintes regides: cortex pré-frontal, hipocampo e estriado.

5.6 Delineamento experimental 2

Apo6s a padronizacao dos aparatos, de posse dos resultados e analise dos mesmos, o
aparato de trés lugares foi escolhido como o mais adequado para o estudo, uma vez que este,
demostrou influenciar, além do aspecto comportamental, o inflamatorio e neurotrofico. Assim
0s experimentos sobre nicotina bem como o tratamento com o 4cido clavulanico foram

realizados utilizando o aparato de trés lugares.

5.6.1 Experimentos utilizando nicotina

Os experimentos para induzir a PCL utilizando nicotina, bem como para a
caracterizacao do perfil inflamatorio e neurotrofico, em regides importantes do sistema nervoso

central, apos a PCL induzida por nicotina, estdo descritos no artigo publicado.

5.6.2 Efeito do tratamento com dcido clavulinico

Para avaliar o efeito do acido clavulanico em reduzir o comportamento condicionado
induzido pela cocaina, duas doses de AC foram administradas. Os animais foram divididos em
6 grupos: salina (tratado com salina), AC10 (tratado com AC 10mg/kg), AC50 (tratado com
AC 50 mg/kg), cocaina (tratado com cocaina 20mg/Kg), AC10+C (tratado com AC 10mg/kg e
cocaina) e AC50+C (tratado com AC 50mg/kg e cocaina). Nos animais que foram tratados com
AC e cocaina, a mesma era administrada 30 minutos depois do AC. Posteriormente os animais

eram submetidos a PCL.
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5.6.2.1 Analise Comportamental

A PCL induzida por cocaina foi avaliada em uma caixa de acrilico contendo trés
compartimentos com dois lados de dimensodes iguais, conectados por um corredor central e
separados entre si por portas removiveis. As paredes e os assoalhos eram diferentes entre os
lados por padrdes de cor. A intensidade da luz foi similar por toda a caixa. Os animais foram
filmados com uma camera e o tempo gasto individualmente dentro de cada lado foi analisado
com o software ANY-maze (versao 4.5).

Os animais passaram por trés fases distintas: habituacao ou pré-teste, condicionamento
e teste. O protocolo de PCL utilizado € contrabalanceado (cada animal recebe cocaina de um
lado da caixa), randomizado (os animais sdo alocados aleatoriamente em um grupo
experimental) e ndo enviesado (nenhum grupo experimental tem preferéncia por um lado da
caixa). No pré-teste cada animal foi colocado no corredor central da caixa, com as portas que
delimitam os dois lados abertas, sendo entdo permitida a livre exploracao por toda a caixa
durante 15 minutos. Os camundongos que gastaram mais que 70% do tempo explorando um
dos lados foram excluidos do experimento. Nos sete dias seguintes, na fase de condicionamento,
os animais foram distribuidos aleatoriamente entre os diferentes grupos. Eles entdo receberam
injecdes, em dias alternados, de cocaina (20 mg/kg), acido clavulanico (10mg/kg ou 50mg/kg)
ou salina (NaCl 0,9%) imediatamente antes do confinamento de 30 minutos no lado da caixa
correspondente. O grupo controle recebeu apenas salina em todos os dias de condicionamento.
Durante esta fase, no grupo que recebia cocaina e acido clavulanico como tratamento, o acido
clavulanico era administrado 30 minutos antes das inje¢des de cocaina. Por fim, o teste foi
realizado no dia 8 (Fig. 7). O resultado final foi apresentado como “taxa de preferéncia” e foi
calculado subtraindo-se do tempo que cada animal despendeu no lado pareado com a droga no

dia do teste, o tempo despendido neste mesmo lado no dia do pré-teste.
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Preferéncia Condicionada ao Lugar

6 Grupos: Salina, Cocaina, A10, A50, A10+C e A50+C

A A

Pré-teste C/s S ¢s 8 ¢S S Teste Anélise

Dias 1 2 3 4 5 6 7 g  Imunobioquimica

Fase de condicionamento

Fig. 7. Esquema representativo do delineamento experimental 2. Os grupos foram submetidos
a preferéncia condicionada ao lugar (n=6 animais por grupo). C= cocaina, S= salina, C/S=
cocaina ou salina. A10= Acido clavulanico (10 mg/kg), A50= Acido clavulanico (50 mg/kg),
A10+C= Acido clavulanico (10 mg/kg) e cocaina, A50+C= Acido clavulanico (50 mg/kg) e
cocaina. A= Administra¢ao do acido clavulanico nas doses citadas anteriormente.

5.6.2.2 Efeitos das doses do dacido clavulanico na preferéncia condicionadas ao lugar

Para avaliar a possibilidade do acido clavulanico induzir preferéncia quando pareado
com um contexto (um dos lados da caixa utilizada no paradigma de PCL) os animais foram
separados em dois grupos independentes que receberam, cada um, dose de 10mg/kg ou

50mg/kg. Seguiu-se 0 mesmo protocolo descrito no item 5.6.1.1.

5.6.2.3 Efeito das doses do acido clavulanico na atividade locomotora

A atividade locomotora dos animais foi avaliada utilizando-se o teste de campo aberto.
Para tal foi disposta uma arena cilindrica de acrilico transparente (30 cm de didmetro ¢ 50 cm
de altura), aberta na extremidade superior e base inferior encaixada em um plano geométrico
quadrado. O protocolo experimental foi adaptado de Marinho e colaboradores®®. Apos 3 horas
do teste de PCL os animais foram alocados na arena e filmados durante 10 minutos. A filmagem
foi realizada com uma camera de video localizada 2,0 metros acima da arena. Durante o teste,
com o emprego do software ANY-maze (versdo 4.5), a distancia total percorrida por cada
animal foiregistrada. Os dados estdo apresentados como distancia percorrida em metros durante

o teste.
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5.6.2.4 Efeito do preé-tratamento com dcido clavulanico na preferéncia condicionadas ao lugar

Para avaliar a possibilidade do pré-tratamento com acido clavulanico induzir preferéncia
quando pareado com um contexto (um dos lados da caixa utilizada no paradigma de PCL) os
animais foram separados em dois grupos independentes, o grupo do pré-tratamento recebeu
acido clavulanico na dose de 10mg/kg por 3 dias anteriores ao inicio do condicionamento € o

outro grupo, salina (NaCl 0,9%). Seguiu-se o mesmo protocolo descrito no item 5.6.1.1.

5.7 Analise estatistica

5.7.1 Anadlise dos experimentos com cocaina

Os resultados obtidos foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM).
Todos os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e analisados
pela analise de variancia (ANOV A two-way; Fatores: aparelhos - dois compartimentos ou trés
compartimentos e tratamento - cocaina ou soro fisiol6gico), seguido de post-hoc de Tukey. O
nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05. As analises estatisticas foram realizadas com
o software Prism 6 (GraphPad, La Jolla, CA, EUA).

No teste comportamental, para avaliar a funcionalidade dos aparelhos em promover o
condicionamento de preferéncia local, os dados foram analisados Por ANOVA one-way
seguido de post-hoc de Tukey e expressos em média £ EPM. O nivel de significancia foi
estabelecido em p <0,05. As andlises estatisticas foram realizadas com o software Prism 6

(GraphPad, La Jolla, CA, EUA).

5.7 2 Analise dos experimentos com nicotina

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Todos
os dados foram testados para normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk. As variaveis foram
normalmente distribuidas e comparadas pelo teste t de Student. As andlises de correlagdo de
Pearson foram realizadas para examinar a relagdo entre CPP, citocinas e fatores neurotréficos.
O nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05 em testes bicaudais. As analises estatisticas

foram realizadas com o software Prism 6 (GraphPad, La Jolla, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de dois artigos, o primeiro que sera
submetido em periddico indexado, o segundo publicado, além de dados adicionais ainda ndo
publicados sobre o efeito do acido clavulanico como estratégia terapéutica ao comportamento
condicionado induzido pela cocaina.
6.1 Artigo cientifico 1

Artigo em preparagdo para submissao.

Title: The type of apparatus used in cocaine-induced CPP influences the production of

inflammatory and neurochemical mediators in mice.
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Abstract

The cocaine-induced neuroinflammation plays an important role in the pathophysiology of drug
addiction. Evidences suggests that the immunological response contributes for consolidation of
memory related to place preference behavior underlying cocaine administration in mice.
Conditioned place preference (CPP) is a protocol used extensively to study the rewarding or
aversive motivational effects of drug abuse in rodents, reproducing cocaine-seeking behavior
in humans. Besides the variety of apparatus used in the CPP protocol, the influence that their
physical characteristics in the response to conditioned behavior and neuroinflammation is
missing. In the current study, two- and three-compartment apparatuses were tested using the
behavioral model of CPP. Cocaine-induced CPP was demonstrated in both apparatuses.
However, the levels of inflammatory mediators (IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a, and CX3CL1) and
neurotrophic factors (BDNF, GDNF, and NGF) in prefrontal cortex, hippocampus, and striatum
were influenced by the type of CPP apparatus used. Increased levels of cytokines and
neurotrophic factors were found in the control groups of the three-compartment apparatus, in
comparison to the control group of the two-compartment apparatus. In addition, the cocaine
groups of the three-compartment apparatus showed higher levels of CX3CL1 than the cocaine
group of two-compartment apparatus. Comparing the control and cocaine groups submitted to
CPP protocol using three-compartment apparatus, mice injected with cocaine had decreased
levels of IL-1p, IL-6, IL-10, CX3CL1, and GDNF. Similar levels of all the mediators evaluated
was similar between the groups submitted to the CPP protocol using the two-compartment
apparatus. Our data suggest that the three compartment-apparatus is a functional model, since
it is able to trigger changes in the immunological response related to cocaine addiction in the

central nervous system.

