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RESUMO

BANDEIRA-MARTINS, Anais. Exposi¢éo a nicotina durante a adolescéncia potencializa
o efeito inibitorio da racloprida, um antagonista do receptor D2, no comportamento
semelhante a psicose induzido pela fenciclidina em camundongos. 2022. 117 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

O tabagismo apresenta uma associacdo com pacientes com esquizofrenia que se
inicia na adolescéncia, apresentando uma circuitaria neural em comum. Neste projeto
investigamos as bases bioldgicas da associagdo entre esquizofrenia e tabagismo. Para isso,
fizemos uma pré-exposicdo a Nicotina em camundongos no periodo da adolescéncia
utilizando uma minibomba osmoética que liberava Nicotina até o final do teste de
aquisicdo. Em seguida avaliamos a resposta de sensibilizacdo locomotora ao modelo de
Fenciclidina de esquizofrenia. E ainda, investigamos o papel do sistema dopaminérgico na
sensibilizacdo comportamental, expondo os animais a Racloprida, um antagonista do
receptor D2. Os camundongos adolescentes expostos ou ndo a Nicotina (24mg/Kg/dia)
foram levados a um ambiente de campo aberto por 3 dias de habituacdo (H1-3) e 6 dias de
teste (periodo de aquisicdo AQ1-6). Durante os testes receberam uma dose de Racloprida
diaria dnica (0,5mg/kg, s.c.) ou solucdo salina seguida de injecGes de Fenciclidina
(10mg/Kg, s.c.). Os testes de sensibilizacdo foram realizados apds uma retirada de 5 dias.
Neste teste, os animais receberam um desafio (D) de Fenciclidina ou Nicotina. A ambulacao
aumentou em resposta a exposi¢do repetida a Fenciclidina durante a AQ e foi aumentada
apos o desafio com Fenciclidina, evidenciando o desenvolvimento e a expressdo de
sensibilizacdo locomotora. A Racloprida preveniu o desenvolvimento de sensibilizacédo
evocado pela Fenciclidina, porém a exposicdo prévia, durante AQ, inibiu somente
parcialmente a expressdao em camundongos desafiados com Fenciclidina. A Nicotina
potencializou os resultados inibitérios da Racloprida durante os primeiros dias de AQ e,
durante o D, atenuou a expressao da sensibilizacdo evocada pela Fenciclidina. O desafio
com Nicotina ndo teve impacto relevante na locomocao, o que é consistente com a falta de
sensibilizacdo cruzada entre Nicotina e Fenciclidina. Em conclusdo, nossos resultados
mostraram que a Nicotina ndo piora e pode até melhorar o comportamento psicético
sensibilizado pela Fenciclidina em camundongos adolescentes. Os resultados da
associacdo de Nicotina com a Racloprida apontaram que os receptores D2 desempenham
um forte papel nas acdes da Fenciclidina e da Nicotina.

Palavras-chave: psicose; tabaco; nicotina; adolescéncia; sistema dopaminérgico.



ABSTRACT

BANDEIRA-MARTINS, Anais. Nicotine Exposure During Adolescence Potentiates the
Inhibitory Effect of Raclopride, a D2 Receptor Antagonist, on Phencyclidine-Induced
Psychosis-Like Behavior in Mice. 2022. 117 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

Smoking has an association with patients with schizophrenia that begins in
adolescence, with a common neural circuitry. In this project we investigated the biological
basis of the association between schizophrenia and smoking. In order to this, we
performed a pre- exposure to Nicotine in mice in the period of adolescence using a mini
osmotic pump that released Nicotine until the end of the acquisition test. Then we
evaluated the locomotor sensitization response to the Phencyclidine model of
schizophrenia. Furthermore, we investigated the role of the dopaminergic system in
behavioral sensitization by exposing animals to Raclopride, a D2 receptor antagonist.
Adolescent mice exposed or not to nicotine (24mg/kg/day) were taken to an open field
environment for 3 days of habituation (H1-3) and 6 days of testing (acquisition period
AQ1-6). During the tests they received a single daily dose of Raclopride (0.5mg/kg, s.c.)
or saline solution followed by injections of Phencyclidine (10mg/Kkg, s.c.). Sensitization
tests were performed after a 5-day withdrawal. In this test, the animals received a challenge
(D) of Phencyclidine or Nicotine. Ambulation increased in response to repeated
Phencyclidine exposure during AQ and was increased after Phencyclidine challenge,
evidencing the development and expression of locomotor sensitization. Raclopride
prevented the development of Phencyclidine-evoked sensitization, but prior exposure
during AQ only partially inhibited expression in Phencyclidine-challenged mice. Nicotine
potentiated the inhibitory results of Raclopride during the first days of AQ and, during D,
attenuated the expression of Phencyclidine- evoked sensitization. Nicotine challenge had
no relevant impact on locomotion, which is consistent with the lack of cross-sensitization
between Nicotine and Phencyclidine. In conclusion, our results showed that Nicotine does
not worsen and may even improve Phencyclidine-sensitized psychotic behavior in
adolescent mice. The results of the association of Nicotine with Raclopride showed that
D2 receptors play a strong role in the actions of Phencyclidine and Nicotine.

Keywords: psychosis; tobacco; nicotine; adolescence; dopaminergic system.
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INTRODUCAO

A esquizofrenia (SCHZ) é uma doenca que tem seu inicio no fim da adolescéncia e no
comeco da idade adulta. Segundo a Organizagcdo Mundial de Saide (WHO) atinge cerca de 1%
da populagdo mundial (Yilmaz et al., 2021). Da mesma forma, o habito de fumar, para 80% dos
usuarios, se inicia antes dos 18 anos, durante a adolescéncia. (Chen et al., 1998; Pierce et al.,
1996). Quando olhamos a populacdo de fumantes no brasil, 20% iniciou o habito antes dos 15
anos. Por conta desse alto indice de inicio precoce, o tabagismo é considerado uma doenga
pediatrica (Fiore, 2008; INCA, 2021a). Tanto a SCHZ quanto a dependéncia a Nicotina (e
outras drogas de abuso) possuem circuitos cértico-estriatais frontais comuns envolvidos na
génese de ambas as doencas (Chambers e Robert, 2009).

Doengas psiquiatricas, como depressdo e bipolaridade, sdo associadas com maior
porcentagem de fumantes (Hartz et al., 2014; Luger et al., 2014), na SCHZ essa prevaléncia é
ainda mais elevada. Nos Estados Unidos, cerca de 70% a 80% dos pacientes esquizofrénicos
fazem uso de tabaco, enquanto que, para outras doencas psiquiatricas, a estatistica esta em torno
de 50%. Esses dados se repetem ao redor do mundo (Herran et al., 2000). Quando comegamos
a associar essas duas doengas, estudos anteriores mostram que o0 uso do tabaco em pacientes
com SCHZ é de 50-90% (Kumari e Postma, 2005; Ohi et al., 2019). Comparando esses dados
com a populacdo geral, notamos que a prevaléncia de fumantes em pacientes com SCHZ é pelo
menos duas vezes maior (de Leon e Diaz, 2005; Hartz et al., 2014; Ohi et al., 2019). Além desse
alto indice, pessoas com SCHZ tém maior tendéncia a serem fumantes pesados, comecam a
fumar em idade mais precoce, geralmente consomem maiores quantidades de cigarros do que
a populacdo em geral (Ohi et al., 2019).

Apesar de haver uma maior consciéncia em relacdo aos maleficios do cigarro de tabaco,
e o indice de consumo vir decrescendo na populagdo como um todo, ndo observamos esse
padrdo entre os pacientes com transtorno esquizofrénico (Calheiros et al., 2006 ), o que,
juntamente ao padréo diferenciado de consumo, faz com que essa populacédo sofra intensamente
as consequéncias maléficas do tabagismo a saude (Mc Cloughen, 2003). Sendo um importante
fator de risco evitavel para doencas respiratorias, sindrome metabolica e doenga cardiovascular
(Ohi et al., 2019), Baxter (1996) afirma que as mortes por distarbios respiratorios sdo 60% mais
provaveis entre pessoas com doenca mental em comparagdo com a populagdo em geral, e as
mortes por doencas cardiacas sdo 30% mais provaveis. Especificamente, a SCHZ esté associada
a um alto risco de mortalidade natural (Brown et al., 1999).
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O consumo de tabaco em pacientes com SCHZ ganha forga pela crenga do efeito de
automedicacdo da Nicotina nos sintomas, amplamente divulgada pelas industrias de tabaco
(Mccloughen, 2003; Hall e Prochaska, 2009; Green, 2010; Johnson et al., 2010), e pode ser
reflexo de processo de institucionalizacdo, tédio e baixo controle dos impulsos dos portadores
dessa doenca (Herran et al., 2000; Goff et al., 1992; Hughes, 1986). Pacientes com SCHZ
relatam que fumar produz relaxamento, reduz a ansiedade e os efeitos colaterais de medicagdes
antipsicoticas, além de aliviar sintomas negativos tais como apatia, tédio e os sintomas da
sindrome de abstinéncia (Glassman, 1993; Glynn e Sussman, 1990; Goff et al., 1992; Gilbert
et al., 1997). Acredita-se que os produtos decorrentes da combustédo do tabaco induzem as
enzimas hepaticas a aumentarem o metabolismo dos antipsicoticos, assim, pacientes com SCHZ
e fumantes apresentam menores niveis plasmaticos de neurolépticos (Marques de Oliveira,
2012).

Além das questdes fisioldgicas, os pacientes psiquiatricos sao menos preocupados com
convengdes sociais e com as consequéncias em longo prazo do tabagismo a saude (Gilbert e
Gilbert, 1995). O consumo de tabaco encontra suas raizes na cultura dos hospitais psiquiatricas,
a partir da falta de conhecimento e despreparo dos profissionais para lidar com esse fendbmeno
(Marques de Oliveira, 2012). Ainda como fator, temos a marginalizagdo desses grupos, a tipica
alienacdo social e baixo nivel socio econémico (Gilbert e Gilbert, 1995).

Por conclusdo do que foi dissertado acima e da extensa literatura acerca do tema, o
tabagismo apresenta uma forte presenca na vida de pacientes psiquiatricos, principalmente com
SCHZ que se inicia na adolescéncia (Lawn et al., 2002; Charry Alarcon, 2022), sendo associado
a altos indices de mortalidade nessa populacdo, devido ao aumento de vulnerabilidade as
doencas crénicas, discinesia tardia e suicido (Dalack et al., 1998; Malbergier e Oliveira Jr, 2005;
Ratto et al., 2007; Diehl et al., 2009; Hausswolff-Huhlin et al., 2009; Lima Ramos et al., 2021).
Portanto, os estudos acerca do assunto se tornam de suma importancia, com o objetivo de

melhorar a qualidade de vida dessa populacao.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Esquizofrenia

Em 1896, o psiquiatra alem&o Emil Kraepelin identificou os primeiros sintomas do que
ele chamou de deméncia precoce e em 1908 a doenca passou a ser chamada de SCHZ (Resende,
2009). Hoje, sabemos que a SCHZ é uma doenca crbnica (Tajima-Pozo et al., 2015), que
envolve a combinagdo de fatores predispostos (constitucionais, genéticos e bioguimicos) e
ambientais (Aberg et al., 2013; Ripke et al., 2014). Possui alta taxa de mortalidade (Neto,
Rodrigues e Elkis, 2007; Lima Ramos et al., 2021), e é considerada um transtorno psiquiatrico
grave com comprometimento da percepg¢do, pensamento, emog¢do e comportamento, o que afeta
a vida social e profissional desses pacientes (Foussias et al., 2011). Fatores estressores durante
0 desenvolvimento como, por exemplo, infeccdes e experiéncias traumatizantes, podem se
revelar como moduladores neuropatoldgicos primarios em sujeitos geneticamente predispostos
(Clarke et al., 2009), com alteracGes principalmente em genes associados que influenciam os
processos de diferenciacdo e migracdo neuronal (Kamiya et al., 2005). Estudos volumétricos
mostraram consistentemente volumes reduzidos de substancia branca (além de mudancas claras
na substancia cinzenta) em pacientes, juntamente com trajetorias de desenvolvimento
desviantes durante a adolescéncia e envelhecimento (por exemplo (Gogtay et al., 2012;
Hulshoff Pol et al., 2004; Kuperberg et al., 2003; van Haren et al., 2012).

A SCHZ é constituida pela combinacdo de 3 tipos de sintomas: positivos
(hiperatividade, delirios, alucinacGes — auditivas, visuais e tateis), negativos (isolamento social,
embotamento afetivo) e cognitivos (afetam a linguagem, a memoria de trabalho e episddica, a
velocidade de processamento, a resiliéncia ao estresse, 0 comportamento social, a inibicdo da
atencdo e o processamento sensorial) (Kennedy e Adolphs, 2012; Dias, 2020). Os primeiros
sintomas da SCHZ se manifestam geralmente antes dos 25 anos, persistindo por toda a vida
(Van Os e Kapur, 2009). Pode ser dividida em quatro fases, sendo que a fase pré-morbida ocorre
baixa sociabilidade, com predilecdo por atividades solitarias ou ansiedade social, e alteracdes
cognitivas (principalmente déficits de memdria verbal, atencdo e funcBes executivas),
identificadas em filhos de individuos portadores de SCHZ, podem ser consideradas alteracdes
pré-morbidas. A fase prodromica é caracterizada por um periodo que antecede a eclosdo da
psicose, em que o individuo pode apresentar um estado de apreensdo e perplexidade sem um

foco aparente. A fase de progressao culmina muitas vezes com o primeiro episodio de psicose.
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Por fim, a SCHZ evolui para fase estavel, sujeita a recaidas e surgimento dos sintomas positivos
(Pitta, 2019).

Dentre os transtornos mentais, a SCHZ é considerada a mais incapacitante (Dias, 2020).
Porém, apesar de ter se passados mais de um século de conhecimento, as causas permanecem
obscuras devido a complexidade da doenca e a dificuldade de se obter um diagndstico precoce.
E uma doenca que n&o apresenta cura, e o tratamento se resume a alivio dos sintomas (Resende,
2009). O principal tratamento sdo os antipsicoticos tipicos e atipicos que atuam principalmente
nos sintomas positivos (Nuechterlein et al., 2004; Keefe et al., 2007; Horan, 2007). Dessa
maneira, existem diferentes hipoteses que tentam explicar o surgimento da doencga e uma série
de estudos acerca do tema. Algumas hipoteses sdo propostas para explicar a génese desse
transtorno mental, sendo mais consistentes as hipoteses: dopaminérgica (aumento de dopamina
mesolimbica e diminuicdo de dopamina mesocortical) e glutamatérgica (Diminui¢do do sistema
glutamatergico). Além dessas duas hipoteses, a teoria serotoninérgica e a teoria do acido gama-
aminobutirico (GABA) estdo significativamente correlacionadas com a patogénese da SCHZ
(Wang, 2021).

1.2. Hipotese dopaminérgica e glutamatérgica

Os neurdnios dopaminérgicos desempenham um papel crucial no controle de mdaltiplas
funces cerebrais, incluindo movimentos voluntarios e no sistema de recompensa que controla
o0 aprendizado de muitos comportamentos especificos, como humor, recompensa, dependéncia
e estresse (Shankar et al., 2005). De acordo com Robinson e Berridge (1993; 2001), além de
mediar a sensacao subjetiva de prazer, a dopamina regularia 0 impulso motivacional e a atencéo

a estimulos salientes, incluindo os estimulos reforcadores.

O sistema dopaminérgico mesencefalico foi dividido em dois sistemas principais (figura
1). O sistema nigroestriatal, que se origina na zona compacta da substancia negra e estende suas
fibras até o caudado-putdmen (também conhecido como estriado dorsal), envolvido no controle
motor voluntario e no processamento da informacao pelos ganglios da base (Hedreen e Delong,
1991). E também o sistema mesocorticolimbico que surge de células dopaminérgicas presentes
na area tegmental ventral (ATV), envolvido no comportamento baseado na emog&o, incluindo
motivacdo e recompensa, que se da pela sobreposicdo entre os neur6nios dopaminérgicos
mesocorticais e mesolimbicos (Ikemoto e Wise, 2004). Os neurdnios do sistema mesocortical

projetam-se para o cortex pré-frontal (CPF), cingulado e perirrinal, enquanto que 0s neurdnios
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do sistema mesolimbico projetam-se no nicleo acumbente (NAcc), tubérculo olfativo, septo,
amigdala e hipocampo (HP) (Le Moal e Simon, 1991).

Figura 1 - Vias dopaminérgicas afetadas na SCHZ.

DOPAMINA
uclous Nudeos caudado
accumbens 8 PULAme
Contex 7 : Substincia regra
pré-lronial

Area tegmental vertral

Legenda: Os neurdnios da substancia negra se projetam para o caudado-putamen (sistema nigroestriatal) e 0s
neurdnios da ATV se projetam para o CPF, cingulado e perirrinal (sistema mesocortical), e para o NAcc,
tubérculo olfativo, septo, amigdala e HP (sistema mesolimbico).

Fonte: Barrett et al., 2014.

A hipotese dopaminérgica para explicar a SCHZ, propde que a dopamina é uma final
comum para a passagem de varios fatores ambientais e genéticos predisponentes. (Lau et al.,
2013). Essa hipotese € sustentada pelo fato de os antipsicoticos terem uma acdo de bloqueio
nos receptores pos-sindpticos da dopamina do subtipo D2 (Stahl, 2018). Evidéncias favoraveis
a essa hipotese incluem dados que mostram associagdo entre sintomas positivos da SCHZ e um
aumento anormal da atividade do sistema dopaminérgico na via mesocorticolimbica. Estudos
usando métodos de tomografia por emissdo de positrons (PET) e tomografia computadorizada
por emisséo de foton unico (SPECT) mostraram uma elevacdo da taxa de sintese dopaminérgica
pré-sinaptica estriatal em pacientes com SCHZ (Nikolaus et al., 2009; Howes et al., 2009). Ja
0s sintomas negativos estdo associados a hipoatividade nas projecdes dopaminérgicas corticais
(Davis et al., 1991; Abi-Dargham e Moore, 2003), essa conclusdo surgiu pois 0 uso de
neurolépticos séo apenas parcialmente eficazes no alivio dos sintomas negativos sugerindo que
estes sintomas podem nao estar relacionados a atividade excessiva da dopamina (Andreasen et

al., 1982). Além disso, evidéncias obtidas em humanos sugerem que o polimorfismo no gene
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que codifica a catecol-O-metiltransferase, uma enzima envolvida na degradagdo da dopamina,
esta associado a hipoatividade dos neurdnios dopaminérgicos pré-frontais na SCHZ (Slifstein
et al., 2008). H& dados que indicam que a possivel co-ocorréncia de alta e baixa atividade de
dopamina na SCHZ estao relacionadas, e explicaria a presenca concomitante de sintomas
negativos e positivos (Kenneth et al., 1991).

Mesmo que a hipotese da dopamina continue sendo a principal da SCHZ, novas
evidéncias de pesquisas de outros sistemas de neurotransmissores, incluindo glutamatérgico,
serotoninérgico, GABAGérgico e adenosinérgico (Farber, 2003; Coyle e Tsai, 2004), fornecem
uma perspectiva multifatorial de SCHZ.

O bloqueio do receptor NMDA gera sintomas semelhante aos observados na
manifestacdo clinica da SCHZ, e os efeitos de antagonistas dos receptores NMDA como a
Fenciclidina (PCP) e o anestésico dissociativo, cetamina, evidenciam o envolvimento desse
sistema na fisiopatologia da doenca, pois ambos causam alteracdes psiquiatricas e fisioldgicas
que se assemelham mais a SCHZ do que os sintomas induzidos pela anfetamina/agonistas
dopaminérgicos (Kudoh et al., 2000). Assim, a partir de estudos do uso da Fenciclidina como
droga recreativa, surgiu a hipotese glutamatergica, devido aos seus efeitos alucindgenos.

Hé& evidéncias apontando para alteracfes na atividade dopaminérgica subcortical como
um dos circuitos responsaveis por promover alteragdes na neurotransmissdo glutamatérgica na
substancia negra (Mueller et al., 2004). Um estudo PET revelou um aumento na concentracdo
de dopamina estriatal com o uso do antagonista de N-Metil-d-aspartato (NMDA) S-cetamina,
apoiando a nocdo de que o receptor glutamatérgico NMDA pode contribuir para sintomas
psicoticos através da modulacdo da via dopaminérgica (Vollenweider et al., 2000). Foi
levantada a hipotese de que o antagonismo dos receptores dopaminérgicos D2 pode impedir a
potenciacdo mediada por receptores dopaminérgicos D1 das respostas de NMDA no CPF (Paz
et al., 2008). Portanto, a hipofuncdo glutamatérgica tem sido sugerida como um dos
mecanismos envolvidos nesta disfungdo dopaminérgica na SCHZ (Lang et al., 2007).

O glutamato funciona como o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso
central (SNC) dos mamiferos e seus niveis sdo fortemente regulados. Esses processos
regulatorios sdo de altos niveis de consumo de glicose e oxigénio e exercem um controle rigido
na neurotransmissdo glutamatérgica (Niciu et al., 2012), e existem para manter e facilitar uma
variedade de funcGes vitais do cerebro, como cogni¢do, memoria, neurodesenvolvimento e
plasticidade sinaptica (Bliss e Collingridge, 1993). Estudos post-mortem de cérebros de

pacientes com SCHZ demonstraram diminuicdo na densidade de receptores glutamatergicos no
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CPF, tdlamo e lobo temporal (Meador-Woodruff, 2000). Também foi encontrada diminuicéo
na concentracdo de glutamato no liquido cefalorraquidiano, corroborando com evidéncias da
hipofuncéo glutamatérgica (Celotto et al., 2019). A hipoatividade do receptor NMDA prejudica
0 neurodesenvolvimento, exercendo um efeito neurotdxico (de Rezende, 2013) tornando o
sistema nervoso vulneravel (Girirajan e Eichler, 2010). Em conclusdo, a hipdtese
dopaminérgica explica a SCHZ ao propor a dopamina como a via final comum. Contudo,
entendemos que outros sistemas de neurotransmissores interagem com o0 sistema

dopaminérgico, tendo papel relevante no quadro da SCHZ (Chi-leong Lau, et al., 2013).

1.3. Modelo de schz

Antagonistas do receptor NMDA tais como a Fenciclidina causam um quadro clinico
semelhante a SCHZ, incluindo sintomas positivos, negativos e desagregacdo do pensamento
(de Rezende, 2013). A Fenciclidina foi desenvolvida em 1926 e patenteada pela primeira vez
em 1952 pela empresa farmacéutica Parke-Davis e comercializada sob a marca Sernyl (Luby et
al., 1959). Em acordo com a hipétese glutamatérgica, um dos modelos animais de SCHZ mais
utilizados se baseia na administracdo subcrénica de antagonistas NMDA como a cetamina e a
Fenciclidina, que podem induzir sintomas semelhantes a SCHZ em camundongos
experimentais, gerando comportamentos associados a sintomas positivos, negativos e
cognitivos, como hiperlocomocdo, aprendizado e meméria prejudicados, depressdo, ansiedade,
comportamento social prejudicado e outros sintomas (Wang X, 2021). Os efeitos da
Fenciclidina subcronica sdo consistentes com achados em humanos que mostram que o abuso
repetido de Fenciclidina induz sintomas esquizofreniformes e hiperresponsividade do sistema
dopaminérgico mesolimbico (Jentsch e Roth, 1999). Uma principal barreira ao
desenvolvimento de modelos animais com alta validade de representacdo € que 0s sintomas
priméarios da SCHZ, como alucinages, delirios, anormalidades de fala e comportamento
inapropriado, sdo impossiveis de serem modelados em outras espécies. Entretanto, diversos
paradigmas comportamentais tém sido desenvolvidos e possuem alguma relevancia na SCHZ,
incluindo hiperlocomocao, déficit de interacdo social, efeitos na inibicdo pré-pulso (PPI). A
associacao de hiperlocomog¢do com sintomas positivos da SCHZ esta baseada no seu inicio pés-
puberdade e na exacerbacdo com antagonistas de receptor de NMDA, indicando excesso de
dopamina subcortical (Goff e Coyle, 2001). Deficits de interacdo social estdo associados aos
sintomas negativos (Rapoport et al., 2005), memoria de trabalho e aprendizado visual estéo

associados aos sintomas cognitivos (Swerdlow et al., 1994).
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1.4. Nicotina

Estudos anteriores mostram que 1,4 bilhGes da populacdo geral faz uso de tabaco
(Reitsma et al., 2021). No Brasil, entre o periodo de 1989 a 2019 houve uma queda de 34,8%
de fumantes para 12,6% relatados pela Pesquisa Nacional de Sadde (PNS) (INCA 2020).
Segundo a WHO (2019), aproximadamente 24,9% da populagdo mundial com 15 anos ou mais
era fumante em 2015 e h&a uma expectativa que esse nimero diminua para 20,9% em 2025.
Estes dados indicam uma tendencia de queda no consumo do tabaco, possivelmente advinda de
medidas implementadas, como proibicdo de fumar em ambientes fechados, adocdo de
adverténcias sanitarias em embalagens de cigarros, aumento de precos e impostos, proibicédo de
propaganda, promocdo e patrocinio, oferta de tratamento para deixar de fumar em unidades do
Sistema Unico de Salde e campanhas educativas (INCA, 2020). Apesar desse declinio, o
tabagismo ainda chama muita atencdo dos governos e pesquisadores. Atualmente o uso do
tabaco é considerado um problema de salde publica, pois é a principal causa de morte evitavel
no mundo. Além de ser um problema crénico (Marques de Oliveira, 2012). Mais de um bilhdo
de pessoas fumam no mundo todo, das quais aproximadamente 1/4 sdo adultos e a WHO aponta
que o tabaco mata mais de 8 milhdes de pessoas por ano, sendo que mais de 7 milhGes dessas
mortes resultam do uso direto desse produto, engquanto cerca de 1,2 milh&do é o resultado de néo-
fumantes expostos ao fumo passivo (WHO, 2021). No Brasil, 443 pessoas morrem a cada dia
e sdo gastos R$125.148 bilhdes com os custos dos danos produzidos pelo cigarro no sistema de
saude e na economia (IECS, 2020).

Para aqueles que desenvolvem a dependéncia, o tabagismo pode causar prejuizos a
salde fisica e metal e também a vida social e a econdmica (Marques de Oliveira, 2012). E, em
razdo do uso de substancia psicoativa, o tabagismo integra o grupo de transtornos mentais e
comportamentais, de acordo com a Revisdo da Classificacdo Estatistica Internacional de
Doencas e Problemas Relacionados & Saude [CID-10] (WHO, 2022). Estudos pré-clinicos
recentes demonstraram que a exposi¢do a Nicotina em adolescentes produz efeitos que duram
até a fase adulta como, declinios na transmissao colinérgica e sua modulagdo de transmissores
de monoaminas como a serotonina (Abreu-Villaca et al. 2017).