Keywords

Cocaine; Conditioned place preference; Apparatus; Cytokines; Neurotrophic Factors.
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1. Introduction

Drug addiction is a chronic disease characterized by inability to regulate the drug-seeking
behavior, resulting in drug intake despite long-term deleterious consequences (Sondheimer and
Knackstedt, 2011). Cocaine is among the most commonly drugs of abuse consumed in western
societies, representings a major public health issue. Around 18.2 million people used cocaine
in 2016 worldwide. There are indications of increased cocaine use in North and South America
(World Drug Report, 2018). The development and persistence of addictive behaviors appears
to result from a complex interaction between central nervous system (CNS), immune system,
and the environment. However, the mechanisms involved in this interaction remain elusive.
Cocaine use can interfere with the production and release of cytokines, demonstrating its role
in immunomodulatory capacity (Correia et al., 2020). The abuse of psychostimulants results in
misbalance between pro- and anti-inflammatory response, leading to exacerbated
neuroinflammation (Moreira et al., 2016; Liao et al., 2016; Periyasamy et al., 2018). A growing
body of evidence suggests that cocaine is recognized by the immune system as a foreign
xenobiotic component, triggering pattern recognition receptors (PRR). This mechanism induces
the activation of innate immune response and modulates the nuclear factor kB (NFxB) signaling
pathway (Hutchinson and Watkins, 2014; Northcutt et al., 2015; Liao et al., 2016). Both
exacerbation and inhibition of the NFxB activity can impair the consolidation and
reconsolidation memory, which are important parameters to the drug-cue associations (Correia
et al., 2020).

Over the past few decades, the use of animal models has enabled a better understanding of
neurobiological processes as well as for evaluating new therapeutic strategies involved in
addiction (Lipska and Weinberger, 2000). Conditioned place preference (CPP) is a Pavlovian
conditioning protocol used to measure the drug-induced rewarding or aversive motivational
effects (Tzschentke, 1998). This protocol involves three phases: habituation (or pre-test),
conditioning of an association between the drug and a contextual stimulus, and the test that
offers the choice between the stimulus associated with the drug and a neutral context. If the
drug has a motivational meaning, the animals spend significantly more time exploring the drug-
paired compartment (Cunningham et al., 2006; Huston et al., 2013).

The CPP protocol can be performed using different apparatuses (Hitchcock et al., 2014;
Bernardi et al., 2009; Cunningham et al., 2003; Cunningham et al., 2006; White et al., 2005;
Tzschentke, 2007). The apparatuses most commonly used in CPP studies have two or three

compartments. In the first case, the two chambers are directly connected, whereas in the latter
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the CPP box consists of two chambers connected by a small corridor (Parker, 1992). Studies
suggest that the existence of an additional space may influence CPP behavior, since rodents
have a preference for new environments. The existence of the additional compartment enables
the animal to remain in an area of the apparatus not associated with a drug or vehicle. In
contrast, the two-compartment apparatus requires a choice made by the researcher, which may
become a potential bias in the study. (Bardo et al., 1989; Carr et al., 1988; Scoles and Siegel,
1986).

As CPP has become a widely used protocol, the types of apparatuses used vary across studies.
However, the consequences for the effects of cocaine on conditioning behavior and
neuroinflammation are unclear (Tzschentke, 2007). Therefores, we aim to evaluate the
neuroinflammatory response in the cocaine-induced CPP model in mice. In addition, we sought
to investigate the possible impact of apparatus of two and three compartments in the immune

response relate to cocaine abuse.

2. Methods

2.1. Subjects

Male Swiss mice (aged 8 to 10 weeks) were group-housed (5/cage) in a room maintained at 24
+ 2 °C with a 12 h light/dark cycle (lights on at 6 am). A habituation period of at least one week
was awaited between the arrival of the mice and the start of experiments. All mice had access
to food and water ad libitum. The project was approved by the local ethics committee (CEUA -
UFMG) under the protocol number 270/2018. All protocols were conducted in accordance with
the Brazilian Society of Neuroscience and Behavior Guidelines for the Care and Use of

Laboratory Animals.

2.2. Drug

Cocaine hydrochloride (10 and 20 mg/kg, Merck®) was dissolved in physiological saline (SAL,
0.9% NaCl). The solutions were prepared immediately before use and injected via
intraperitoneal (i.p.) route in a volume of 100ul for a 25g mice. Control animals received the

same volume of saline (SAL, 0,9%).

2.3. Apparatus and General Conditioning Procedures
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All the experiments were conducted in the light phase, between 7.00 and 12.00 a.m. in an
isolated, sound-attenuated room. The CPP protocol was performed using different apparatuses,
composed by two or three compartments. Both apparatuses had equal size and design. The walls
of the chambers were constructed of acrylic with interspersed black and white bands and the
floors consisted of removable acrylic surfaces. In one of the chambers (chamber A) the walls
had vertical stripes and the floor consisted of an acrylic grid with parallel and equally spaced
rods. The other (chamber B) had walls with horizontal stripes and an acrylic floor with circular
holes. Both chambers had 20cm long, 15¢cm wide, and 10cm high.

In the apparatus of three compartments, each chambers, doors (5 x 5cm) connecting
them to a central compartment (6¢cm long, 15cm wide, and 10cm high). In the apparatus of two
compartments, chamber A and B were directly connected by a door. In both apparatuses, the
intensity of illumination was similar between the compartments.

The CPP protocol was randomized, unbiased, and counterbalanced, consisting of three
phases, namely pre-conditioning, conditioning and test. In the pre-conditioning phase (first
day), each mouse was placed in the central compartment of the apparatus containing three
chambers, with the doors open, and could freely explore the box during 15 min. In the apparatus
of two compartments, the researcher previously defined in which compartment the animal
would be placed. Each compartments received the same number of animals to start the
exploration. The time spent in each compartment was registered. To avoid bias, it was
established that the animals exhibiting preference for one of the chambers (more than 70% of
the time) would not be included in the experiments. In any case, there was no preference for
none of the sides (i.e., this is an “unbiased” CPP protocol).

In the conditioning phase (days 2—7), the animals were randomly assigned to one of the
experimental treatments. They received cocaine injections on days 2, 4, and, 6 and were
immediately confined in one of the chambers (drug-paired side) for 30 min. Even though there
was no preference for any of the chambers, half of the animals in each experimental group were
confined in chamber A and the others in chamber B (i.e., this is a counterbalanced CPP
protocol). On days 3, 5, and, 7, vehicle was administered and the animals were confined in the
alternate chamber for the same time. Finally, on the test phase (day 8), each animal could freely
explore the entire apparatus. In the three compartments apparatus, mice were placed on the
central compartment while in the two compartments apparatus they were placed in the least
preferred compartment. Both apparatus with had the doors open. Mice, and remained in the box

for 15 min, when the time spent in each chamber was registered (Fig, 1).
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The CPP index (preference score) was calculated for each animal as the time spent in
drug-paired side during the test subtracted by the time spent in the same side in the pre-exposure
phase (Cunningham et al., 2006). The experiments were recorded by a video camera and

analyzed using the AnyMaze software (version 4.5).

2.4. Measurement of levels of cytokines and neurotrophic mediators

In order to analyze if the presence of the third compartment could influence the
neuroinflammatory response, we measured the levels of interleukins and neurotrophic factors
in mice submitted to the CPP protocol using apparatus with two or three compartments.

After the CPP protocol, the mice were euthanized with a mixture of Ketamine (300
mg/kg, Laboratory Cristalia, Brazil) and Xylazine (30 mg/kg, Rompun®, Bayer, Germany) by
1.p. route; Pre-frontal cortex, hippocampus, and striatum were carefully removed and
homogenized in an extraction solution (100 mg of tissue per milliliter), containing 0.4 M NacCl,
0.05% Tween 20, 0.5% BSA, 0.1 mM phenyl methyl sulphonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium
chloride, 10 mM EDTA, and 20 KIU aprotinin, using Ultra-Turrax. Lysates were centrifuged
at 13,000¢g for 10 min at 4 °C, supernatants were collected and stocked at —70 °C until use.
Samples at 1:3 dilutions in 0.1% BSA in PBS and the concentrations of cytokines (IL-1f, IL-
6, IL-10, and TNF-a), chemokine (CX3CL1), and neurotrophic factors (BDNF, NGF, and
GDNF) were determined by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (R&D Systems,
Minneapolis, MN) according to the manufacturer’s instructions. Results are expressed as
picogram per 100 mg oftissue or picogram per milliliter of serum. The detection limit of ELISA

assays was around 5 pg/mL.

2.5. Statistical Analysis

The data were tested for normality using the Shapiro-Wilk test. In order to evaluate the
functionality of the apparatuses in promoting CPP, the data were analyzed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey post-hoc and expressed as mean = SEM.
The results obtained for the groups cocaine and saline in two versus three compartments CPP
apparatuses were analyzed using two-way ANOVA, followed by Tukey post-hoc. The
significance level was set at p < 0.05 in two-tailed tests. Statistical analyses were performed

using Prism 6 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
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3. Results

3.1 Cocaine-induced CPP in the two and three-compartment apparatus.

To evaluate the functionality of the apparatuses in promoting CPP, two doses of cocaine
(10mg/kg and 20mg/kg) were tested. Mice of cocaine groups showed a significant preference
for the drug paired compartment in both two [(Saline: -9.54 + 28.42, Cocaine 10mg: 95.36 +
29.32, Cocaine 20mg: 103.70 £ 21.02; Saline x Cocaine 10 mg: p= 0.0262; Saline x Cocaine
20mg: p= 0.0195; Cocaine 10mg x Cocaine 20mg: p= 0.9747) (Figure 2 A)] and three [(Saline:
32.56 £19.67; Cocaine 10mg: 140.30+£29.92; Cocaine 20mg: 172.50+£22.71; Salina x Cocaine
10mg: p= 0.0107; Saline x Cocaine 20 mg: p= 0.0007; Cocaine 10mg x Cocaine 20mg: p=

0.6270) (Figure 2 B)] compartment apparatuses, when compared to control groups.

3.2 The CPP apparatuses influenced immunological and neurochemical parameters in the

prefrontal cortex, hippocampus and striatum.