O cigarro é composto por varias substancias quimicas, como o tiocianato, 0 mondxido
de carbono e outros gases toxicos (Stellman e Djordjeciv, 2009), mas a principal substancia € a

Nicotina. A Nicotina é absorvida pelo trato respiratorio, mucosas orais e pele e é capaz de
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atravessar a barreira hematoencefalica em 10 a 20 segundos apds a absor¢do (Benowitz et al.,
1998), propagando-se por todas as areas do SNC, desde as regifes mais internas até o cortex
(Rosemberg, 1999). Cerca de 80 a 90% é metabolizada pelo figado, enquanto que o restante
pode ser metabolizado em outros 6rgdos como o pulméo e os rins (Hukkanen e Jacob, 2005).

As acdes da Nicotina no sistema de recompensa sao multiplas, se ligando nos receptores
nicotinicos colinérgicos (NAChRs) (Franken et al., 1980), promovendo a liberacdo de
neurotransmissores como norepinefrina, acetilcolina, serotonina, GABA, glutamato e
endorfinas (Gupta, 2007). Durante a adolescéncia a expressdo de nAChRs é elevada o que pode
potencializar os efeitos da Nicotina (Abreu-Villaca et al. 2017; Doura et al., 2008). A curto
prazo, essa exposicao pode levar a um aumento da atividade dopaminérgica aumentando a
liberacdo de dopamina no NAcc. (Brodie, 1991; Dong et al., 2010; De Biasi e Dani, 2011). Os
neurénios dopaminérgicos da ATV que se projetam para 0 NAcc sdo ativados diretamente pela
ligacdo da Nicotina aos nAChRs pos-sinapticos, bem como indiretamente pela sua ligacdo aos
nAChRs pré-sinapticos localizados nos terminais dos neurdnios glutamatérgicos que, por sua
vez, modulam a atividade desses neurdnios dopaminérgicos (Abreu -Villaca et al., 2017; Wills
etal., 2022).

1.5. Tabagismo e esquizofrenia

Os primeiros sintomas da SCHZ se manifestam geralmente antes dos 18 anos (Kumra,
et al., 2008) e 6% antes 16 anos (Merry e Werry; 2001), idade em que também se percebe a
introducdo do cigarro e outras drogas, e por isto a relacdo entre o tabagismo e a SCHZ comeca
a ser investigada (Van e Kapur, 2009). E de conhecimento dos estudiosos que a adicio a
Nicotina e a SCHZ apresentam uma circuitaria neural em comum (Chambers, 2001; Nestler et
al., 2005; Gargiulo e De Gargiulo, 2014). A Nicotina exerce seus efeitos reforcadores e
procognitivos, importantes determinantes da dependéncia do tabaco na SCHZ, modulando a
liberacdo de dopamina no sistema mesocorticolimbico e HP através de uma interacgdo intrincada
com mecanismos GABA - e Glutamatérgicos (Wing et al., 2012). Esses efeitos alteram o
funcionamento dos sistemas, o que pode influenciar no quadro psicopatolégico e na
responsividade do paciente com SCHZ ao tratamento (Herran et al., 2000).

Dados mostram que a prevaléncia de tabagismo em pacientes que apresentaram seu
primeiro episddio de psicose é de 57% (Gurillo et al., 2015). O cigarro possui efeitos psicoativos
capazes de diminuir a ansiedade, a euforia, entre outras sensacfes, causando prazer aos

usuarios. Pacientes com alteracBes neurologicas, comumente manifestam ansiedade e/ou
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depressdo, dessa forma ocorre um reforco do uso de tabaco por pacientes com transtornos
psiquiatricos (Calheiros et al., 2006). Contudo, h4 também estudos que mostram que 0
tabagismo pesado em individuos com SCHZ esta associado a niveis mais altos de sintomas

positivos e sintomas negativos (Dalack,1998; Ziedonis, 1994).

1.6. Cerebro Adolescente

A WHO define adolescentes como individuos na faixa etaria de 10 a 19 anos e
“juventude” como a faixa etaria de 15 a 24 anos (WHO, 1989). A adolescéncia é marcada por
uma série de caracteristicas comportamentais, neuroquimicas, hormonais, metabdlicas e
estruturais, fazendo com que sejam mais frequentemente propensos a comportamentos de risco.
Possuem também como caracteristica, o impulso de serem socialmente aceitos e buscar auto-
identidade, o que reforca comportamentos de riscos. Devido a essas caracteristicas do cérebro
adolescente, estes se tornam mais propicios ao uso de substancias e desenvolvimento de
dependéncia (Fahrizal et al., 2018). Segundo estudos, a idade do primeiro contato com as drogas
parece ser de critica importancia para o desenvolvimento da dependéncia, apresentando maior
probabilidade de desenvolver dependéncia quanto mais cedo for o primeiro contato (Rodgers
et al., 1995; Taioli e Wynder, 1991; Breslau et al., 1993; Nides et al.,1995; Kandel et al., 2000).
A prevaléncia do tabagismo em jovens no mundo é de 15 a 24 anos é cerca de 20,1% entre
homens e 4,95% em mulheres, 82,6% dos fumantes comecaram o vicio em torno dessa faixa
etaria (Pereira et al., 2021). Isso ocorre porque, a ocorréncia de mudancas drasticas no
desenvolvimento cerebral durante a adolescéncia, poderiam predispor um individuo a
experimentar substancias como drogas ilicitas, alcool e tabaco (Spear, 2000). Nesse periodo
ocorre o desenvolvimento do encéfalo, com apoptose e rearranjo sinaptico em diversas regides
(Bayer et al., 1982), seguido por um extenso periodo de eliminacdo e refinamento sinaptico
(Bianchi et al., 2013) estando associado a expressdo de comportamentos tipicamente
adolescente (Spear et al., 2013). Regides neurais que sofrem alteraces durante esta fase, como
0 CPF e outras regides de projecOes dopaminérgicas do prosencéfalo atuam fortemente na
modulacdo de mecanismos de recompensa associados ao uso de drogas (Koob, 1992) portanto,
ndo € surpresa constatar que adolescentes respondem de formas diferentes as drogas de abuso
quando comparados com adultos (Spear, 2002).

Em roedores, a adolescéncia compreende o periodo que vai do 28° ao 60° dia de vida
pos-natal (Spear, 2000). Roedores também apresentam tracos comportamentais caracteristicos

da adolescéncia, tais como: elevados niveis de busca pela novidade (Adriani et al., 1998),
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impulsividade (Adriani e Laviola, 2003) e comportamento de risco (Adriani et al., 2002), assim

como reducéo de resposta ao estresse (Adriani e Laviola, 2000).

1.7. Automedicagao x vulnerabilidade compartilhada

Quando se observa a via dopaminérgica em pacientes com SCHZ e tabagistas, nota-se
impactantes alteracdes. No tabagismo podemos observar aumento da atividade dopaminérgica,
alteracdes essas que servem de base para a adi¢do as drogas (Mccloughen, 2003; Glassman,
1993). Ja no transtorno esquizofrénico observamos dois tipos de alteracées. No CPF ocorre um
prejuizo na neurotransmissdo dopaminérgica causando 0s sintomas negativos e cognitivos
(Goff et al., 1992; Gilman e Newman, 1996), j& na via mesolimbica do cérebro esquizofrénico
encontramos uma hiperatividade do sistema dopaminérgico relacionada aos sintomas positivos
(Andreasen, 1982). O fato de ocorrer essa similaridade de alteracdes nos circuitos cerebrais,
somados ao alto percentual de pacientes com SCHZ fumantes, indica uma relacdo forte entre
tabagismo e SCHZ. Quando se analisa essa relagéo, alguns estudos apresentam dados que
demonstram que o tabagismo tem inicio antes do surgimento dos sintomas psicoticos (Ma, Li,
Meng, et al., 2010; Zhang, et al., 2010; Riala et al., 2005). Outros estudos, em oposicéo,
defendem que ocorre ap6s inicio dos surtos psicoticos (Beratis et al., 2001). Diferencgas
metodoldgicas podem explicar estes resultados opostos, contudo, a comorbidade é consenso
entre 0s pesquisadores, sendo 0s mecanismos subjacentes ainda pouco estudados. Nesse
sentido, existem duas teorias principais que tentam explicar o alto percentual de pacientes com
SCHZ que séo fumantes. A teoria da automedicacdo e da vulnerabilidade compartilhada.

Ha estudos que defendem o uso do tabaco como uma forma de automedicacéo, gerando
um efeito protetor contra o desenvolvimento do transtorno, assim como alivio dos sintomas
negativos (Marques de Oliveira, R., 2012) e reduzindo dificuldades como estresse, redugéo da
atencdo, cognicdo e processamento de informagdes (Glassman et al., 1993). O desejo dos
pacientes de diminuir os sintomas ou diminuir os efeitos colaterais do tratamento antipsicotico
era perceptivel (Khantzian, 1997). Assim, se iniciou a hipdtese da automedicacdo que se baseia
na crenca de que a Nicotina seria capaz de aliviar sintomas da SCHZ (Glassman, 1993) Além
disso, a Nicotina seria capaz de estimular o estado de alerta e a liberacdo de endorfinas,
causando sensacdo de prazer (Pomerleau e Pomerleau, 1990). Também é relatado o uso do
cigarro para reduzir efeitos adversos dos antipsicéticos, ja que a Nicotina acelera seu
metabolismo, diminuindo o nivel de alguns antipsicdticos no sangue (Goff et al., 1992;
Ereshefsky et al., 1991).
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Uma teoria alternativa, de base biologica, as vezes chamada de “hipdtese de
dependéncia primaria” (Chambers et al., 2001) ou uma “sindrome de deficiéncia de
recompensa” (Green et al., 1999), ¢ a hipotese da vulnerabilidade compartilhada, que propoe
que fatores genéticos comuns e anormalidades nas vias de recompensa tornam 0s pacientes com
SCHZ suscetiveis ao tabaco (George, 2007). E possivel também que as propriedades da
Nicotina em acentuar a liberacdo de dopamina sirvam como um intensificador as disfuncbes
nesse sistema apresentadas em pacientes psiquiatricos (Glassman, 1993).

Como evidencia da teoria da vulnerabilidade compartilhada, uma significativa parcela
de pacientes apresentam mudancas no comportamento impulsivo e tendéncia suicida, e 0
tabagismo esta associado a essa parcela (lancu et al., 2006). Um estudo concluiu que, 0s
fumantes com SCHZ taiwaneses, comparados aos ndo fumantes, tinham mais ansiedade,

depressdo, impulsividade e risco de suicidio (Kao et al., 2011).

1.8. Sensibilizacao

O uso de drogas de abuso psicoestimulantes com o tempo se torna progressivamente
mais atrativo e capaz de controlar o comportamento. Os usuarios entdo passam a apresentar
comportamentais de desejo intenso pela droga (“fissura”). Essa particularidade leva ao uso
repetido e compulsivo da droga induzindo uma resposta aumentada, progressiva e persistente
(Segal e Mandell, 1974; Babbini e Davis, 1972; Clarke e Kumar, 1983). Esse processo €
denominado sensibilizacdo (Robinson e Becker, 1986; Kalivas e Stewart, 1991; Gaulden et al.,
2021). Foi relatado que, em roedores, essa resposta aumentada a droga pode ser evocada até um
ano apoés a interrupcao da exposicdo (Paulson et al., 1991). A sensibilizacdo comportamental
mais frequentemente estudada em animais experimentais é a sensibilizacdo locomotora e esta é
acompanhada por aumento nos receptores de dopamina pds-sinapticos, aumento na sintese de
dopamina, aumento na utilizacdo e/ou liberacdo de dopamina e diminui¢do dos autorreceptores
de dopamina (Robinson e Becker, 1986). Porem a dopamina ndo € o Unico neurotransmissor
atuante na sensibilizagdo. Além das projecdes dopaminérgicas do ATV para o0 NAcc, existem
projecbes glutamatérgica do CPF medial para o NAcc (Pierce e Kalivas, 1997). O
desenvolvimento da sensibilizacdo comportamental pode ser dividido em duas fases: aquisicao
(AQ) e expressdo. A AQ sdo as alteracfes imediatas causadas pela droga, comumente ligadas
a sensibilizacdo neuroquimica do sistema dopaminérgico na ATV, e a expressao sao as
consequéncias a longo prazo desses eventos iniciais associadas ao NAcc (Robinson e Becker,
1986; Kalivas e Stewart, 1991; Steketee et al., 2011).



25

Em modelo animal, a sensibilizacdo leva ao aumento da resposta motora e
comportamentos estereotipados, que podem ser observados com monitoramento da atividade
motora durante o teste do campo aberto (CA) (Jun Gao et al., 2015). A atividade
hiperlocomotora somada ao aumento progressivo dessa atividade, caracteriza a sensibilizacdo
locomotora, e € um modelo bem conhecido de plasticidade comportamental associada aos
sintomas positivos de SCHZ (Richtand et al., 2001). Esse modelo de sensibilizagdo induzido
pela administracdo de drogas ja esta estabelecido no campo de pesquisa de abuso de substancias
(Paulson et al., 1991) e ja foi observado em resposta a cocaina, anfetamina, morfina, etanol,
Nicotina e 9-tetrahidrocanabinol (Joyce e lversen, 1979; Robinson e Becker, 1986; Benwell e
Balfour, 1992; Cunningham e Noble, 1992; Post et al., 1992; Cadoni et al., 2001). A
sensibilizacdo locomotora é resultado de adaptac6es duradouras neuroquimicas e moleculares
do sistema dopaminérgico mesolimbico (Robinson e Becker, 1986; Nestler et al., 2001).
Evidéncias sugerem existir bases moleculares e neurais compartilhadas entre a sensibilizacdo
locomotora e os processos SCHZ e de dependéncia (Cador et al., 1995; Vezina, 2004). Por essa
razdo, o teste de sensibilizacdo comportamental em modelo animal é uma forma muito usada

de se estudar alteracdes comportamentais e fisiologicas em um modelo de SCHZ.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir para o entendimento das bases bioldgicas da associacéo entre esquizofrenia e
tabagismo. Para isso, iremos fazer uma pré-exposicéo a Nicotina em camundongos no periodo
da adolescéncia utilizando uma minibomba osmética com liberacéo de Nicotina até o final do
teste de aquisicdo. E em seguida avaliar a resposta ao modelo de esquizofrenia por antagonismo
de receptor NMDA.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar se a preexisténcia de um modelo de exposicdo a Nicotina altera a
susceptibilidade dos animais ao modelo de esquizofrenia através da inducdo da Sensibilizacdo
locomotora no teste de CA;

Investigar o papel do sistema dopaminérgico na sensibilizacdo comportamental, atraves

da administracdo de antagonista dopaminérgico D2.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Este trabalho de natureza experimental foi realizado no Departamento de Ciéncias
Fisiologicas (DCF) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Neste projeto foram usados camundongos C57BL/6 provenientes de coldnias mantidas
na Universidade Federal Fluminense (Niteroi, Brasil) por mais de 60 geracfes. Usamos
ninhadas geradas a partir dos cruzamentos entre estes animais (1 a 2 fémeas para cada macho)
e mantivemos no biotério do Laboratério de Neurofisiologia do DCF/IBRAG com temperatura
controlada em torno de 21-22°C, ciclo de luminosidade de 12 horas (com luzes se apagando as
14 horas) e com livre acesso a comida e gua. Ap06s o0 desmame, apenas as ninhadas que tiveram
entre 4 e 9 filhotes foram selecionadas e separadas em caixas com 2-5 camundongos para o
projeto. O desmame e a separacdo por sexo ocorreu no 25° dia pés-natal (PN 25) e os
camundongos foram individualizados em PN 36 e alocados um macho e uma fémea de forma
aleatoria entre os grupos. Tendo em vista 0s possiveis efeitos ansiogénicos do isolamento social,
todas as gaiolas com animais individualizados contavam com enriquecimento ambiental: um
duto pléastico e uma folha de papel enrolada de forma compacta.

Os procedimentos de experimentacdo animal descritos a seguir foram aprovados pelo
Comité de Cuidado e Uso de Animais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA-
UERJ) sob o0 n° 033/2018 e estdo de acordo com a declaracdo de Helsinque e com o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio adotado e promulgado pelo National Institute of
Health.

3.2. Preparacao das mini-bombas

As minibombas (MB) osmoticas subcutaneas (s.c.) (modelo 1002, Alzet Durect
Corporation, Cupertino) foram preparadas em PN 36 e implantadas em PN 37, quando teve
inicio a exposicao previa a Nicotina que perdurou por 14 dias ap6s o implante. Nesse momento
0s animais foram separados em dois grupos, o grupo controle (CONT); e o grupo Nicotina
(NIC). O comportamento de ambulagéo e exploragdo desses dois grupos foram analisadas por
3 dias (dias de habituacéo) a fim de avaliar a acdo da Nicotina sem interferéncias de outras
drogas. As MB destinadas aos animais CONT, foram preenchidas com agua estéril enquanto os
animais NIC receberam MB preenchidas com Nicotina free base diluida em agua estéril, de

forma a liberar uma dose inicial de 24mg/Kg/dia de Nicotina, essa dose foi escolhida com base
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em um estudo onde ratos foram expostos a mesma dose (Hambsch et al., 2014) que foi capaz
de produzir niveis de Nicotina similar a faixa encontrada em fumantes (Massadeh et al., 2009;
Wood et al., 2004). Essa solucgéo sofreu ajuste de seu pH para 6,0+0,5 com o uso de solucdes
de HCI 6M e NaOH 5M. As MBs foram pesadas antes e depois de serem preenchidas para
garantir que foram totalmente preenchidas com o liquido. Em seguida, foram deixadas imersas
em solucdo salina (NaCl 0,9%) e levadas a uma estufa a 37°c até a realizagdo das cirurgias, no
dia seguinte. Escolhemos esse método de exposicdo para garantir uma liberacdo constante e
homogénia que ira durar do dia da implantacéo até o dltimo dia de AQ (PN37 — PN50). Assim,
0 periodo de exposicao tem inicio na adolescéncia pds-puberdade e se estende até durante a
transicdo entre a adolescéncia e a idade adulta de roedores (Adriani et al., 2002).

3.3. Cirurgia

As cirurgias ocorreram em PN 37 durante o periodo de 8h as 14h. Os animais foram
anestesiados intraperitonealmente com ketamina (100mg/kg, i.p) e xilasina (10mg/kg, i.p). Os
animais tiveram o dorso raspado e higienizado com alcool etilico 70% e foi feita uma pequena
inciséo de 1 cm para a implantagdo da MB. Com uma tesoura de ponta arredondada, a pele foi
separada do tecido subcutaneo, abrindo um espaco onde a MB foi implantada com o auxilio de
uma pinca. A incisdo foi entdo suturada com fio proprio (catgut simples 3.0). Os animais
receberam 20pul de antibiotico (Enrofloxacino, 2,5mg/kg, s.c.) e anti-inflamatério (Flunixina,
2,5mg/Kkg, s.c), e foram devolvidos ao biotério, onde permaneceram até o inicio da avaliagdo

comportamental.

3.4. Ambiente experimental

O periodo de teste se estendeu de PN 42 & PN 57. Cada sessdo foi realizada sempre no
periodo de 8h — 12h, durante a fase clara em uma sala com temperatura controlada a 22 +/- 2°C
e luz branca indireta. cada teste teve duracdo de 60 min, interrompidos pelo ciclo de injecdes.
Os animais eram retirados do biotério de 4 em 4 e alocados em uma antessala onde eram
ambientados por 10 min antes do teste e recebiam o ciclo de inje¢Oes durante as interrupgdes.
Na sala onde ocorreram 0s testes se encontrava quatro caixas de atividade automaticas de
acrilico (46 x 46 x 46 cm) onde foi realizada a atividade de CA, que permitia testar quatro
animais por vez. Entre cada teste, as caixas eram higienizadas com papel toalha humedecido
com alcool 35% e secadas. As caixas emitem feixes infravermelhos que, quando interrompidos

pelo animal, geram contagens automaticas que sao enviadas a um computador e convertidas em
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centimetros percorridos por um software (Monitor de Atividades — Insight, Ribeirdo Preto, SP).
Para a analise de cada sessdo, a varidvel, distancia percorrida, foi avaliada em 3 intervalos de
10 min (para avaliar o efeito imediato das drogas) e em um quarto intervalo com a média dos
30 min finais (para avaliar os efeitos tardios das drogas).

Todas as etapas foram filmadas por uma webcam posicionada a 100 cm acima das caixas
de atividades. Em uma sala disposta ao lado da sala de teste era possivel avaliar o
funcionamento das caixas e observar o comportamento dos animais, atraves de computadores

e em tempo real.

3.5. Sensibilizacdo locomotora

No intuito de sensibilizarmos os camundongos a droga Fenciclidina, utilizamos um
protocolo de sensibilizacdo com 4 etapas ja estabelecido e adaptado de Volf e colaboradores
(2012).

A 12 etapa foi a HABITUACAO (H), que ocorreu de PN 42 & PN 44. Ap6s a aclimatacao
na antessala, cada camundongo foi colocado no centro da caixa para inicio do teste de CA, e
deixado para explora-la livremente por 10 minutos. Nesse momento ocorreu a primeira
interrupcao, quando os camundongos receberam a primeira injecao (s.c.) de salina e retornaram
imediatamente apds, para a arena por mais 10 minutos. Em seguida, receberam a segunda dose
de injecdo (s.c.) de salina e foram deixados na arena por mais 40 minutos. Sendo assim, 0s
animais foram habituados aos ciclos de injecdes utilizados nas etapas subsequentes e ao
ambiente de teste.

A 22 etapa é a de AQUISICAO. Durante os 6 dias seguintes & H, o teste foi feito
repetindo 0 passo-a-passo descrito na etapa anterior, porém, na primeira injecdo foi
administrada salina na metade dos animais CONT e NIC; e Racloprida (0,25mg/kg, s.c.) na
outra metade. Ja na segunda injecéo, foi administrada Fenciclidina (10mg/Kg, s.c.) em todos 0s

animais. Assim, nesta etapa, foram gerados 4 grupos experimentais para cada sexo:
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Tabela 1 — Grupos Experimentais

GRUPO TRATAMENTO

PCP (2:14, £:12) Mini-Bomba de H20, salina e Fenciclidina

CON
T RAC-PCP (2:12, Mini-Bomba de H20, racloprida e Fenciclidina
4:12)
NIC-PCP (2:12, | Mini-Bomba de Nicotina freebase, salina e Fenciclidina
4:12)
NIC

NIC-RAC-PCP | Mini-Bomba de Nicotina freebase, racloprida e
(©:14, 5:12) | Fenciclidina

Legenda: CONT: animais que receberam mini-bombas preenchidas com agua ésteril; NIC: animais que receberam
mini-bombas preenchidas com Nicotina (24mg/Kg/dia); RAC: animais que receberam injecdes de recloprida; PCP:
animais que receberam injec@es de Fenciclidina.

Fonte: A autora, 2022.

Vale salientar que os primeiros 10 minutos de testes, quando n&o foi administrada
nenhuma droga além da Nicotina via MBs, foram usados no intuito de avaliar o comportamento
basal dos animais.

Ao final da 22 etapa, todos os grupos passaram por 5 dias de RETIRADA, 32 etapa.
Neste momento os animais nao receberam nenhum tratamento e nem foram manipulados. De
acordo com o que se encontra descrito nas especificacbes das MBs, durante esse periodo de
retirada, ndo ocorreria mais liberacdo de Nicotina. Sendo assim, 0s animais nao estavam sendo
expostos a nenhuma substancia durante a etapa de RETIRADA e DESAFIO.

A etapa do DESAFIO (D), que tem o intuito de observar a expressdo da sensibilizacéo,
ocorreu de forma similar ao descrito no periodo de indugdo. Em PN 56, ap6s a exploracdo do
CA por 10 min, todos os animais receberam salina na primeira inje¢do. Logo, nos dois primeiros
intervalos poderiamos verificar o efeito ao logo prazo das drogas anteriores. J& na segunda
injecdo, metade dos animais de cada grupo recebeu um desafio de Fenciclidina (10mg/kg, s.c.)
enquanto que a outra metade recebeu um desafio de Nicotina (0,5mg/kg, s.c.). Dessa forma,
com os dois ultimos intervalos, podemos verificar a possivel expressao de uma sensibilizacéo

cruzada e se a exposicoes as diferentes drogas anteriores, interferiram nesse desfecho.
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3.6. Linha do tempo
Na figura 2 ¢ apresentada a linha do tempo do projeto. Para que possamos identificar,

de forma visual, o passo-a-passo e quando ocorreu cada etapa do projeto.

Figura 2 — Linha do Tempo do Projeto
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Legenda: Linha do tempo do projeto especificando cada acontecimento e o periodo PN especifico que ocorreu.
Periodo de habituacéo (H1-H3), periodo de aquisicdo (AQ1-AQ6) e desafio (D)

Fonte: A autora, 2022.

3.7. Andlise estatistica

Para evitar erros estatisticos do tipo 1 que podem resultar de testes repetidos, os dados
de cada fase do experimento (H, AQ e D) foram avaliados por analises de variancia de medidas
repetidas (rANOVAS). Foram utilizados os fatores Nicotina (expostos: grupos NIC-PCP e NIC-
RAC-PCP; ndo expostos: grupos PCP e RAC-PCP), Racloprida (tratados: grupos RAC-PCP e
NIC-RAC-PCP; nédo tratados: PCP e NIC PCP) e Sexo. O fator Desafio (Nicotina e
Fenciclidina) foi usado para a analise do Gltimo dia de teste. Dia e Intervalo foram os fatores de
repeticdo. rANOVAs de menor ordem em cada dia e/ou intervalo, ANOVAS univariadas
(UANOVAS), testes Fisher Protected Least Significant Difference (FPLSD) e testes t pareados
foram usados post hoc quando apropriado.

Avaliamos a atividade locomotora de cada grupo ao longo dos dias de teste no intuito
de caracterizar o desenvolvimento da sensibilizagdo comportamental (aumento progressivo da
atividade durante a AQ) pela comparacéo entre os dias da fase de AQ1 a AQ6. Como todos 0s
grupos receberam Fenciclidina durante a AQ, para avaliar que esta droga causou aumento da
atividade ja em AQ1, comparamos as atividades entre H3 e AQ1. Quanto a expressdo da
sensibilizagdo comportamental, analisada apos o periodo de retirara, foi verificado se houve
aumento da atividade locomotora entre AQ1 e o dia do D.