In order to investigate if the immunological and neurochemical parameters had
alterations between conditioned animals in different CPP apparatuses, control and cocaine 20
mg/kg groups conditioned in the two and three compartment apparatuses were chosen.

After the CPP protocol, the mice were euthanized the levels of cytokines and chemokine
(IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, and CX3CL1) and neurotrophic factors (BDNF, GDNF, and NGF)

were measured in the prefrontal cortex, hippocampus and striatum.

3.2.1. Immunological and neurochemical parameters in the pre-frontal cortex

The animals conditioned in the two compartments apparatus showed similar levels of
cytokines in the prefrontal cortex in both control and cocaine groups. While in the three
compartments apparatus, the mice that received cocaine showed decreased levels of IL-1, IL-
6, and IL-10, compared to the control group. The TNF-a concentration was similar between the
groups (Figure 3).In addition, there was an increase of the evaluated cytokines in the control
group conditioned in the three compartments apparatus in comparison to control group
conditioned in the two compartments apparatus (IL-1B: Apparatus: F (1, 16)=77.31, p<0.0001;
Treatment: F (1, 16) = 11.61, p=0.0036; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 20.69, p=0.0003;
IL-6: Apparatus: F (1, 16) = 6.162, p= 0.0245; Treatment: F (1, 16) = 3.974, p= 0.0635;
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Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 5.395, p=0,0337; IL-10: Apparatus: F (1, 16) = 23.72,
p=0.0002; Treatment: F (1, 16) =6.492, p=0.0215; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 6.314,
p=0.0231; TNF-a: Apparatus: F (1, 16) = 14.53, p=0.0015; Treatment: F (1, 16) = 7.570,
p=0.0142; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 8.339, p=0.0107, two-way ANOVA followed by
Tukey post-hoc, Figure 3 A-D).

Regarding to the chemokine CX3CL1, we observed increased levels in the control group of
conditioned animals in the three-compartment apparatus than in two compartments. The same
was observed for groups that received cocaine. [(Apparatus: F (1, 16) = 70.65, p<0.0001;
Treatment: F (1, 16) = 1.568, p=0.2285; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 0.3732, p=0.5499),
(Figure 3E)]. Taking saline and cocaine groups for comparison, the CX3CL1 levels were
similar in both apparatuses with two and three compartments (Figure 3E).

In prefrontal cortex, no significant differences were found in BDNF and NGF levels between
control and cocaine groups conditioned in the two or three compartments apparatus (Fig. 3 F
and H). [(Apparatus: F (1, 16) = 0.2247, p=0.6419; Treatment: F (1, 16) = 2.931, p=0.1062;
Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 0.9517, p=0.3438, (Figure 3F) and NGF (Apparatus: F (1,
15) =7.147, p=0.0174; Treatment: F (1, 15) = 0.1342, p=07192; Apparatus x Treatment: F (1,
15) = 1.269, p=0.2776, Figure 7 H)]. However, cocaine induced reduction of GDNF levels |
mice conditioned in the three-compartments apparatus (Fig. 3H) [(Apparatus: F (1, 16) =27.52,
p<0.0001; Treatment: F (1, 16) = 9.285, p=0.0077; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 11.43,
p=0.0038), (Figure 3H)].

3.2.2. Immunological and neurochemical parameters in the hippocampus.

In the hippocampus, there were no significant differences in the levels of the cytokines
IL-1B, IL-6, IL-10. and TNF-a between the saline and cocaine groups conditioned in both
apparatuses (Fig. 4 A- D). Comparing the saline groups, the mice submitted to the CPP using
the apparatus with two compartments, showed higher levels of IL-1P [(Apparatus: F (1, 16)
=19.95, p=0.0004; Treatment: F (1, 16) =0.3071, p=0.5872; Apparatus x Treatment: F (1, 16)
=1.059, p=0.3188, (Figure 4A)] and IL-10 [(Apparatus: F (1, 16) =15.55, p=0.0012; Treatment:
F (1, 16) = 0.3194, p=0.5798; Apparatus x Treatment: F (1, 16) =0.8702, p=0.3648), (Figure
4C)] than mice conditioned in apparatus with a three compartments. No significant changes
were found in the levels of IL-6 [(Apparatus: F (1, 15) = 2.648, p=0.1245; Treatment: F (1, 15)
= 0.6876, p=0.4200; Apparatus x Treatment: F (1, 15) = 1.672, p=0.2156), (Figure 4 B) and
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TNF-a [(Apparatus: F (1, 15) = 4.212, p=0.0580; Treatment: F (1, 15) =0.5346, p=0.4759;
Apparatus x Treatment: F (1, 15) =0.3972, p=0.5380), (Figure 4 D)].

Using the two-compartment apparatus, similar hippocampal levels of CX3CL1 was found in
saline and cocaine groups (Fig. 4 E). Whereas cocaine promoted decrease of the CX3CL1
concentrations in mice conditioned in the three-compartment apparatus. compared to saline
group conditioned in the two compartments apparatus (Apparatus: F (1, 16) =17.13, p=0.0008;
Treatment: F (1, 16) = 0.4999, p=0.4897; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 3.565, p=0.0773,
Figure 4E).

In hippocampus, cocaine did not change the levels of BDNF, GDNF, and NGF neither using
two nor three-compartment apparatus (Figure 4F-H). When the apparatuses used were
compared, there were also no changes in the levels of neurotrophic mediators [(BDNF:
Apparatus: F (1, 16) =0.05998, p=0.8096; Treatment: F (1, 16) = 0.2185, p=0.6465; Apparatus
x Treatment: F (1, 16) = 0.3414, p=0.5672, Figure 4F); GDNF: Apparatus: F (1, 16) = 2.334,
p=0.1461; Treatment: F (1, 16) =0.9827, p=0.3363; Apparatus x Treatment: F (1, 16) =0.2007,
p=0.6602, Figure 4G); NGF: Apparatus: F (1, 16) = 2.336, p=0.1459; Treatment: F (1, 16) =
0.05456, p=0.8183; Apparatus x Treatment: F (1, 16) =0.1323, p=0.7208, Figure 4H)].

3.2.3 Immunological and neurochemical parameters in the striatum.

In the striatum, no significant differences were found in levels of IL-6, IL-10, and TNF-
o between saline and cocaine groups conditioned in the two or three compartments apparatus
(Figure 5B-D). While the concentrations of IL-1 were decreased in cocaine group in
comparison with saline group conditioned in the three-compartment apparatus (Fig.5A). When
we evaluated the apparatuses used, the levels of IL-1B (Apparatus: F (1, 16) =12.94, p=0.0024;
Treatment: F (1, 16) = 3.341, p=0.0863; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 10.31, p=0.0055,
Figure 5A), IL-10 (Apparatus: F (1, 15) = 14.77, p=0.0016; Treatment: F (1, 15) = 2.116,
p=0.1664; Apparatus x Treatment: F (1, 15) = 2.409, p=0.1415, Figure 5C), and TNF-a
(Apparatus: F (1, 14) =9.613, p=0.0078; Treatment: F (1, 14) = 0.3168, p=0.5824; Apparatus
x Treatment: F (1, 14) =0.02167, p=0.8851, Figure 5D) of saline group increased, compared to
the saline group conditioned in the two compartments apparatus. The same was observed for
the levels of IL-6 [(Apparatus: F (1, 15) = 2.858, p=0.1116; Treatment: F (1, 15) = 1.511,
p=0.2380; Apparatus x Treatment: F (1, 15) =6.482, p=0.0224), (Figure 5 B)] of mice receiving
cocaine in the apparatus with three compartments, compared to mice receiving cocaine in the

apparatus with two compartments.
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Cocaine exposure induced did not change the CX3CLI levels in mice submitted to the CPP
protocol using the apparatus with two or three compartments (Figure SE). Comparing the
apparatuses used, the CX3CL1 levels was higher in the saline group conditioned in the three-
compartment apparatus than in the groups conditioned in the two-compartment apparatus
[(Apparatus: F (1, 16) =90.51, p<0.0001; Treatment: F (1, 16) =9.702, p=0.0067; Apparatus x
Treatment: F (1, 16) = 12.38, p=0.0028), (Figure 6 C)].

Regarding to neurotrophic factors, cocaine exposure, as well the type of CPP apparatuses used
did not chance the levels of the BDNF, GDNF, and NGF [(BDNF: Apparatus: F (1, 16) =
0.8414, p=0.3726; Treatment: F (1, 16) = 1.205, p=02886, Apparatus x Treatment: F (1, 16) =
0.6372, p=0.4364, Figure 5F); (GDNF: Apparatus: F (1, 16) = 1.402, p=0.2537; Treatment: F
(1, 16) = 0.4394, p=0.5169, Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 3.050, p=0.0999, Figure 5G);
and (NGF: Apparatus: F (1, 16) = 3.122, p=0.0963; Treatment: F (1, 16) = 0.4633, p=0.5058,
Apparatus x Treatment: F (1, 16) =1.111, p=0.3074, Figure SH)].

4. Discussion

In the current study, we evaluated neuroinflammatory and neurochemical parameters in
a murine model of cocaine-induced CPP, using two and three-compartments apparatuses. CPP
has been used extensively to investigate the motivational effects of cocaine abuse in mice.
Besides the wide variety of CPP apparatuses with different number of compartments, its
influence on the behavioral, immunological, and neurochemical response was not evaluated so
far. Here, we demonstrated that the administration of cocaine in 10mg/kg and 20mg/kg induced
CPP behavior in both two and three-compartments apparatuses. These data corroborate
previous studies using different types of CPP apparatuses (Hitchcock et al., 2014; Bernardi et
al., 2009; Cunningham et al., 2003; Cunningham et al., 2006; White et al., 2005; Tzschentke,
2007).

Neuroinflammation plays a critical role in the development of reward-related behavior
in cocaine self-administration and CPP in rodents. The peripheral levels of cytokines are altered
by cocaine use (Fox et al., 2012; Gan et al., 1998; Rofael et al., 2003). In the CNS, a growing
body of evidence support the cocaine-induced “xenobiotic hypothesis”. Cocaine induces
microglial activation in mice (Liao et al., 2016; Periyasamy et al., 2018) and can be recognized
by the immune system as a foreign xenobiotic component, triggering PRRs, mainly toll like
receptors (TLRs) 2 and 4 (Correia et al., 2020). Since the innate immunity is prompted, there is

activation of glial cells as well as modulation of the NF«B signaling pathway. This cascade can
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lead to changes in the release of several inflammatory mediators, such as IL-1p, IL-6, IL-10,
and TNFa (Correia et al., 2020).

Neurotrophic factors and cytokines influence synaptic transmission and neuronal morphology,
leading to dysfunctions in the nucleus accumbens (NAc) and prefrontal cortex after repeated
injections of psychostimulants, including cocaine (Robinson et al., 1997; Yamada et al., 2004).
The addictive behaviors appear to result from a complex interaction between CNS, immune
system, and the environment. However, the mechanisms involved in this interaction remain
elusive. For instance, some studies have reported increased levels of IL-1p, IL-6, and CX3CLI1
(Brown rt al., 2018; Montesinos et al., 2019); while another has demonstrated a decrease of
TNFa alongside to preserved IL-1 concentrations and trend to decreased CX3CL1 in the CNS
of rodents exposed to peripheral administration of cocaine (Lin et al., 2011). The dopamine
(DA) rewarding system originates in the midbrain ventral tegmental area (VTA) and extends to
the NAc, prefrontal cortex, and other limbic areas (Koob et al., 1992). Therefore, the cocaine-
induced immune response is site-specific (Yamada et al., 2004; Correia et al., 2020). The
protocol of drug administration also seems to impact the levels of inflammatory mediators in
the CNS. Evidence indicates the upregulation of NFkB subunits in the NAc of mice injected
daily with cocaine during at least 7 consecutive days, but not in mice that received only a single
cocaine administration (Ang et al., 2001; Liao et al., 2016).

In addition, we demonstrated that the apparatuses used in the CPP protocol may influence the
cocaine-induced neuroinflammation. We found alterations in inflammatory and neurochemical
markers only in mice submitted to cocaine CPP protocol using three-compartments apparatus.
These alterations occurred mainly in the pre-frontal cortex, where the levels of IL-1p, IL-6, IL-
10, and GDNF were decreased. We also found reduction of IL-1p and CX3CL1 in the striatum
and hippocampus, respectively. Since cocaine prompts an exacerbated neuroinflammation, the
reduction of IL-1p and IL-6 might be explained by counter-regulatory mechanism to minimize
the ‘xenobiotic’-related effects of this drug, such as the down-regulation of IL-10 and CX3CLI1
(Liao et al., 2016; Periyasamy et al., 2018; Correia et al., 2020).

The up-regulation of IL-1f and IL-6 has been associated with cognitive decline in
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s and Parkinson’s disease (Swanson et al.,
2018; Rea et al., 2018). Addiction is a condition of maladaptative memory. The drug abuse
induces a pathological usurpation of the neural mechanism of learning and memory leading to
behaviors related to the pursuit of rewards and the cues that predict it, such as places (Hyman,
2005). Interestingly, drug addiction and physiological memory share common neurobiological

mechanisms. They may be modulated by the same neurotrophic factors, activating similar
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signaling pathways (Nestler et al., 2001). In this context, the reduction or preservation of the
IL-1pB and IL-6 levels in key brain areas may contributed for the cocaine-induced CPP observed
in the current study.

The down-expression of GDNF found in the pre-frontal cortex of mice submitted to the CPP
protocol, using three-compartment apparatus, may also reinforce the place preference behavior.
GDNEF is important for the survival and differentiation of dopaminergic neurons. Infusion of
GDNF into the VTA blocks cocaine-induced rewarding effects. Conversely, rats submitted to
intra-VTA infusion of anti-GDNF antibody and heterozygous GDNF knockout mice presented
higher cocaine effects in comparison to non-treated rats and wide type mice, respectively. These
data suggest that GDNF act as an anti-additive mediator (Messer et al., 2000; Yamada et al.,
2004). The trend to decreased levels of BDNF in the pre-frontal cortex in cocaine-treated
animals compared to the control group corroborates studies that report drug exposure-related
dysfunctions of neurotrophic factors and peripheral reduction of BDNF levels (Nestler, 2001;
Simchon et al., 2015; Ornel et al., 2018; Rovaris et al., 2017).

Interestingly, the protocol using the two-compartment apparatus induceds CPP behavior, but
did not change the immunological and neurochemical parameters in mice exposed to cocaine.
When comparing the control groups submitted to the CPP protocol using two or three-
compartments apparatus, a significant increase in IL-1p and IL-10 (pre-frontal cortex,
hippocampus, and striatum), IL-6 and GDNF (pre-frontal cortex), TNF-a (pre-frontal cortex
and striatum), and CX3CL1 (pre-frontal cortex and hippocampus) levels were found in animals
conditioned in the three-compartments apparatus. Regarding the conditioned cocaine groups,
IL-1B (prefrontal cortex), IL-6 (striatum), and CX3CL1 (prefrontal cortex and hippocampus)
were increased in the group submitted to CPP protocol using the three-compartment apparatus
in comparison to those of the two-compartment apparatus. These results suggest that the three-
compartment apparatus is a functional model of cocaine-induced CPP that can detect changes
in neuroinflammatory and neurochemical mediators commonly observed in drug-addiction.
Thus, whereas both apparatuses are equally sensitive to detect the behavioral effects of cocaine,
the three-compartment version proved to be more sensitive to detect the neuroimmunological
effects of the drug. Thus, the use of the three-compartment apparatus seem more appropriate to
gather both behavioural and neuroimmunological data.related to cocaine administration,
resulting in improved construct validity (Machado et al., 2004; Miranda et al., 2017; Nunes and
Hallak, 2014).

Several aspects can alter the CPP induced by cocaine, such as doses, route, and administration

schedule of the drug. This work suggests that the type of apparatus used can influence
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neurobiological mechanisms related to the place preference behavior induced by cocaine. Our
results could help to explain why published studies inhibiting CPP, using a two-compartment
apparatus, presented variable results (Lespine and Tirelli, 2019; Areal et al., 2019; Adams et
al., 2001; Cervo and Samanin, 1995; Kosten et al., 1996; Baker et al., 1998).

In conclusion, the current study demonstrated that the type of apparatus might influence
the investigation of neurobiological mechanisms associated with cocaine-induced CPP. Our
data suggest that the three compartment-apparatus is a more appropriate model, to investigate

the neuroinflammatory response related to cocaine addiction.
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Fig. 1. Experimental design. The groups were submitted to conditioning place preference. After
behavioral testing, mice had brains dissected for immunobiochemical assays.

C: Cocaine. S: saline.
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Fig. 2. Cocaine induced conditioned place preference (CPP) in two- and three- compartments
apparatuses in mice. (A) CPP to cocaine in apparatus with two compartments. Group Sal
received saline every day (n=9), group Cocl0 received 10 mg/kg of cocaine (n=9) and group
Coc20 received 20mg/kg on the days of conditioning (n= 8). (B) CPP to cocaine in apparatus
with three compartments. Group Sal received saline every day (n= 10), group Cocl0 received
10 mg/kg of cocaine (n= 8) and group Coc20 received 20mg/kg on the days of conditioning (n=
9). Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc and expressed as
mean + SEM. There was a significant preference for the conditioned side in both apparatuses:
*p<0.05, ***p<0.001.
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Fig. 3. Levels of cytokines in the prefrontal cortex. Saline and cocaine groups were conditioned
to place preference using two and three compartments apparatuses. The group Saline received
saline every day (n= 5), and the group Cocaine (n= 5) received 20mg/kg on the days of
conditioning. The levels of IL-1p, IL-6, IL-10, and TNF-a were measured using ELISA. Results
are expressed as mean £ SEM and asterisks indicate statistical differences between groups:
*p<0.05, ***p<0.001, two-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test.
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Fig. 4. Levels of cytokines in the hippocampus. Mice were conditioned place preference to
cocaine in two and three compartments apparatuses. Group Saline received saline every day
(n=15), group Cocaine (n=5) received 20mg/kg on the days of conditioning. IL-1p, IL-6, IL-10
and TNF-a concentration were measured by ELISA. Results are expressed as mean = SEM and
asterisks indicate statistical differences between groups: *p<0.05, **p<0.01, two-way ANOV A
followed by Tukey's multiple comparisons test.
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Fig. 5. Levels of cytokines in Striatum. Mice were conditioned place preference to cocaine in
two and three compartments apparatuses. Group Sal received saline every day (n= 5), group
cocaine (n=5) received 20mg/kg on the days of conditioning. IL-1p, IL-6, IL-10 and TNF-a
concentrations were measured by ELISA. Results are expressed as mean = SEM. Asterisk(s)
indicate statistical differences where *p <0.05, ***p < 0.001, two-way ANOVA followed by
Tukey's multiple comparisons test.
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Fig. 6. Levels of CX3CLI in (A) prefrontal cortex, (B) hippocampus and (C) striatum. Mice
were conditioned place preference to cocaine in two and three compartments apparatuses.
Group saline received saline every day (n= 5), group cocaine (n= 5) received 20mg/kg on the
days of conditioning. CX3CLI concentrations were measured by ELISA. Results are expressed
as mean = SEM. Asterisks indicate statistical differences where **p<0.01, ***p < 0.001, two-
way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test.
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Fig. 7. Levels of neurotrophic mediators in prefrontal cortex. Mice were conditioned place
preference to cocaine in two and three compartments apparatuses. Group saline received saline
every day (n=5), group cocaine (n= 5) received 20mg/kg on the days of conditioning. BNF,
GDNF and NGF concentration were measured by ELISA. Results are expressed as mean =+
SEM. Asterisks indicate statistical differences where **p<0.01, ***p < 0.001, two-way
ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test.