Todos os dados foram analisados usando o IBM SPSS Statistics for Windows, Versao
21.0 (IBM Corp, Armonk, N.Y., U.S.A.) e compilados como meédias e erros padrdo. A

significancia foi assumida ao nivel de p < 0,05 para efeitos principais; no entanto, para
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interagdes em p < 0,1, também examinamos se os efeitos principais de menor ordem eram
detectaveis apds a subdivisdo das variaveis interativas (Snedecor e Cochran, 1967). O critério
para termos de interacdo ndo foi usado para atribuir significancia aos efeitos, mas sim para
identificar fatores interativos que requerem subdivisdo para testes de menor ordem (Snedecor e
Cochran, 1967).
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4. RESULTADOS

4.1. Resultado da fase de habituacéo

A rANOVA global para a fase de H, que incluiu Nicotina, Racloprida e Sexo como
fatores e Dia e Intervalo como fatores de repeticdo, revelou que a exposicao a Nicotina afetou
a locomocéo (Nicotina: F(1,90)=5,2; p<0,05). No entanto, seu efeito variou ao longo dos dias
de H (H1aH3 x Nicotina: F(2,180)=2,9; p=0,058) e ao longo dos intervalos do teste (Intervalo
x Nicotina: F(3,270)=3,9; p<0,01). Uma vez que ndo houve efeitos ou interacdes envolvendo
Racloprida, este fator foi excluido das analises subsequentes, nas quais cada dia da fase de H

foi analisado separadamente por rANOVAs de menor ordem.

41.1. Dias da habituacdo

Os dias de H foram analisados e os dados sdo apresentados na figura 3. No dia H1 os
animais do grupo NIC apresentaram maior atividade locomotora em comparagdo aos animais
do grupo CONT (Nicotina: F(1,94)=10,8; p<0,001), contudo, esse efeito ndo foi uniforme
durante todo o periodo de teste (Intervalo x Nicotina: F(3,282)=2,6; p=0,054). A analise de
menor ordem para 0 H1 através de rANOVA indicou que a hiperatividade induzida pela
exposicdo a Nicotina foi significativa no primeiro (Nicotina: F(1,94)=8,7; p<0,01) e ultimo
(Nicotina: F(1,94)=16,3; p<0,001) intervalos analisados. O fato da hiperatividade ndo ter
alcancado significancia no 2° e 3° intervalos, sugere que o estresse gerado pelas injecGes foi
capaz de comprometer, nos minutos subsequentes, o efeito da Nicotina sobre a locomogéo. As
rANOVAs para os dias H2 e H3 ndo detectaram efeitos ou interacGes significativas, assim, €
possivel que a novidade do teste, presente somente em H1, potencialize os efeitos da Nicotina

na locomogéo.
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Figura 3 - Atividade locomotora dos dias de habituacédo

-

Legenda: Variacdo da atividade locomotora dos dias de habituacdo dos animais expostos & Nicotina (NIC:
24mg/Kg/dia, MBs) e daqueles que receberam MBs de agua. formando assim, os 2 grupos: CONT (n=50) e NIC
(n=48). Valores representam médiatEPM. ** p<0,01 (NIC > CONT), *** p<0,001 (NIC > CONT).

Fonte: A autora, 2022.

4.1.2. Diferenca entre os intervalos

Para investigar se a exposicao a Nicotina afetou o processo de habituacéo ao longo dos
intervalos do teste, testes t-pareados foram feitos separadamente para cada grupo e dia. Em
todos os dias da fase de H tanto o grupo CONT como o grupo NIC apresentaram reducéo da
atividade locomotora ao longo dos intervalos. Estes dados podem ser observados na tabela 2.

Assim, a exposicdo a Nicotina ndo foi capaz de alterar a habituacdo ao ambiente.



Tabela 2 — Comparacdo da atividade locomotora de cada intervalo da habituacéo

1°DIA DA HABITUACAO 2°DIA DA HABITUACAO
Grupe | Intervalos Grupo | Intervalos Grupe | Intervalos Grupo | Intervalos
Cont | 1x | 2 |p=0001] Nie | 1x 2 |p=0,001 | Comt | 1x 2| p=0001 | Nie lx 2| p=0,001
3| p=0001 3 | p=0.001 3] p=0,001 3| p=0,001
4 | ped,001 4 | p=0,001 4] p=0,001 41 p=0,001
x| 3 |p=0.001 1x 3 | p=0.001 2x 3] p=0.03 Ix 3| P=0,01
4| p=0,001 4 | p=0.001 4] pr=0,001 4| p=0,001
Iz | 4 |p=0.001 ix 4 | p=0,001 ix 4 e, 001 ix 4| HNE
3°DIA DA HABITUACAO
Grupo | Intervalosz Grupo | Intervalos

nt x| 2 1 1 X =0,
Co 1 2 001 [ Mi 1 2| p=0.001

3 |peno01 3 | p=0,001
4 |peno0t 4 | p=0,001
2z |3 | N8 2x | 3| peb0s
4 |pe0001 4 | p=0,001
3x | 4 |p=0.001 3x | 4| ped0s

Legenda: tabela sobre a comparacéo da atividade locomotora de cada intervalo ao longo dos dias de habituacéo e
dos animais expostos & Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) e daqueles que receberam MBs de agua. formando
assim, os 2 grupos: CONT (n=50) e NIC (n=48). NS, ndo-significativo. Valores representam médiatEPM.
Fonte: A autora, 2022.

41.3. Intervalos por dia

Por fim, testes t-pareados foram utilizados para verificar a habituagao ao longo dos
dias de teste (H1 a H3). Essa andlise foi feita considerando cada intervalo e cada grupo
separadamente. Como pode ser observado na figura 4, em relacdo ao grupo CONT, ha
reducdo da atividade do H1 para o H2 nos 3 primeiros intervalos. Ndo houve reducédo da
atividade entre os dias H2 e H3 para nenhum dos intervalos. Ja o grupo NIC apresentou
decrescimo na ambulacdo do H1 para o H2 e também do H1 para H3 em todos os intervalos
(p<0,05 em todas as comparacdes). Similarmente ao identificado no grupo CONT, ndo houve
diferenca entre 0 H2 e H3. Assim, embora ambos tenham apresentado habituagdo ao longo
dos dias, esse efeito parece mais robusto no grupo NIC, possivelmente devido a maior

atividade apresentada no inicio do teste.

35
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Figura 4 — Atividade locomotora por intervalo de habituacéo

12 INTERVALO 22 INTERVALO
Hl H2 H3

32 INTERVALO 42 INTERVALO
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H1 H2 H3

H1 H2 3

H Hl H2 H3 H1 M2 H3 H1 H2 H3

Legenda: Média da atividade locomotora separado por intervalo dos dias de habituacdo dos animais expostos a
Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) e daqueles que receberam MBs de dgua. formando assim, 0s 2 grupos: CONT
(n=50) e NIC (n=48). H1, H2 e H3: 10, 20 e 3o dias de Habituacdo, respectivamente. Valores representam
médiazEPM. *** p<0,001 (Comparagido com H1), * p<0,05 (Comparagdo com H1).

Fonte: A autora, 2022.

Em resumo, a analise estatistica da fase de H revelou que a exposi¢do a Nicotina foi
capaz induzir hiperatividade locomotora no H1 e que esse efeito foi mitigado pelo estresse.
Além disso, a exposicao a Nicotina ndo interferiu no processo de habituagdo ao ambiente, uma
vez que tanto os animais NIC quanto os animais CONT, demonstraram reducéo da atividade ao

longo dos intervalos e ao longo dos dias.

4.2. Resultado da fase de aquisicao

A rANOVA global para a fase de AQ, que incluiu Nicotina, Racloprida e Sexo como
fatores e Dia e Intervalo como fatores de repeticao, revelou que a exposicéo a Racloprida afetou
a locomocdo (Racloprida: F(1,90)=39,2, p<0,001). Contudo, esse efeito variou ao longo dos
intervalos (Intervalo x Racloprida: F(3,270)=21,0, p<0,001), assim como ao longo dos dias de
AQ (Dia x Intervalo x Racloprida: F(15,1350)=1,8, p<0,05). A rTANOVA também revelou
alteracdo na locomocao causada pela exposicdo a Nicotina ao longo dos intervalos (Intervalo x
Nicotina: F(3,270)=3,5, p<0,05), assim como interacdo entre Nicotina e Racloprida ao longo

dos dias e intervalos (Dia x Intervalo x Nicotina x Racloprida: F(15,1350)=1,6, p=0,079). Os
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dados a seguir representam as médias obtidas a partir de valores de machos e fémeas juntos,
uma vez que nao foram detectados efeito ou interacdes consistentes do sexo ao longo dos dias

e intervalos com os outros fatores.

42.1. Primeiro intervalo da aquisicio

Analisamos o primeiro intervalo do teste na figura 5, os 10 minutos iniciais sem
administracdo de injecOes, para cada dia. A mANOVA revelou que ndo houve diferenga entre
0s grupos para os dias AQL, AQ2, e AQ4. No dia AQ3 os animais que foram expostos a
Nicotina apresentaram maior atividade locomotora em compara¢do aos animais nao expostos
(Nicotina: F(1,90)=4,3; p<0,05). Em AQ5 (Nicotina x Racloprida: F(1,90)=6,1, p<0,05), o
grupo NIC-PCP foi mais ativo que os demais grupos, enquanto que em AQ6 (Nicotina x
Racloprida: F(1,90)=3,7, p=0,058), o grupo NIC-PCP foi mais ativo que o grupo PCP. Apesar
dos grupos que receberam Nicotina serem diferentes dos que receberam MB com agua desde o
inicio dos testes, essa diferenca sé é evidente no H1, e o fato dela se apresentar novamente
apenas em AQ3, e depois em AQ5 e AQ6, pode indicar que essa droga interagindo com outras

drogas pode potencializar o seu efeito.

Figura 5 - Atividade locomotora do 1° intervalo da AQ

12 INTERVALO

B n e
m

Legenda: Atividade locomotora do 1° intervalo (10 minutos) dos animais expostos a Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia,
MBs) ou agua. Neste intervalo, os animais ainda ndo receberam injecdes de Racloprida (RAC) ou salina e de
Fenciclidina (PCP). contudo, no grafico, ja ha a separacéo entre os 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-
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PCP (n=24) e NIC-RAC-PCP (n=24). AQ1, AQ2, AQ3, AQ4, AQ5 e AQ6: 10, 20, 30, 4° 5%¢ 6° dias de Aquisicéo,
respectivamente. Valores representam médiatEPM. * ¢ p>0.05, ** cc dd p>0.01; *: diferente de PCP, b: diferente
de NIC-PCP, c: diferente de RAC-PCP, d: diferente de NIC-RAC-PCP.

Fonte: A autora, 2022.

422, Segundo Intervalo da Agquisicdo

Analisamos o segundo intervalo do teste na figura 6, 10 minutos apds a administracéo
de injecdes de Racloprida ou Salina, para cada dia. Os animais que receberam Racloprida
apresentaram menor atividade locomotora em comparacdo aos animais que nao receberam, e
esse resultado se repete em todos os dias (Racloprida: AQ1 - F(1,90)=24,9, p<0,001; AQ2 -
F(1,90)=21,5, p<0,001; AQ3 - F(1,90)=28,8, p<0,001; AQ4 - F(1,90)=26,1, p<0,001; AQ5 -
F(1,90)=37,8, p<0,001; AQ6 - F(1,90)=32,5, p<0,001). O efeito hipolocomotor causado pela
Racloprida indica o importante papel desempenhado pelo receptor D2 na ambulacdo. Pra os
dias AQ2 e AQ3, este intervalo também revelou que animais pré expostos a Nicotina, quando
expostos a Racloprida, tiveram um efeito de hipolocomogao mais intenso que animais que nao
foram expostos a Nicotina (Nicotina x Racloprida: AQ2 - F(1,90)=5,6, p<0,05; AQ3 -
F(1,90)=9,6, p<0,01).

Figura 6 - Atividade locomotora do 2° intervalo da AQ
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Legenda: Média da atividade locomotora do 2° intervalo (10 minutos) dos animais expostos a Nicotina (NIC:
24mg/Kg/dia, MBs) ou agua, e receberam injecBes de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina. Neste
intervalo, os animais ainda ndo receberam injec¢6es Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), contudo, no gréafico, ja hd a
separacgdo entre os 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24) e NIC-RAC-PCP (n=24). AQ1,
AQ2, AQ3, AQ4, AQ5 e AQB6: 1o, 20, 30, 4° 5° e 6° dias Aquisicdo, respectivamente. Valores representam
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médiazEPM. ** bb cc dd p>0.01, *** bbb ccc ddd p>0.001; *: diferente de PCP, b: diferente de NIC-PCP, c:
diferente de RAC-PCP, d: diferente de NIC-RAC-PCP.
Fonte: A autora, 2022.

4.2.3. Terceiro intervalo de aquisicdo

Na figura 7 analisamos o terceiro intervalo do teste, os 10 minutos subsequentes a
administracao de Fenciclidina, para cada dia. A analise estatistica indicou efeito da exposicéo
a Racloprida para todos os dias de AQ (Racloprida: AQ1 - F(1,90)=40,7, p<0,001; AQ2 -
F(1,90)=27,6, p<0,001; AQ3 - F(1,90)=32,4, p<0,001; AQ4 - F(1,90)=13,1, p<0,001; AQ5 -
F(1,90)=6,6, p<0,05; AQ6 - F(1,90)=40,0, p<0,001). Esse efeito mostra que, assim como no 2°
intervalo, 0s grupos expostos a Racloprida foram menos ativos que aqueles ndo-expostos,
mostrando que a Fenciclidina ndo foi capaz de evitar a acdo da Racloprida. Além disso, a
Nicotina interagiu com a Racloprida em AQ1 (Nicotina x Racloprida: F(1,90)=5.,4, p<0,05),
AQ2 (Nicotina x Racloprida: F(1,90)=3,9, p<0,05) ¢ AQ3 (Nicotina x Racloprida: F(1,90)=
4.4, p<0,05). As interagdes acima podem ser explicadas pelo fato de, nos 3 primeiros dias de
AQ, além dos grupos expostos a Racloprida se mostrarem menos ativos que 0S grupos nao-
expostos, o grupo NIC-RAC-PCP mostrar menor atividade locomotora que o grupo RAC-PCP,
sugerindo que a Nicotina potencializa o efeito inibidor da Racloprida mesmo na presenca de
Fenciclidina, mas que este efeito ndo persiste por todo o periodo de AQ.
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Figura 7 - Atividade locomotora do 3° intervalo da AQ
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Legenda: Média da atividade locomotora do 3° intervalo (10 minutos) dos animais expostos a Nicotina (NIC:
24mg/Kg/dia, MBs) ou &gua, que receberam inje¢des de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina, e inje¢des
Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), formando assim, os 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24)
e NIC-RAC-PCP (n=24). AQl, AQ2, AQ3, AQ4, AQ5 e AQ6: 1o, 20, 30, 4° 5° e 6° dias de Aquisicdo,
respectivamente. Valores representam médiaxEPM. * b ¢ d p>0.05, **bb cc dd p>0.01, *** bbb ccc ddd p>0.001;
*: diferente de PCP, b: diferente de NIC-PCP, c: diferente de RAC-PCP, d: diferente de NIC-RAC-PCP.