NGF
(pg/100mg of tissue)

BDNF
(pg/100mg of tissue)

64

A 3 Saline

1000- @ Cocaine 400-

vy}

300+ I

600+

200+

GDNF
(pg/100mg of tissue)

100+

L] T L] L]
Compartments 2 Compartments 3 Compartments 2 Compartments 3

(@)

2500+

- - N
o (=} [3,] (=]
(=] (=] o (=]
e < < °

o

Compartments 2 Compartments 3

Fig. 8. Levels of neurotrophic mediators in the hippocampus. Mice were conditioned place
preference to cocaine in two and three compartments apparatuses. Group saline received saline
every day (n=5), group cocaine (n= 5) received 20mg/kg on the days of conditioning. BNF,
GDNF and NGF concentrations were measured by ELISA. Results are expressed as mean =+
SEM. Two-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test.
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Fig. 9. Levels of neurotrophic mediators in the striatum. Mice were conditioned place
preference to cocaine in two and three compartments apparatuses. Group saline received saline
every day (n=5), group cocaine (n= 5) received 20mg/kg on the days of conditioning. BNF,
GDNF and NGF concentrations were measured by ELISA. Results are expressed as mean =+
SEM. Two-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test.



Table 1: Cytokine profile of prefrontal cortex, hippocampus and striatum of mice conditioned in
different apparatuses and treated with saline or cocaine.

Cytokine

Brain Regions

IL-1B

IL-6

IL-10

TNF-a

CX3CL1

BDNF

GDNF

NGF

PFC
Hippocampus
Striatum

PFC
Hippocampus
Striatum

PFC
Hippocampus
Striatum

PFC
Hippocampus
Striatum

PFC
Hippocampus
Striatum

PFC
Hippocampus
Striatum

PFC
Hippocampus
Striatum

PFC
Hippocampus
Striatum

Experimental  Groups

Two Three Effect
compartments compartments

Saline Cocaine Saline Cocaine
566.59+12.84 628.53+44.22 1290.51+£72.68  858.80+66.13% % a
285.44+26.91 307.63+42.20 * 468.27+72.40 b
259.96+48.45 327.93+18.05 542.24+31.39" 346.92+60.02% c
594.62+58.23"

265.26+43.20 279.16+34.97 468.08+61.34" 285.90+16.53% d
202.45+£27.71 214.70+34.44  193.62+19.90 137.58+16.40 ns
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689.130+48.5 5 1312.37+129.63  1144.42+98.57 h
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7 *
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349.90+18.12 361.95£20.02 661.79+61.26" 429.40+27.32% n
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1

249.934+30.96
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PFC: prefrontal cortex; Results expressed as pg/100mg of tissue (mean + SEM).

a Apparatus: F (1, 16=77.31, p <0.0001; Treatment: F (1,16 = 11.61, p =0.0036; Apparatus x Treatment: F (1 16y = 20.69, p
=0.0003.

b Apparatus: F (1, 16y =19.95, p =0.0004; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: ns.

¢ Apparatus: F (1,16 =12.94, p =0.0024; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: F (i, 16)= 10.31, p =0.0055.

d Apparatus: F (1, 16)= 6.162, p = 0.0245; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 5.395, p =0,0337.

e Apparatus: ns; Treatment:ns; Apparatus x Treatment: F (1, 15)=6.482, p =0.0224.

f Apparatus: F (1,16) = 23.72, p=0.0002; Treatment: F (1, 16) =6.492, p=0.0215; Apparatus x Treatment: F (1, 16) = 6.314,
p=0.0231.

g Apparatus: F (1,16 =15.55, p =0.0012; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: ns.

h Apparatus: F 1,15 = 14.77, p=0.0016; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: ns.

i Apparatus: F (1, 16) = 14.53, p =0.0015; Treatment: F 1,16y = 7.570, p =0.0142; Apparatus x Treatment: F (;, 16y = 8.339,
p=0.0107.

j Apparatus: F (1, 14y=9.613, p =0.0078; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: ns.

k Apparatus: F (1, 16) = 70.65, p <0.0001; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: ns.

1 Apparatus: F 1,16y = 17.13, p=0.0008; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: ns.

m Apparatus: F (1,16 = 90.51, p <0.0001; Treatment: F (1,16 = 9.702, p =0.0067; Apparatus x Treatment: F (1 16)=12.38, p
=0.0028.

n Apparatus: F (1, 16) = 27.52, p <0.0001; Treatment: F (1, 16 = 9.285, p =0.0077; Apparatus x Treatment: F (1 16 =11.43, p
=0.0038,

o Apparatus: F (1, 15y =7.147, p =0.0174; Treatment: ns; Apparatus x Treatment: ns.

p < 0.05 Turkey’s multiple comparisons test, where: * Saline Two compartments x Saline Three compartments; # Cocaine
two compartments x Cocaine three compartments, € Saline three compartments x Cocaine three compartments.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The mechanisms involved in the maintenance of cigarette smoking and nicotine reward remain unclear. Immune
CPpP response might play an important role in this context. Nicotine may induce both central and systemic inflam-
Nicotine matory responses as well as changes in the regulation of brain-derived neurotrophic factor (BDNF). The
:f:r:::;ll:: P conditioned place preference (CPP) is a method used for the evaluation of nicotine-induced reward, reproducing
Resianl nicotine-seeking behavior in humans. So far, there are no studies investigating the relationship between neu-

roinflammation and nicotine-induced CPP. This study aimed to evaluate the levels of inflammatory mediators
and neurotrophic factors in key areas of the central nervous system (CNS) of mice subject to nicotine-induced
CPP. CPP was induced with an intraperitoneal administration of 0.5 mg/kg of nicotine in male Swiss mice,
using an unbiased protocol. Control group received vehicle by the same route. The levels of cytokines, chemo-
kines, and neurotrophic factors were measured using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in the brain
after CPP test. As expected, nicotine induced place preference behavior. In parallel, we observed increased pe-
ripheral levels of IL-6 and IL-10 alongside increased hippocampal levels of NGF but decreased GDNF in mice
treated with nicotine compared to controls. In the striatum, nicotine promoted decrease of IL-18, IL-10 and GDNF
levels, while the levels of all the mediators were similar between groups in the pre-frontal cortex. Our results
provide evidence on the role of cytokines and neurotrophic factors in nicotine-induced CPP in mice.

1. Introduction

Tobacco use is a major public health concern, resulting in nearly 7
million annual deaths worldwide [36], Nicotine is one of over 4,000
different compounds of tobacco smoke, being the main responsible for
its addictive property [4.46, 48], Nicotine stimulates mesolimbic dopa-
minergic system (reward system) that plays a major role in drug seeking
[24].

Notwithstanding the evident abuse potential associated with tobacco
smoking, it has been difficult to assess and investigate nicotine-

rewarding properties in experimental settings. This could be explained
by factors such as the dose range investigated and the absence of other
tobacco products [27,35]. In this context, the conditioned place pref-
erence (CPP) is a useful protocol for the evaluation of the nicotine-
induced reward and its relevance to addiction [35]. Briefly, the CCP
procedure is performed using an apparatus with two or three chambers,
One of these chambers is repeatedly associated with administration of
nicotine, while the other(s) with administration of vehicle [27]. The
preference place effect is detected when the animal spends significantly
more time in the drug-paired compartment of the CPP box [9].
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Experimental studies have shown increased expression of pro-
inflammatory mediators in different brain regions [42,23.2], as well as
higher activation of astrocytes and microglia in rodents exposed to
nicotine compared to controls [2,38]. Conversely, evidence also sug-
gests that nicotine-induced suppression of neuroinflammation in both
human and experimental models of addiction (23 |. Neurotrophic factors
also seem to play a role t in smoking addiction. Clinical studies showed
increased serum levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in
smokers compared with no-smokers subjects (20,34, In addition, serum
levels of BDNF correlated positively with carbon monoxide in smokers
[51]. Despite a steady progress in the area, the mechanisms underlying
the maintenance of nicotine reward remains unclear. In addition, there
are no studies evaluating the neuroinflammation in nicotine-induce
CPP.

The present study aimed to investigate the role of central and sys-
temic inflammatory response, as well as of neurotrophic factors, in
nicotine reward using CPP test. We hypothesize that the neuro-
inflammation modulate, at least in part, the maintenance of nicotine
reward.

2, Methods
2.1. Animals

Male Swiss mice (aged 8-10 weeks-old) were group-housed (5 per
cage) in a room maintained at 24 + 2 °C with a 12 h light/dark cycle
(lights at 6 am). Mice were tested during the light phase. A habituation
period of at least one week was observed between the arrival of the mice
and the start of the experiment. The experiments were performed be-
tween 7 and 12 am. All mice had access to food and water ad libitum
during the study. All procedures were approved by the Committee for
Ethics in Animal Experimentation (CEUA/UFMG, Permit Protocol
Number 270/2018). The brain samples were collected under ketamine/
xylazine anesthesia and all efforts were made to minimize animal
suffering. The mice were euthanized using an overdose of ketamine/
xylazine by intraperitoneal (i.p.) route.

2.2, Drug

Nicotine hydrogen tartrate salt (0.5 mg/kg, Merck®) was dissolved
in physiological saline (SAL, 0.9% NaCl) and the pH were adjusted to
7.4. The solutions were prepared immediately before use and injected by
intraperitoneal (i.p.) route in a volume of 1 mL/100 g. Control mice
receive the same volume of saline.

2.3. CGonditioned place preference

The CPP was assessed in a dark acrylic box consisting of two cham-
bers, with equal sizes (20 cm long, 15 wide and 10 cm high) with doars
(5 » 5 cm) connecting them to a central compartment (6 cm long, 15 cm
wide and 10 em high). The walls of the side chambers were constructed
of acrylic with interspersed black and white bands and the floors con-
sisted of removable acrylic surfaces. In one of the chambers (chamber A)
the walls had vertical stripes and the floor consisted of an acrylic grid
with parallel and equally spaced rods. The other (chamber B) had walls
with horizontal stripes and an acrylic floor with eircular holes. The in-
tensity of illumination was similar between the compartments. The ex-
periments were recorded by a video camera and the time spent by the
animals in each compartment was automatically analyzed with Any-
Maze software (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).

The CPP protocol was randomized, unbiased and counterbalanced,
consisting of three phases: pre-conditioning, conditioning and test. In
the pre-conditioning phase (first day), each mouse was placed in the
central compartment of the box of the three chambers, with the doors
open, and could freely explore the box during 15 min. The time spent in
each compartment was registered. To avoid bias, it was established that
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the animals exhibiting preference for exploring one of the chambers
(more than 70% of the time) would not be included in the experiments
(i.e., this is an “unbiased™ CPP protocol).

In the conditioning phase (days 2-7), the animals were randomly
assigned to one of the experimental treatments (nicotine or vehicle).
They received drug injections on days 2, 4 and 6 and were immediately
confined in one of the chambers (drug-paired side) for 30 min. Even
though there was no preference for any of the chambers, half of the
animals in each experimental group were confined in chamber A and the
others in chamber B (i.e., this is a counterbalanced CPP protocol). On
days 3, 5 and 7 vehicle was administered and the animals were confined
in the alternate chamber for the same time. Finally, on the test phase
(day 8), each animal was placed in the apparatus with the doors open,
and remained in the box for 15 min, and the time spent in each chamber
was registered (Fig. 1).

The CPP score was calculated for each animal as the time spent in
drug-paired side (chamber A or B, depending on the animal) during the
test subtracted by the time spent in the same side in the pre-exposure
phase [9].

2.4. ELISA analyses of cytokines and neurotrophic factors

Immediately after CPP protocol, the animals were euthanized and
hippocampal, frontal cortex and striatum were rapidly and carefully
removed and homogenized in an extraction solution (100 mg of tissue
per milliliter), containing 0.4 M NaCl, 0.05 % Tween 20, 0.5 % BSA,
0.1 mM phenyl methyl sulphonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium
chloride, 10 mM EDTA, and 20 KIU aprotinin, using Ultra-Turrax. Ly-
sates were centrifuged at 13,000g for 10 min at 4 °C, supernatants were
collected and stocked at — 70 “C until use. Blood samples were also
obtained, centrifuged at 1500 x g for 10 min at 4 “C, and the serum was
collected and stocked at — 70 °C until use.

The concentrations of cytokines (IL-1p, IL-6, IL-10, and TNF-a),
chemokine (CX3CL1), and neurotrophic factors (BDNF, NGF, and GDNF)
were determined by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(R&D Systems, Minneapolis, MN) according to the manufacturer's in-
structions. Results are expressed as picogram per 100 mg of tissue or
picogram per milliliter of serum. The detection limit of ELISA assays was
around 5 pg/mL. These mediators were chosen considering their
importance in the modulation of the inflammatory response in the CNS,
as well as in the cognitive functions. Both exacerbation and inhibition of
the nuclear factor (NF) kB activity can impair the consolidation and
reconsolidation memory, that are important parameters to the drug-cue
associations [8].

2.5. Statistical analysis

The results were presented as mean + standard error of the mean
(SEM). All data were tested for normality using the Shapiro-Wilk test.
The variables were normally distributed and compared by Student's ¢
test. Pearson’s correlation analyses were performed to examine the
relationship among CPP, cytokines and neurotrophic factors. The sig-
nificance level was set at as p < 0.05 in two-tailed tests. Statistical an-
alyses were performed using Prism 6 software (GraphPad, La Jolla, CA,
USA).

3. Results

Mice receiving nicotine (0.5 mg/kg) spent more time exploring the
injection-paired side as compared to the vehicle-administered group
(t = 4.267; df = 8; p = 0.0027), indicating the CPP was successfully
established (Fig. 2). Importantly, no mice displayed preference for
exploring one chamber during the pre-conditioning phase. Thus, no
exclusions were performed. No significant differences were found be-
tween the groups in the percentage of time exploring the chamber A
(saline: 51 + 1.274; nicotine: 57.B0 + 3.672; t = 1.750; df = 18;
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Fig. 1. Experimental design. The mice received saline or nicotine and were submitted to conditioning place preference (CPP). The protocol followed the pre-test,
conditioning, and test phases. After the behavioral testing, the brains mice were dissected for neurochemical assays.
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Fig. 2. The preference place score of mice submitted to CPP-nicotine protocol. Results are expressed as mean = SEM and are representative of at least two inde-
pendent experiments (n = 5 per group). *Means significant difference comparing nicotine-group versus control (p < 0.05).

p = 0,0972) or the chamber B (saline: 49 + 1.274; Nicotine:
42.20 + 3.672; t = 1.750; df = 18; p = 0,0972) in the pre-conditioning
phase. Moreover, no locomotor activity changes were found as revealed
for the total distance (cm) traveled in the apparatus (saline:
2217 + 68,66; nicotine: 2463 + 248; t = 0.9578; df = 8; p = 0,3662).

No significant difference was found in the levels of cytokines, che-
mokine or neurotrophic factors in the prefrontal cortex of mice receiving
nicotine compared with controls (IL-18: t = 0.3822, df = 8, p = 0.7123;
IL-6: t = 0.8098, df = 8, p = 0.4415; IL-10: t = 0.09807, df = 8,
p = 0.9243; TNF-w: t = 1,022, df = 5, p = 0.3535; CX3CL1: t = 0.6397,
df = 8, p = 0.5402; BDNF: t = 0.1038, df = 8, p = 0.9199; NGF:
t = 0.04741, df = 7, p = 0.9635; GDNF: 1 = 0.5630, df = 8, p = 0.5889,
Fig. 4). In the hippocampus, animals that received nicotine presented
increased levels of NGF alongside decreased concentration of GDNF
compared with vehicle mice (NGF: t = 2,993, df = 6, p = 0.0242; GDNF:
t = 2.834, df = 6, p = 0.0298). No significant difference was found in the
levels of IL-16 (t = 1.181, df = 8, p = 0.2714), IL-6 (t = 0.05845, df = 8,
p = 0.9548), IL-10 (t = 0.5555, df = 8, p = 0.5937), TNF-u (t = 0.3098,
df = 5, p = 0.7692), CX3CL1 (t = 0.6308, df = 8, p = 0.5458) and BDNF
(t = 1.399, df = 8, p = 0.1995, Fig. 4).

In the striatum, a significant decrease in the concentration of IL-186,
IL-10, and GDNF was found comparing mice that received nicotine with
those receiving vehicle (IL-18: t = 2.877, df = 7, p = 0.0238; IL-10:
t = 2,401, df = 7, p = 0.0474; GDNF: t = 3.134, df = 6, p = 0.0202,
Fig. 5). No changes were found in the levels of IL-6 (t = 1.754, df = 7,
p =0,1228), TNF-« (t = 0.6559, df = 5, p = 0.5408), CX3CL1 (t = 1.488,
df = 8, p = 0.1750), BDNF (t = 0.04652, df = 8, p = 0.9640), and NGF
(t = 0.3106, df = 7, p = 0.7652, Fig. 5).

Higher levels of IL-6 and IL-10 were found in the serum of mice

receiving nicotine compared with control animals receiving vehicle (IL-
6:t = 2.450, df = 6, p = 0.0498; IL-10: t = 2,943, df = 4, p = 0.0423,
Fig. 6). No difference was observed in the serum concentration of IL-18
(t =0.6418, df = 7, p = 0.5414), TNF-u (t = 1.684, df = 6, p = 0.1431),
CX3CL1 (t = 0.2685, df = 7, p = 0.7960), BDNF (t = 0.7362, df = 7,
p = 0.4855), NGF (t = 0.2890, df = 4, p = 0.7869), and GDNF
(t = 0.1035, df = 7, p = 0.9204) (Fig. 6). In the serum of mice that
received nicotine, the preference score in the CPP was positively
correlated with IL-6 levels (r = 0.7216, p = 0.0185). Interestingly, the
preference score in the CPP correlated negatively with the hippocampal
levels of IL-6 (r = -0.8185, p = 0.0038) in mice receiving nicotine.

4. Discussion

This is the first study investigating the relation between the levels of
brain inflammatory mediators and nicotine-induced CPP. CPP is an
important experimental paradigm used to evaluate the rewarding effects
of different drugs in animal models [ 3]. Although CPP does not evaluate
the phases of the nicotine addiction, this protocol mimics the behavior of
human smokers, who are conditioned to smoke in environments previ-
ously associated with smoking reward |37].

In line with previous studies, nicotine at the dose of 0.5 mg/kg
induced CPP in Swiss mice [50,54]. Both CPP and conditioned place
aversion (CPA) have been reported after nicotine administration.
Studies reported that in Swiss Webster mice, a dose range of
0.18-2.0 mg/kg produces CPP behavior, while doses superior to 2.0 mg/
kg tend to induce CPA [40,43],

Some studies have shown that the modulation of immune response
through specific pathways might play a role in CPP with morphine and
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cocaine [7,28,55], Although our results are the first to investigate these

changes in nicotine-induced CPP context, there is evidence that supports
the role of immune response prompted by nicotine. It is worth
mentioning that cocaine-induced CPP also promoted changes in the
levels of inflammatory mediators and neurotrophic factors in the brain
(data not shown). Interestingly, cocaine induced these changes in
different areas of the brain compared with nicotine in the same CPP
protocol, indicating that inflammation and neurotrophic factor signaling

LJ
Vehicle Nicotine

may play a role in both addiction processes in a drug-specific manner,

Swiss rats receiving intraperitoneal administration of nicotine
(0.25 mg/kg) for 30 days exhibited microglial activation and increased
TNF-a and NF-kj} levels in the cerebral cortex [2]. Nicotine adminis-
tration (6 mg/kg) also induced increase of IL-1p and TNF-a levels and
decrease of the BDNF expression in hippocampal tissue of rats that
received nicotine subcutaneously for 21 days . Fischer 344 (F344)
rats exposed to subcutaneous injections of nicotine (0.5 mg/kg), twice
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daily, S days for week, during 6 weeks presented increased TNF-a levels
in prefrontal cortex. Interestingly, in the same study, F344 rats sub-
mitted to smoke cigarette (0.7 mg nicotine/cigarette), twice daily for
8-10 min, during the same period, in addition to the increase in TNF-a
levels, also showed higher levels of IL-1 in the same area of the brain
42]. These studies suggest an association between nicotine adminis-
tration and inflammatory response in rodents.
Conversely, a growing body of evidence suggests nicotine-induced

suppression of neuroinflammation through activation of the nicotinic
acetylcholine alpha 7 receptor (a7-nAChR) [ 191, The a7-nAChR is the
only nAChR subtype reportedly found on microglia. Nicotine has been
established to inhibit pro-inflammatory cytokine release by microglia in
the brain, such as IL-1p, via a7-nAChR | 15,261,

Adeluy et al. (2019) showed that nicotine exposure and withdrawal
induce microglial morphological changes, while increased expression of
cytokines IL-1p and TNF-a was found in pre-frontal cortex and
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hippocampus of mice two days after nicotine withdrawal. Interestingly,
mice displayed cognitive impairment at the same time point
subjected to continuous administration of nicotine for 14 days, plasma
levels of TNF-a and IFNy were elevated at day four post nicotine with-
drawal, while differences were no longer observed at the eighth day of
withdrawal, when the mice did not show any cognitive deficits. These
data suggest that nicotine withdrawal-induced cognitive deficits are
associated with increased levels of inflammatory cytokines [44].