Fonte: A autora, 2022.

424, Quarto intervalo de aquisicdo

A analise estatistica diaria do quarto intervalo do teste, 30 minutos finais apo6s a
administracao de injecdes de Fenciclidina, mostrou que o efeito da Racloprida se manteve para
os dias AQ1, AQ2, AQ3, AQ4, AQ6 (Racloprida: AQ1 - F(1,90)=14,2, p<0,001; AQ2 -
F(1,90)=6,6, p<0,05; AQ3 - F(1,90)=7,8, p<0,05; AQ4 - F(1,90)=6,7, p<0,05; AQ6 -
F(1,90)=24,3, p<0,001), e ndo ha mais diferenca entre os grupos NIC-RAC-PCP e RAC-PCP.
Isso indica que a droga Racloprida possui uma a¢do com duracgdo prolongada, enquanto que a

Nicotina interage de forma pontual. 1sso é percebido através da anélise da figura 8 a baixo.
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Figura 8 - Atividade locomotora do 4° intervalo da AQ
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Legenda: Média da atividade locomotora do 4° intervalo (30 minutos) dos animais expostos a Nicotina (NIC:
24mg/Kg/dia, MBs) ou &gua, que receberam injecdes de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina, e injecOes
Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), formando assim, os 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24)
e NIC-RAC-PCP (n=24). AQ1l, AQ2, AQ3, AQ4, AQ5 e AQ6: 1o, 20, 30, 4° 5° e 6° dias de Aquisi¢do,
respectivamente. Valores representam médiaxtEPM. ** bb cc dd p>0.01,

*** hbb ccc ddd p>0.001; *: diferente de PCP, b: diferente de NIC-PCP, c: diferente de RAC-PCP, d: diferente de
NIC-RAC-PCP.

Fonte: A autora, 2022.
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4.3. Comparacéo de H3 com AQ1

Para podermos verificar a reacdo imediata de cada grupo em resposta a Fenciclidina,
Racloprida e Nicotina, e como essas drogas interagem em um primeiro momento, fizemos a
comparacdo entre os dias H3 (terceiro dia de habituacdo) e AQL (primeiro dia de aquisicao).
Para isso fizemos uma rANOVA seguida de teste t. A ANOVA usou Nicotina, Racloprida e
Sexo como fatores, e como fatores de repeticdo, Dia e Intervalo. Essa analise revelou que a
Racloprida causou efeito na locomocéo (Racloprida: F(1,90)=18,8, p<0,001), e que esse efeito
variou ao logo dos intervalos (Intervalo x Racloprida: F(3,270)=11,7, p<0,001) e em cada dia
(Dia x Racloprida: F(1,90)=21,5, p<0,001) e também variou entre os intervalos de cada dia (Dia
x Intervalo x Racloprida: F(3,270)=10,9, p<0,001). Além do efeito da Racloprida, essa analise
revelou variacdo do efeito da Nicotina ao longo dos intervalos (Intervalo x Nicotina:
F(3,270)=3,2, p<0,05). Houve interagdo entre Nicotina e Racloprida (Nicotina x Racloprida:
F(1,900=3,7, p=0,059). E por ultimo, ocorreu interacdo dia com intervalo (Dia x Intervalo:
F(3,270)=9.8, p<0,001).
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Quando analisamos o teste t, como mostra na figura 9, para o 1° intervalo néo houve
diferenca entre os grupos. Isso é justificavel pois, até esse momento os grupos ndo mudam de
um dia para o outro, e ndo receberam nem Racloprida ou Fenciclidina para justificar um efeito
residual. E como ja mostrado nos resultados sobre a habituacdo, no 3° dia, a Nicotina sozinha
ndo estd mais causando efeito na locomocéo. Ja no segundo intervalo, os grupos RAC-PCP e
NIC-RAC-PCP, tiveram reducdo da atividade de um dia para o outro, mostrando o efeito da
Racloprida de reduzir a atividade. Nos terceiro e quarto intervalos ocorre aumento da atividade
para 0s grupos PCP e NIC-PCP, e reducdo no grupo RAC-PCP. Esses resultados mostram que
a Fenciclidina foi capaz de causar hiperlocomocao. No grupo NIC-RAC-PCP, o efeito inibitdrio
da Racloprida foi acentuado pela Nicotina.

Figura 9 - Comparando H com AQ1
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Legenda: Atividade locomotora separado por intervalo comparando o 3° dia de habituagdo (H3) com o 1° dia de
aquisicdo (AQ1) dos animais expostos a Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou agua, que receberam injecGes de
Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina, e inje¢des Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), formando assim, os 4
grupos: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24) e NIC-RAC-PCP (n=24). Valores representam
médiatEPM. **: p<0,01, ***: p<0,001.

Fonte: A autora, 2022.
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44. Desenvolvimento da sensibilizagdo locomotora

A fim de avaliar se a Fenciclidina foi capaz de causar o aumento progressivo da
atividade locomotora nos animais, 0 que caracteriza o fenébmeno de sensibilizacdo, e se a
Racloprida e a Nicotina interferiram nesse processo, foram feitas analises comparando o0 AQ6
com o AQ1. Foi feita uma rANOVA tendo como fatores Nicotina, Racloprida e Sexo e fatores
de repeticdo, Dia e Intervalo. Essas foram seguidas por rANOVAS de menor ordem quando
foram analisados cada intervalo em separado e, quando pertinente, o comportamento de cada
grupo ao longo dos dias de AQ foi analisado por teste t.

A rANOVA revelou efeito de dia, efeito da Racloprida, efeito da Racloprida variando
nos dois dias, da Racloprida variando ao longo dos intervalos e também nos dois dias, assim
como a Nicotina variando nos intervalos e Nicotina interagindo com Racloprida variando ao
logo dos intervalos e dos dois dias (Dia: F(1,90)=48,7, p<0,001; Racloprida: F(1,90)=11,9,
p<0,001; Dia x Racloprida: F(1,90)=2,8, p=0,097; Intervalo x Nicotina: F(3,270)=3.4, p<0,05;
Intervalo x Racloprida: F(3,270)=27,5, p<0,001; Dia x Intervalo x Racloprida: F(3,270)=3,4,
p=<0,05; Dia x intervalo x Nicotina x Racloprida: F(3,270)=2,2, p=0,091).

44.1. Comparacdo do primeiro intervalo

Como visto na figura 10, no 1° intervalo, a analise apontou efeito do dia (Dia: AQ1 x
AQ6 - F(1,90)=10,0, p<0,01). Os Teste t apontaram reducao da atividade locomotora do grupo
NIC-RAC-PCP de AQL1 para AQ6.
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Figura 10 - Atividade locomotora do 1° intervalo AQ1xAQ6
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Legenda: Atividade locomotora do 1° intervalo (10 minutos) do 6° dia (AQ6) comparados com o 1° (AQ1) dia da
fase de Aquisi¢do dos animais expostos a Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou dgua. Neste intervalo, 0s animais
ainda ndo receberam injecdes de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina e de Fenciclidina (PCP: 10mg/kg,
s.c.), contudo, no gréfico, j& ha a separacdo entre 0s 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24) e
NIC-RAC-PCP (n=24). Valores representam médiatEPM. **: p<0,01.

Fonte: A autora, 2022.

4.4.2. Comparacdo do sequndo intervalo

Durante o segundo intervalo, como indica o figura 11, o efeito da Racloprida ficou
evidente (Racloprida: AQ1 x AQ6 - F(1,90)=41,8, p<0,001) e também sua co-exposi¢do com a
Nicotina (Nicotina: AQLl x AQ6 - F(1,90)=3,9, p<0,05). Os Teste t mostraram reducdo da

atividade locomotora no grupo NIC-PCP em AQ6 quando comparado com AQL.
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Figura 11 - Atividade locomotora do 2° intervalo AQ1xAQ6
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Legenda: Atividade locomotora do 2° intervalo (10 minutos) do 6° dia (AQ6) comparados com o 1° dia da fase de
Aquisicdo (AQ1L) dos animais expostos a Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou &gua, e receberam injecBes de
Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina. Neste intervalo, os animais ainda ndo receberam injecOes
Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), contudo, no gréfico, ja h4 a separacéo entre 0s 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP
(n=24), RAC-PCP (n=24) e NIC-RAC-PCP (n=24). Valores representam médiatEPM. **: p<0,01.

Fonte: A autora, 2022.

443, Comparacio do terceiro intervalo

Quando analisado o 3° intervalo, demonstrado na figura 12, logo apds a administracéo
de Fenciclidina, a rANOVA apontou o efeito da Racloprida (Racloprida: AQl x AQ6 -
F(1,90)=59,5, p<0,001) e do dia (Dia: AQ1 x AQ6 - F(1,90)=42,8, p<0,01). Os teste t apontaram
aumento na locomocdo para os grupos PCP, NIC-PCP e NIC-RAC-PCP em AQ6 quando

comparado com AQ1.
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Figura 12 - Atividade locomotora do 3° intervalo AQ1xAQ6
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Legenda: Atividade locomotora do 3° intervalo (10 minutos) do 6° dia (AQ6) comparados com o 1° dia da fase
de Aquisicdo (AQ1) dos animais expostos a Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou agua, que receberam
injecBes de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina, e injecBes Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), formando
assim, 0s 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP ( n=24), RAC-PCP (n=24) e NIC-RAC-PCP (n=24). Valores
representam médiatEPM. ***: p<0,001.

Fonte: A autora, 2022.

444, Comparacio do quarto intervalo

Indicado no figura 13, no 4° intervalo, da mesma forma que no 3° intervalo, arANOVA
aponta efeito da Racloprida (Racloprida: AQ1l x AQ6 - F(1,90)=27,9, p<0,001). também
apontou efeito de dia (Dia: AQ1 x AQ6 - F(1,90)=42,8, p<0,01). Os teste t apontaram aumento
da atividade dos grupos PCP e NIC-PCP entre AQ1 e AQ6.
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Figura 13 - Atividade locomotora do 4° intervalo AQ1xAQ6

42 INTERVALO

I | !
ADY AO6

A0} AD6 203 AQE AD1 AD6

Legenda: Media da atividade locomotora do 4° intervalo (30 minutos finais) do 6° dia (AQ6) comparados com o
1° dia da fase de Aquisi¢cdo (AQ1) dos animais expostos a Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou &gua, que
receberam injecOes de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina, e inje¢Bes Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.),
formando assim, 0s 4 grupos: PCP (n=26), NIC-PCP ( n=24), RAC-PCP (n=24) e NIC-RAC-PCP (n=24). Valores
representam média+EPM. **: p<0,01. ***: p<0,001.

Fonte: A autora, 2022.

Quando analisamos o 3° e 4° intervalos ao longo dos dias de AQ, identificamos
aumento da atividade locomotora logo apds a 12 administracdo de Fenciclidina, assim como
aumento progressivo ao longo dos dias, o que indica o desenvolvimento de sensibilizacdo dos
grupos PCP e NIC-PCP. O grupo NIC-RAC-PCP apresentou aumento de AQ1 para AQ6,
porem esse aumento € justificado pelo hipoatividade desse grupo em AQ1, por tanto os

grupos expostos a Racloprida nao sensibilizam.

4.5. Teste de sensibilizacéo

Para avaliar a expressdo da sensibilizacdo locomotora, apos AQ e apds 5 dias de retirada
das drogas, metade dos camundongos de cada grupo experimental foram desafiados com
Nicotina (0,5mg/Kg, sc) e a outra metade com Fenciclidina (10mg/Kg, sc) imediatamente antes
do 3° intervalo do teste. Assim, o fator Desafio foi considerado apenas na analise dos 2 ultimos

intervalos (intervalos 3 e 4).
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45.1. Primeiro e sequndo intervalos

A rANOVA que considerou os intervalos 1 e 2 como medida repetida indicou que 0s
camundongos foram mais ativos no primeiro intervalo quando comparados ao segundo
independente de tratamentos medicamentosos prévios (Intervalo: F(1,90)=284,3, p<0.001). A
analise comparativa de AQl e D demonstrou ainda um perfil mais ativo em D (Dia:
F(1,90)=57,7, p<0.001). como podemos observar na figura 14, no primeiro intervalo, todos 0s
4 grupos experimentais foram mais ativos em D. O aumento da atividade exploratdria pode ser
devido ao intervalo de retirada de 5 dias, durante o qual os camundongos ndo foram testados
no CA. No segundo intervalo, a atividade aumentada em D ainda era evidente em camundongos
PCP, mas ndo em camundongos NIC-PCP. Camundongos expostos a Racloprida durante AQ
ndo eram mais hipoativos em D, o que indica que ndo houve efeitos inibitorios residuais desta

droga na linha de base de D.