1. In mice

Herein, we found increase of the hippocampal NGF and decrease of
the GDNF levels in hippocampus and striatum of mice that received
nicotine. These findings suggest that neurotrophic factors, which play an
important role in neuronal maintenance and survival [19], seem to
modulate nicotine addiction. This hypothesis is corroborated by clinical
studies that have investigated neurotrophic factors as a therapeutic
target in smokers (22 51]. Heavy smokers exhibited increased plasmatic
levels of BDNF compared to no-smokers [34]. Another clinical study



M.L.P. Rosa et al.

g
>

75

Neuroscience Letters 764 (2021) 136235

Fig. 6. Inflammatory response in serum
of animals submiited to CPP-nicotine
protocol. The serum was collected and
p d for evaluation of the levels of
mediators using Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay (ELISA), (A) IL-1j5; (B)

IL-6; (C) IL-10; (D) TNF-a; (E) CX3CL1;
(F) BDNF; (G) NGF; (H) GDNF. Results
are expressed as mean + SEM and are
representative of at least two indepen-
dent experiments (n = 5 per group).

_ 150+
s :
s — 100+
T 4004 i
§ 2004 -
3 3

- Vehicle i

$
0

§

TNF-a (pg/mi of serum)
g 88 8

IL-10 (pg/mL of serum)
g

vd':ld- Nicotine *Means significant difference
comparing nicotine-group versus con-
trol (p < 0.05).

Vehicle Nicatine

100+
° Vehicle i
-~ 30 E = 500n
; I ;m
B 2004 Y age
E z
| g B 2
2 100
: Ll 2"
Vehicle
lDD'G 150+

100~

NGF (pg/ mL of serum)
. § 8

GDNF (pg/ mL of serum)
e 3

Vehicle Nicotine

Vehicle Nicotine

showed elevated serum levels of BDNF In smokers with and without
nicotine dependence compared to both former and never-smoker sub-
Jects [ 20). In addition, since the nucleus accumbens is directly related to
the reward system || and located in the striatum, the reduction of IL-
1j3, IL-10, and GDNF found in this brain area may also contribute for the
place preference behavior.

The GDNF-induced inhibition of addiction has been described in
experimental cocaine abuse models. For Instance, rats receiving

Vehicle

Nicotine

infusions of anti-GDNF antibody in the VTA and heterozygous GDNF
knockout mice presented higher cocaine effects in comparison to non-
treated rats |11 71|, Conversely, the mechanisms linking nicotine and
changes in GDNF expression are still missing. A study demonstrated that
smoking behavior was associated with GDNF single-nucleotide paly-
morphisms in young adults | 2). Moreover, the synergistic effects of
nicotine and alcohol contributed for a reduction of GDNF expression In
mesolimbic areas of alcohal-preferring rats (417,
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Nicotine addiction modulates synaptic plasticity and gene expression
through its interaction with nAChRs. Desensitization of these receptors,
in addition to protecting cells from uncontrolled excitation, has been
considered as a form of signaling plasticity [33]. Even limited exposure
to nicotine is sufficient to induce changes in mesolimbic dopamine (DA)
reward circuitry system and early symptoms of nicotine addiction [30].
Increased release of DA was observed in the nucleus accumbens in
response to a single injection of nicotine as well as to intermittent
exposture to cigarette smoke [ 12]. Nicotine, delivered by subcutaneously
implanted osmotic pumps (0.125 mg/kg/h, 14 days), induced changes
in mesolimbic regions through nAChR sensitization/desensitization,
which contributed to the aversive effects of withdrawal, and the pref-
erence for environments previously associated with smoking reward
[33].

Fujii and Sumikawa (2001) demonstrated that nicotine exposure
could decrease the threshold for long-term potentiation (LTP) induction
in the hippocampus of rats, increasing the plasticity. It seems that the
increase of neurotrophic factors is responsible, at least in part, for this
mechanism [11]. Indeed, intra-hippocampal administration of nicotine
for 24 h increases NGF levels [21]. Nicotine also up-regulated NGF
expression in spinal cord neurons from mice embryos [13]. Repeated
exposure to nicotine (0.35 mg/kg every 12 h for 14 days) resulted in
positive effects on central cholinergic markers and memory function,
mediated through the up-regulation of high-affinity NGF receptors in
male Wistar rats [ 18], In parallel, NGF increases the encoding of nAChR
subunits in vitro [17]. These data corroborate the finding of nicotine-
induced increased levels of NGF in our study.

Serum levels of IL-6 were higher in mice submitted to administration
of nicotine than in the controls. Moreover, the preference score in CPP
was correlated with higher peripheral levels of IL-6. This increase of
peripheral IL-6 is in line with previous studies injecting nicotine by
intraperitoneal route in mice [29,10]. Interestingly, nicotine did not
induced changes in IL-6 concentrations in the hippocampus, while the
CPP-score correlated negatively with hippocampal levels of this cyto-
kine. It is worth to mention that the up-regulation of IL-1p and IL-6 has
been associated with cognitive decline in neurodegenerative diseases,
such as Alzheimer's and Parkinson’s disease [45,39]. Memory and
learning, that are essential for the consolidation of CPP behavior, are the
main functions impaired by IL-6 changes [3,14].

A kinetic evaluation investigating the possible association between
nicotine doses and the brain levels of neurotrophic factors and cytokines
is essential for understanding how these neurochemical mediators are
modulated by nicotine exposure and their influence on CPP and nicotine
addiction, whose is a limitation of this study. The study of inflammatory
mediators and neurotrophic factors in specific zones of the striatum
related with reward needs to be also further explored. Another impor-
tant limitation to be considered in future studies are the lack of other
experimental methods for cross-validation. Herein, ELISA was the only
method employing to evaluate the levels of cytokines and inflammatory
mediators in the brain tissue,

In this scenario, nicotine-induced changes of neurotrophic factors,
especially the increase of NGF and, reduction of GDNF levels, alongside
to the preservation or reduction of baseline IL-6 and IL-1§ levels in the
brain could explain, at least in part, the nicotine-induced CPP behavior
in mice. In conclusion, the current study provides first evidence on the
potential role of cytokines and neurotrophic factors in behavior induced
by nicotine reward, opening a road for this field of investigation.
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6.3 Analise da administracio do acido clavulanico na PCL induzida por cocaina

6.3.1 Administracdo das doses do dcido clavuldnico nao induziu preferéncia condicionada

ao lugar.

Para avaliar a possibilidade do AC induzir preferéncia condicionada ao lugar os animais
foram separados em dois grupos, A10 e A50 que receberam, respectivamente, as doses de
10mg/kg e 50mg/kg. Quando comparados os grupos salina (controle), A10 e A50 ndo houve

diferenca estatistica entre eles, demonstrando que o AC por si s6 ndo induziu PCL (Fig. 8).
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Fig. 8. Controle das doses do acido clavulanico utilizadas. As doses administradas do acido
clavulanico 10mg/kg (A10) e 50mg/kg (A50) ndo induziram preferéncia condicionada ao lugar.
A taxa de preferéncia € o tempo gasto pelo animal no compartimento condicionado com salina
ou droga no dia do teste menos o tempo gasto, do mesmo, no dia do pré-teste no lado
condicionado com salina ou droga. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da
média (n=10-11 animais/grupo), ANOVA de uma via e teste post-hoc de Turkey. Nao houve

diferenca estatistica entre os grupos Salina, A10 e A50.
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6.3.2 Administracdo das doses do dcido clavulinico ndo alterou a atividade locomotora.

A atividade locomotora dos animais foi avaliada utilizando-se o teste de campo aberto,
realizado apds a PCL. Os animais foram alocados na arena e filmados durante 10 minutos.
Durante o teste, com o emprego do software ANY-maze, a distancia total percorrida por cada
animal foiregistrada. Os dados estao apresentados como distancia percorrida em metros durante
o teste.

As administragdes de salina, do AC (10 mg/kg e 50mg/kg), cocaina e AC + cocaina ndo
modificaram a locomog¢ao de camundongos expostos a arena no dia do teste. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de uma via e teste post-hoc de Turkey). Os

dados estdo expressos como média + erro padrao da média (Fig. 9).
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Fig. 9. Efeitos das doses do 4cido clavulanico na atividade locomotora em campo aberto, apos
teste PCL. A salina, 4cido clavulanico nas duas doses 10mg/kg (A10) e 50mg/kg (A50), cocaina
(20mg/kg), acido clavulanico e cocaina (A10+C) e (A50+C) ndo alteraram a locomog¢ao basal
de camundongos expostos a arena apos 10 minutos de habituagcdo. Os dados estdo expressos
como média + erro padrdo da média (n= 6 animais/grupo). Nao houve diferenga estatistica entre

os grupos (ANOVA de uma via e teste post-hoc de Turkey).
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6.3.3 Efeito da administragdo do dcido clavuldnico em modelo de PCL induzido por cocaina.