Figura 14 - Atividade locomotora do desafio 1° e 2° intervalo
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Legenda: Atividade locomotora no CA durante o primeiro (esquerdo) e segundo (direito) intervalo de 10 minutos
do teste de Sensibilizagdo (D) e valores comparativos no primeiro dia de Aquisi¢do (AQ1). O D ocorreu ap6s 5
dias de retirada, durante os quais os camundongos ndo foram expostos a drogas e nao foram testados em CA. Nos
dois intervalos D 1 e 2, os animais ainda ndo receberam desafios de Fenciclidina ou Nicotina. Os grupos analisados,
gerados anteriormente, sdo dos animais expostos & Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou agua, que receberam
injecBes de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina, e inje¢bes Fenciclidina (PCP: 10mg/Kkg, s.c.), sendo eles:
PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24) e NIC-RAC-PCP (n=24). Valores representam médiatEPM. *:
p<0,05. **: p<0,01. ***: p<0,001.

Fonte: A autora, 2022.

45.2. Terceiro e quarto intervalos

A anélise global de rANOVA que considerou os intervalos 3 e 4 como medida repetida
comparando as atividades locomotoras de AQ1 e D foi seguida por ANOVASs de menor ordem
em cada desafio e intervalo.

O desafio com Fenciclidina teve um grande impacto na locomogéo (Terceiro intervalo:
Dia: F(1,41)=42,5, p<0,001; Racloprida: F(1,41)=6,8, p=0,012; Quarto intervalo: Dia: F(1
,41)=5,7, p=0,022; Racloprida: F(1,41)=9,8, p=0,003; Dia x Nicotina: F(1,41)=9,0, p=0,005):
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como visto na figura 15, camundongos PCP eram hiperativos em D quando comparado ao AQ1,
efeito identificado tanto no terceiro quanto no quarto intervalo, caracterizando a expressao da
sensibilizacdo locomotora. Camundongos RAC-PCP também foram hiperativos em D quando
comparados a AQ1 em ambos os intervalos, embora 0 aumento na locomogéo tenha sido menos
robusto no quarto intervalo. A analise longitudinal também demonstrou que a exposic¢éo previa
a Nicotina teve um impacto inibitério na atividade aumentada pelo desafio com Fenciclidina,
que foi mais evidente durante o quarto intervalo para camundongos NIC-PCP e NIC-RAC-PCP

e impediu a expressdo da sensibilizacdo locomotora.

Figura 15 - Atividade locomotora do desafio de PCP 3° e 4° intervalo
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Legenda: Atividade locomotora no CA durante o terceiro intervalo de 10 minutos (esquerdo) e media do quarto
intervalo de 30 minutos (direito) do teste de Sensibilizacdo (D) e valores comparativos no primeiro dia de
Aquisicdo (AQ1). No terceiro intervalo do AQ1, todos os camundongos receberam Fenciclidina (10 mg/Kg, s.c.)
imediatamente antes de serem colocados no OF. Em D, os ratos receberam um desafio Fenciclidina apés um
periodo de retirada de 5 dias. Os grupos analisados, gerados anteriormente, sdo dos animais expostos a Nicotina
(NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou &gua, que receberam injecdes de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou salina, e
injecdes Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), sendo eles: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24) e NIC-
RAC-PCP (n=24). Valores representam médiatEPM. *: p<0,05. **: p<0,01. ***: p<0,001.

Fonte: A autora, 2022.

O impacto do desafio com Nicotina, demonstrado no figura 16, foi leve quando
comparado ao desafio com Fenciclidina tanto no terceiro intervalo (Racloprida:
F(1,41)=7,2, p=0,01; Dia x Racloprida: F(1,41) =16,3, p<0,001) quanto no quarto intervalo
(Dia x Nicotina: F(1,41)=4,1, p=0,050; Dia x Racloprida: F(1,41)=3,0, p=0,092). Néo
houve diferencas significativas entre AQl e D para camundongos PCP e RAC-PCP.
Enquanto a atividade dos camundongos NIC-PCP foi diminuida durante o terceiro intervalo
de D quando comparado ao AQ1, esse efeito foi transitorio e ndo mais evidente durante o
quarto intervalo. Distintamente, camundongos NIC-RAC-PCP foram mais ativos durante o
terceiro intervalo de D quando comparado ao AQL, e esse efeito persistiu no quarto

intervalo.
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Figura 16 - Atividade locomotora do desafio de NIC 3° e 4° intervalo

DESAFIONIC- 32 INTERVALO DESAFIONIC - 42 INTERVALO

h . 4
AQl DI AQl D1 AQl D1 AQl D1 AQl D1 AQl1 D1 AQl D1 AQ1 D1

Legenda: Atividade locomotora no CA durante o terceiro intervalo de 10 minutos (esquerdo) e media do quarto
intervalo de 30 minutos (direito) do teste de Sensibilizacdo (D) e valores comparativos no primeiro dia de
Aquisicdo (AQL). No terceiro intervalo do AQ1, todos os camundongos receberam Fenciclidina (10 mg/Kg, s.c.)
imediatamente antes de serem colocados no OF. Em D, os ratos receberam um desafio Nicotina (0,5 ml/Kg) ap6s
um periodo de retirada de 5 dias. Os grupos analisados, gerados anteriormente, sdo dos animais expostos a
Nicotina (NIC: 24mg/Kg/dia, MBs) ou dgua, que receberam inje¢des de Racloprida (RAC: 0,25mg/kg, s.c.) ou
salina, e inje¢Bes Fenciclidina (PCP: 10mg/kg, s.c.), sendo eles: PCP (n=26), NIC-PCP (n=24), RAC-PCP (n=24)
e NIC-RAC-PCP (n=24). Valores representam mediatEPM. *: p<0,05. **: p<0,01. ***: p<0,001.

Fonte: A autora, 2022.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostram hiperlocomocdo induzida pela Fenciclidina, estando
alinhados com estudos anteriores que mostram aumento da atividade locomotora induzida por
Fenciclidina aguda e subcrénica em adolescentes (Kusljic et al., 2022). Existe uma associa¢ao
entre SCHZ e o uso da Nicotina durante a adolescéncia (Mustonen et al, 2018), sendo este um
periodo de transicdo na SCHZ, quando ocorrem 0s primeiros sintomas psicoticos que marcam
o diagnostico do transtorno (Hafner et al, 2019), e de maior suscetibilidade a Nicotina (Abreu-
Villaca et al, 2017). Porem poucos estudos mostram os efeitos da exposi¢do a Nicotina em
modelos de SCHZ na adolescéncia. Como resultado, nosso estudo mostrou que o curto periodo
de exposicdo a Nicotina nos animais durante o periodo da adolescéncia ndo alterou o impacto
imediato produzido pela exposicdo a Fenciclidina na atividade locomotora dos animais.
Porém, a Nicotina mostrou interacdo com a Racloprida, potencializando o efeito de
hipolocomogéo nos camundongos tratados com Fenciclidina. Os animais tratados com
Racloprida ndo foram capazes de desenvolver sensibilizacdo locomotora, a Nicotina mantém
este quadro, ndo aumentando a atividade em AQ6 e reduzindo em AQL. Este resultado indica
gue os sintomas semelhantes a SCHZ produzidos pela exposicdo a feciclidina, ndo apresentam
melhora ou piora causada pela exposicao previa da Nicotina, porém, pode causar maior alivio

dos sintomas quando associada a um antagonista D2.
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5.1. Fenciclidina (PCP)

Nossos resultados mostram que a Fenciclidina foi capaz de causar hiperatividade
locomotora nos animais desde o primeiro dia da administracdo, como demonstrado através da
comparacdo de H3 com AQ1. A administracdo de Fenciclidina imediatamente antes do 30
intervalo induz o desenvolvimento da sensibilizacdo nos grupos PCP e NIC-PCP, como
demonstrado pela comparagéo entre AQ1 e AQG6, corroborando as descobertas recentes de
nosso laboratério em camundongos adolescentes (Dutra-Tavares et al., 2021). Estudos
anteriores estdo de acordo com 0s nossos resultados demostrando que a administracédo
sistémica aguda de antagonistas de receptores NMDA induz, em roedores, hiperlocomogéo
(Homayoun et al., 2004) que € potencialmente compativel com sintomas positivos da SCHZ
(Sams-Dodd, 1997). O desafio com Fenciclidina causou hiperatividade locomotora logo ap6s
a administracdo da droga mesmo apds 5 dias de retirada, deixando evidente a expressao da
sensibilizacdo locomotora induzida por Fenciclidina. Mesmo esse efeito sendo menos intenso
no intervalo 4, esse dado corrobora evidéncias anteriores de que camundongos expostos a
Fenciclidina durante a adolescéncia expressam sensibilizacdo locomotora (Freeman et al.,
2017; Qiao et al., 2014), e sugere que 0s mecanismos que levam a esse efeito hiperlocomotor
podem ser prontamente ativados mesmo apds um periodo de retirada da droga.

Apesar do papel estabelecido dos receptores de NMDA nos processos de plasticidade
sinaptica (Hardingham, 2019), os mecanismos pelos quais a exposicdo repetida a Fenciclidina
causa sensibilizacdo locomotora ndo sdo totalmente compreendidos. No entanto, € consenso
que, semelhante ao descrito em pacientes com SCHZ (Goff e Coyle, 2001; Lin et al., 2012),
os efeitos da Fenciclidina incluem a desregulacdo da transmissdao mesolimbica de dopamina
(Carlezon e Wise, 1996; Kohli et al., 2019), portanto, a hiperatividade gerada pela Fenciclidina
(observado pela comparacdo de H3 e AQL) pode ser explicada por uma estimulacéo
dopaminérgica (Bowyer et al., 1984). Os aumentos induzidos por drogas na liberacdo de
dopamina no NAcc (Di Chiara e Imperato, 1988) tém sido intimamente implicados na
hiperatividade induzida por drogas, e a sensibilizagdo locomotora foi encontrada associada a
um aumento da capacidade das drogas de aumentar a atividade dopaminérgica mesolimbica
(Kalivas e Stewart, 1991; Pierce e Kalivas, 1997; Vanderschuren e Kalivas, 2000).

5.2. Racloprida (RAC)
A racloprida é um antagonista dos receptores D2 de dopamina (Farde et al., 1986) e gera

um efeito hipolocomotor quando adiministrada em camundongos (Ogren e Goldstein, 1994).
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Portanto, seu uso serviu para avaliar o envolvimento dos receptores D2 nos efeitos
hiperlocomotores provocados pela Fenciclidina (Qiao et al.,, 2014). Em relagdo aos
camundongos RAC-PCP, a Racloprida impediu o aumento de a atividade locomotora
observada nos grupos PCP e NIC-PCP e impediu o desenvolvimento de sensibilizacédo
locomotora provocada pela Fenciclidina. Em NIC-RAC-PCP n&o vemos uma sensibilizacio
apesar do aumento de AQ1 para AQ6. Esse aumento € justificado pelo efeito hipolocomotor
em AQ1 causado pela coexposicdo de Racloprida e Nicotina. No entanto, em AQ6 esse efeito
é perdido e a ambulacdo de NIC-RAC-PCP se iguala ao grupo de RAC-PCP, que por sua vez
ndo demostrou diferenca entre AQLl e AQ6. Sabe-se que a fase de desenvolvimento da
sensibilizagcdo esta associada a alteracBes adaptativas neuronais transitérias (Cador et al.,
1995; Vezina, 2004). Assim, nossos resultados indicam que o uso da racloprida preveniu essas
alteracdes neuroplasticas. No entanto, durante o desafio de Fenciclidina, no qual o animal ndo
recebe racloprida, camundongos RAC-PCP expressaram a sensibilizagdo por Fenciclidina, o
que indica que os efeitos residuais de racloprida ndo foram fortes o suficiente para prevenir
totalmente o efeito hiperlocomotor do desafio. Nesse sentido, a fase de expressdo da
sensibilizacdo reflete alteragdes neuronais adaptativas persistentes causada pela exposi¢édo
prévia a Fenciclidina (Cador et al., 1995; Vezina, 2004). Assim, a pré-exposicdo a racloprida
durante a AQ nao foi eficiente na prevencao de modifica¢es duradouras dos circuitos neurais,
0 que pode ser explicado pela hiperatividade funcional que ocorre no sistema mesolimbico do
adolescente (Abreu-Villaca et al., 2017). Distintamente, também é possivel que as
neuroadaptacdes subjacentes a sensibilizacdo locomotora da Fenciclidina ndo sejam
exclusivamente dependentes da funcdo do receptor D2. A este respeito, estudos anteriores
sugerem que, em vez de um aumento da funcdo D2, um desequilibrio na sinalizacédo
mesolimbica de neurénios dopaminérgicos da ATV e seus receptores D1 e D2 de saida no
NAcc séo relevantes para a sintomatologia positiva da SCHZ (Guillin et al., 2007). Outro fator
conhecido que pode influenciar os sintomas positivos de SCHZ é associado ao aumento da
transmisséo serotoninérgica no cérebro (Giros et al., 1996).