O efeito do acido clavulanico (10 mg/kg e 50mg/kg) na PCL induzida por cocaina
quando administrado na fase de aquisi¢do (durante o condicionamento) foi testado. Houve
diferenca significativa, na expressdo da preferéncia, entre os grupos tratados com o acido
clavulanico e cocaina (A10+C e AS50+C) e o grupo controle salina (Fig. 10). Portanto, o
tratamento realizado com o AC ndo preveniu o condicionamento a cocaina, a busca pela

recompensa acontece mesmo com sua administracao.
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Fig.10. Efeito da administracdo do acido clavulanico em modelo PCL induzida por cocaina.
Grupo Salina recebeu salina todos os dias, grupo Coca recebeu 20mg/kg durante os dias de
condicionamento, grupo Al0 recebeu 10mg/kg de acido clavulanico durante os dias de
condicionamento, grupo AS50 recebeu 50mg/kg de acido clavulinico durante os dias de
condicionamento, grupo A10+C recebeu 10mg/kg de acido clavulanico e cocaina durante os
dias de condicionamento e grupo A50+C recebeu 50mg/kg de acido clavulanico e cocaina
durante os dias de condicionamento. A taxa de preferéncia ¢ o tempo gasto pelo animal no
compartimento condicionado com salina ou tratamento no dia do teste menos o tempo gasto do
mesmo no dia do pré-teste no lado condicionado com salina ou tratamento. Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey, e representados como

médias + SEM (n= 10—-11 por grupo) ***p<0.001 quando comparados ao grupo salina.



81

6.3.4 Efeito do pré-tratamento com dcido clavulianico em modelo de PCL induzido por

cocaina.

Por fim, testou-se o efeito do 4cido clavulanico (10 mg/kg) na PCL induzida por cocaina
quando administrado em fase anterior ao condicionamento. O pré tratamento de trés dias com
o AC, anterior a fase de condicionamento, ndo foi suficiente para prevenir o condicionamento
a cocaina. Houve diferenca significativa entre os grupos salina e os tratados com o AC e cocaina

(A10+C) (Fig. 11).
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Fig. 11. Efeito da administragdo de pré-tratamento com acido clavulanico em modelo PCL
induzida por cocaina. Na fase anterior ao condicionamento os grupos Salina, AC 10, Cocaina,
receberam salina durante os trés dias e o grupo AC10+C recebeu 10mg/kg de acido Clavulanico
durante os trés dias. Na fase de condicionamento o grupo Salina recebeu salina todos os dias,
grupo Coca recebeu 20mg/kg durante os dias de condicionamento, grupo A10 recebeu 10mg/kg
de 4cido clavulanico durante os dias de condicionamento, grupo A10+C recebeu 10mg/kg de
acido clavulanico e cocaina durante os dias de condicionamento. A taxa de preferéncia € o
tempo gasto pelo animal no compartimento condicionado com salina ou tratamento no dia do
teste menos o tempo gasto do mesmo no dia do pré-teste no lado condicionado com salina ou
tratamento. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de
Tukey, e representados como médias + SEM (n= 6-8 por grupo) ***p<0.001 quando

comparados ao grupo salina.
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7 DISCUSSAO

Na presente discussdo somente os resultados do tratamento com o AC serdo abordados,
uma vez que os demais ja foram discutidos nos artigos 1 e 2.

A atividade locomotora dos animais foi analisada para verificar se a administragdo do
AC influenciaria a mesma. A administragdo do AC nos dias de condicionamento nao
influenciou a locomog¢ao dos animais. Bem como, a administragdo da cocaina nao interferiu no
padrdo de locomog¢do comparado com o grupo salina. Nao foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos. Estudos sobre sensibilizagdo comportamental ocasionada pela
cocaina demonstram aumento na resposta locomotora que ocorre com a repetida e intermitente
administracdo da mesma. Porém, no presente estudo ndo foi aplicado o protocolo classico de
sensibilizagdo motora, o qual ¢ designado como uma resposta a um estimulo, apos repetidas
exposigoes. O objetivo desse experimento foi verificar se as substancias administradas no
protocolo da PCL utilizado, exerceriam algum efeito na locomocao dos animais. Para tal, o teste
do campo aberto foi realizado no ultimo dia da PCL, apés o mesmo. A sensibilizagao
locomotora ¢ interessante pois demonstra o enorme potencial de indugdo de plasticidade
cerebral por psicoestimulantes, ¢ o quanto a droga administrada pode influenciar essas
alteracdes e facilitar o desenvolvimento de adiccdo*®. Além de testar um possivel efeito de
aumento ou redu¢do da locomoc¢ao induzido pelo fArmaco.

Testou-se o efeito do AC na PCL induzida por cocaina, quando administrado durante o
condicionamento (na fase de aquisi¢do). As doses do AC ndo impediram o condicionamento
por cocaina, quando administrado trinta minutos antes das inje¢des de cocaina. Portanto, o AC,
administrado minutos antes das inje¢cdes da droga, nao preveniu o condicionamento a cocaina.

Novo experimento com protocolo de pré-tratamento foi realizado. O AC foi
administrado 3 dias antes do inicio da fase de condicionamento. O pré tratamento com o AC
nao foi suficiente para prevenir o condicionamento a cocaina.

A escolha em estudar os efeitos do AC surgiu ap6s estudos demonstrarem que 0 mesmo
possui fortes efeitos moduladores do SNC, diminuindo a ansiedade em modelos animais, ¢
propriedades neuroprotetoras em modelos in vivo de Parkinson®2,

O AC ¢ estruturalmente semelhante a ceftriaxona (CTX), uma substincia com
propriedades demonstradas, que inibem a busca de cocaina através da normalizacdo da
transmissao do GLU. O interesse pelo AC advém de suas propriedades farmacocinéticas, por
possuir um perfil terapéutico mais desejavel, incluindo uma maior biodisponibilidade oral, uma

penetrabilidade cerebral aumentada e atividade antibacteriana insignificante®-3!:32,
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A maioria dos estudos comparativos sobre os efeitos da CTX e do AC administram os
mesmos em pré-tratamento, uma vez que, a CTX, por seu perfil farmacocinético, necessita ser
administrada no minimo 5 dias antes dos testes para se obter o efeito esperado™ 3’. No presente
estudo, com o intuito de verificar a capacidade do AC em impedir o condicionamento por
cocaina, sem pré-tratamento ou com pré-tratamento de 3 dias, constatou-se que o protocolo
utilizado ndo foi eficiente em inibir os efeitos condicionantes da cocaina. Ao serem analisados
esses resultados infere-se que os mecanismos envolvidos no aumento da expressdo de GLT-1
pelo AC devem requerer mais tempo de pré-tratamento, uma vez que, a administragao do

mesmo somente nos dias de condicionamento ou durante 3 dias ndo preveniu a PCL.
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8 CONCLUSAO

Quando comparados os aparatos de trés e dois compartimentos, os resultados obtidos
demonstraram que em ambito comportamental, os aparatos de trés e dois compartimentos
possibilitaram a PCL induzida por cocaina. Porém, somente o aparato de trés compartimentos
demonstrou influenciar a PCL alterando os niveis de citocinas e fatores neurotroéficos em
regides importantes do SNC.

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram que o aparato de trés
compartimentos ¢ um modelo mais funcional pois € capaz de influenciar o sistema imune
central, desencadeando alteragdes em parametros imunologicos e neurotroficos que sdo
observados na adic¢do. Portanto seria um protocolo mais adequado para o estudo da
neurobiologia da adicg¢do por cocaina e nicotina bem como de potenciais alvos terapéuticos
que minimizem ou previnam essas condi¢des.

O que pode ser inferido a partir dos dados acima relatados ¢ que a escolha do aparato a ser
utilizado em estudos de preferéncia condicionada ao lugar pode influenciar os resultados da
pesquisa e devera ser feita apoés uma consideragao cuidadosa das limitagdes associadas a cada
tipo de aparato.

Os resultados do tratamento com 4acido clavulanico demonstram ser necessario mais dias de
pré-tratamento, para que os mecanismos envolvidos no aumento da expressao de GLT-1 pelo
AC possam atuar de maneira eficaz prevenindo a PCL.

A capacidade do AC em melhorar a expressao de GLT-1, ja observada na literatura, torna-
o um candidato para o tratamento do vicio, pois multiplas drogas de abuso reduzem a expressao
deste transportador.

Estratégias terapéuticas podem ser desenvolvidas com a compreensdo dos mecanismos

imunoneurobiolégicos relacionados aos efeitos do 4cido clavulédnico.
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PERSPECTIVAS

As alteragdes e limitagdes causadas pela pandemia impossibilitaram a continuidade dos
experimentos. Abaixo seguem as perspectivas sugeridas para a continuidade e aprimoramento

do estudo:

= Realizar experimento administrando AC com pré-tratamento de 5 dias.

= Andalise imunologica e de fatores neurotroficos em animais pré-tratados com AC;

= Andlise de microglia e astrdcitos por imunohistoquimica;

= (Caracterizar a microbiota intestinal em animais submetidos a PCL por cocaina e pré-
tratados com AC;

= Investigar o perfil inflamatodrio intestinal dos animais submetidos a PCL por cocaina e
pré-tratados com AC;

= Investigar os efeitos do pré-tratamento do AC combinado com probidticos.
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Unidade: Instituto de Ciéncias Biologicas

Departamento: Departamento de Morfologia

Situacao atual: Decisao Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 01/10/2018. Validade: 01/10/2018 a 30/09/2023

Belo Horizonte, 01/10/2018.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufimg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br



https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/
https://www.ufmg.br/bioetica/ceua
mailto:cetea@prpq.ufmg.br