Comparando o primeiro intervalo do desafio com a AQ, observamos que todos os
grupos aumentaram sua atividade independente do tratamento prévio. Esse aumento pode ser
justificado por um maior interesse dos animais na caixa tendo em vista que eles ficaram 5 dias
afastados deste ambiente. Esse interesse foi imediatamente revertido no intervalo 2 como
observado com a reducdo da atividade locomotora. 1sso pode ser explicado pela evocagéo de

um tipo de memdria que poderia ser comparada a autobiografica. A suscetibilidade da
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consolidagdo da memoria as influéncias moduladoras que ocorrem ap06s a aprendizagem
permite que 0s processos neurobioldgicos ativados pela excitagdo emocional regulem a forca
da memoria (McGaugh e Gold, 1989). Extensas evidéncias indicam que os horménios do
estresse liberados pelas glandulas supra-renais, epinefrina e corticosterona (cortisol em
humanos) por experiéncias emocionalmente excitantes desempenham um papel importante na
modulac¢do da meméria (McGaugh e Roozendaal, 2002). No segundo intervalo do D nenhuma
droga foi administrada, podemos observar diferenca entre AQ1 e D1 em RAC-PCP e NIC-
RAC-PCP nao devido a um aumento de atividade no D, mas sim a um efeito hipolocomotor

da racloprida em AQ1.

5.3. Nicotina (NIC)

Nossos resultados demostraram que a exposicdo a NIC foi capaz de causar uma
hiperatividade que foi identificada durante a H e no primeiro intervalo dos dias AQ3, AQ5 e
AQ6. Esse efeito pode ser explicado por um efeito ansiolitico da Nicotina que aumentaria a
atividade exploratéria dos animais no primeiro contato com um ambiente novo (Picciotto et
al., 2002; Mayordomo-Cava et al., 2020). Estudos demonstram que a Nicotina pode afetar os
niveis de ansiedade de diferentes formas (Picciotto et al., 2002). A exposi¢do a Nicotina
aumenta a atividade locomotora e reduz a analise de risco em camundongos adolescentes (Cao
et al., 2010; Buck et al, 2019). Se tratando do H1, a hiperatividade locomotora gerada pela
Nicotina foi mitigada pela introducdo das injecdes que causaram um estresse nos intervalos 2°
e 3°. Passados 10 mim da ultima injecdo, no intervalo 4°, a hiperatividade locomotora retorna.
E conhecido o efeito ansiogénico das injecdes em modelos animais (Gouveia e Hurst, 2019),
0 que pode justificar a reducao da hiperatividade locomotora gerada pela Nicotina. Além disso,
passado a apresentacdo do ambiente novo no primeiro dia, a exposicdo a Nicotina nao
interferiu no processo de habituagdo ao ambiente, uma vez que tanto os animais NIC, quanto
os animais CONT, demonstraram reducdo da atividade ao longo dos intervalos e ao longo dos
dias de H. A reducdo da atividade locomotora, observada em todos os grupos, intervalos e dias
de H é uma tendéncia natural dos camundongos a reduzir sua atividade exploratéria quando
expostos repetidamente a um novo ambiente como o CA, caracterizando o fenémeno de
habituacdo (Mayordomo-Cava et al., 2020).

Deve-se notar que o conjunto atual de resultados indica que a Nicotina ndo acentuou
nem atenuou o desenvolvimento de sensibilizacdo locomotora evocada por Fenciclidina. A

este respeito, a administracao sistémica de Nicotina durante a adolescéncia aumenta a relacao
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de receptores AMPA/NMDA na ATV, o que sugere uma sensibilidade aumentada a
plasticidade sinaptica induzida pela Nicotina e mediada por receptores NMDA (Placzek et al.,
2009). A autoadministracdo de Nicotina mostrou regular positivamente a expressdo de
subunidades de receptores NMDA em regifes mesolimbicas, incluindo a ATV (Alasmari et
al., 2016). Por sua vez, a administracdo de antagonistas de receptores NMDA tanto
sistemicamente quanto na ATV mostrou inibir a liberagdo de dopamina evocada por Nicotina
no NAcc, possivelmente bloqueando a ativacao de receptores NMDA mediada pela Nicotina
(Alasmari et al., 2016). Assim, em conjunto, nossos resultados sugerem que, apesar da
semelhanga ao comparar camundongos PCP e NIC-PCP durante o AQ, na presenca de
Nicotina, ocorrem relevantes interacdes bidirecionais entre os sistemas glutamatérgico e
colinérgico. Essa conclusdo é corroborada pelo efeito inibitério da pré-exposicdo a Nicotina
na expressdo da sensibilizacdo locomotora evocada pela Fenciclidina durante o desafio. Na
auséncia de efeitos estimuladores da Nicotina, o desafio com Fenciclidina por si s6 foi
insuficiente para causar uma resposta hiperlocomotora de longa duracédo consistente com a
expressdo de sensibilizacdo no grupo PCP-NIC. Isso indica que os eventos adaptativos que
ocorreram durante o periodo de exposicdo a Nicotina atenuaram a resposta ao desafio com
Fenciclidina, melhorando o comportamento psicotico sensibilizado por Fenciclidina em
camundongos adolescentes. Observac6es semelhantes foram relatadas nas quais a presenca de
Nicotina durante a adolescéncia foi associada a remediacéo de sintomas semelhantes a SCHZ,
incluindo comportamentos associados a sintomas positivos dessa doenca (Dutra-Tavares et
al., 2021).

A Nicotina também acentuou o efeito hipolocomotor da Racloprida no grupo NIC-RAC-
PCP em AQ2 e AQ3 no segundo intervalo e em AQl1 AQ2 e AQ3 no terceiro intervalo.
Embora 0s mecanismos responsaveis ainda ndo estejam esclarecidos, esse resultado aponta
para eventos multissindpticos envolvendo os sistemas glutamatérgico, colinérgico e
dopaminérgico, e sugere que o blogueio mediado por Fenciclidina do efeito estimulador da
Nicotina em receptores de NMDA, se soma a hipofungéo de receptores D2 evocada pela
Racloprida. Esses dados sugerem que os receptores D2 séo, direta ou indiretamente, afetados
pelas acOes da Fenciclidina e da Nicotina, levando a atividade locomotora alterada. Apos
exposicOes repetidas a Nicotina, ocorre a dessensibilizacdo dos nAChRs. Acredita-se que a
Nicotina aumenta a liberacdo de dopamina no NAcc dessensibilizando nAChRs contendo
subunidades B2 expressas em terminais dopaminérgicos estriatais (Salminen et al., 2004) e,

como resultado, reduzindo o controle inibitério da liberacdo de dopamina exercida por
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interneurdnios colinérgicos (Yavas e Young, 2020). A alteracdo na liberacdo de dopamina
causada pela exposicao repetida a Nicotina pode levar a modificagdes adaptativas na expresséo
de receptores dopaminérgicos (Di Chiara, 2000). Assim, no grupo NIC-RAC-PCP essa
alteracdo se somaria aos efeitos sobre o sistema dopaminérgico decorrentes do bloqueio dos
receptores de NMDA pela Fenciclidina e ao proprio bloqueio causado pela racloprida
resultando em uma redugdo mais acentuada da locomocgdo. Deve-se notar, no entanto, que o
efeito hipolocomotor identificado no NIC-RAC-PCP néo foi de longa duracao, desaparecendo
ao longo do AQ. Esses resultados sugerem que a Nicotina melhora a eficacia terapéutica da
medicacdo nos sintomas psicoticos por meio de mecanismos que convergem no receptor D2.
De acordo com esses dados, um estudo recente demonstrou melhora dos sintomas psicéticos
mais acentuada em fumantes com SCHZ do que em ndo fumantes quando em associa¢do com
antipsicoticos (Fang et al., 2019). Por outro lado, os dados explicam a falta de desfecho
favoravel em estudos anteriores em que pacientes adultos estavam sob medicagdo antipsicética
por longos periodos (Sagud et al., 2019).

Quanto aos resultados da administracdo de Nicotina no desafio Comparando com AQ1,
no terceiro intervalo observamos uma queda em D1 no grupo NIC-PCP isso pode ser explicado
pela auséncia da Fenciclidina no desafio. Quando comparamos AQ1 com o desafio de NIC-
RAC-PCP observamos um aumento no desafio que pode ser explicado pela perda do forte
efeito hipolocomotor gerado pela combinacdo de RAC e NIC na AQL. Esse efeito observado

no intervalo 3 em NIC-RAC-PCP é mantido no intervalo 4.
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CONCLUSAO

Nesse estudo demonstramos que a exposi¢do a Nicotina durante a adolescéncia ndo
interferiu no desenvolvimento da sensibilizacdo locomotora por Fenciclidina, mas a Nicotina
mitigou sua expressdo, indicando que a Nicotina ndo piora e pode até melhorar o
comportamento psicotico em modelos de SCHZ por Fenciclidina em camundongos
adolescentes. Além disso, o fato de que a Nicotina potencializou os efeitos inibitorios da
Racloprida aponta que os receptores D2 desempenham um forte papel nas a¢des da Fenciclidina
e da Nicotina, indicando que esse receptor pode desenvolver um papel central para o
desenvolvimento da comorbidade esquizofrenia e dependéncia ao tabaco durante a

adolescéncia.
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HIGHLIGHTS

e Adolescent phencyclidine evokes locomotor sensitization development and
expression.

e Adolescent nicotine does not worsen psychotic-like behavior.

e Adolescent nicotine potentiates the inhibitory effect of D2R antagonism.

e Phencyclidine and nicotine actions during adolescence converge on D;R.

e Thereis no nicotine/phencyclidine cross-sensitization during adolescence.
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ABSTRACT

The association between schizophrenia and nicotine addiction becomes evident during
adolescence. Here, to investigate interactive events that might underlie the early establishment
of this comorbidity, we used phencyclidine-evoked locomotor sensitization, a proxy model of
psychotic behavior, and nicotine minipump infusions in adolescent mice. Considering the
involvement of dopamine D> receptors in both schizophrenia and addiction, we further tested
their role by exposing mice to raclopride. Adolescent mice that were either exposed to
nicotine (24mg/Kg/day) or not, received single daily raclopride (0.5mg/kg, s.c.) or saline
followed by phencyclidine injections (10mg/Kg, s.c.). Drugs administration was followed by
open field testing for 6 days (acquisition period, ACQ). Phencyclidine and nicotine challenges
(sensitization test, ST) were carried out after a 5-day withdrawal. Ambulation escalated in
response to repeated phencyclidine exposure during ACQ and was increased after
phencyclidine challenge, evidencing development and expression of locomotor sensitization.
Raclopride prevented phencyclidine-evoked development of sensitization. However,
raclopride pre-exposure during ACQ only shortened its expression in phencyclidine-
challenged mice. Nicotine failed to interfere with phencyclidine stimulatory effects during
ACQ but potentiated raclopride inhibition during the first ACQ days. During ST, nicotine
history shortened the expression of phencyclidine-evoked sensitization. Nicotine challenge
had no impact on locomotion, which is consistent with a lack of nicotine/phencyclidine cross-
sensitization. In conclusion, our results show that nicotine does not worsen, and may even
ameliorate phencyclidine-sensitized psychotic-like behavior in adolescent mice. The
potentiation of raclopride-mediated inhibition further suggests that nicotine transiently
improves the therapeutic efficacy of medication on psychotic symptoms through mechanisms
that converge on D> receptors.
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ABSTRACT

The association between schizophrenia and nicotine addiction becomes evident during
adolescence. Here, to investigate interactive events that might underlie the early
establishment of this comorbidity, we used phencyclidine-evoked locomotor sensitization,
a proxy model of psychotic behavior, and nicotine minipump infusions in adolescent mice.
Considering the involvement of dopamine D2 receptors in both schizophrenia and
addiction, we further tested their role by exposing mice to raclopride. Adolescent mice that
were either exposed to nicotine (24mg/Kg/day) or not, received single daily raclopride
(0.5mg/kg, s.c.) or saline followed by phencyclidine injections (10mg/Kg, s.c.). Drugs
administration was followed by open field testing for 6 days (acquisition period, ACQ).
Phencyclidine and nicotine challenges (sensitization test, ST) were carried out after a 5-day
withdrawal. Ambulation escalated in response to repeated phencyclidine exposure during
ACQ and was increased after phencyclidine challenge, evidencing development and
expression of locomotor sensitization. Raclopride prevented phencyclidine-evoked
development of sensitization. However, raclopride pre-exposure during ACQ only
shortened its expression in phencyclidine-challenged mice. Nicotine failed to interfere with
phencyclidine stimulatory effects during ACQ but potentiated raclopride inhibition during
the first ACQ days. During ST, nicotine history shortened the expression of phencyclidine-
evoked sensitization. Nicotine challenge had no impact on locomotion, which is consistent
with a lack of nicotine/phencyclidine cross-sensitization. In conclusion, our results show
that nicotine does not worsen, and may even ameliorate phencyclidine-sensitized
psychotic-like behavior in adolescent mice. The potentiation of raclopride-mediated
inhibition further suggests that nicotine transiently improves the therapeutic efficacy of

medication on psychotic symptoms through mechanisms that converge on D receptors.

Keywords: Psychosis; Positive Symptoms; Tobacco; Prodrome, Adolescence.
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1.  INTRODUCTION

Schizophrenia (SCHZ) is a neuropsychiatric disorder that affects approximately
0.9% of the general population (Perala et al., 2007) and causes life-long suffering and
disability (van Os and Kapur, 2009). SCHZ is highly co-morbid with nicotine addiction.
Smoking lifetime prevalence in SCHZ is 50-90%, being 2-4x higher than prevalence
numbers in the general population (Kumari and Postma, 2005; Ohi et al., 2019). SCHZ
patients smoke higher number of cigarettes, inhale deeper and for longer duration and
perceive a heightened reinforcement value in smoking when compared to nonpsychiatric
smokers (Spring et al., 2003; Ziedonis et al., 2008).

This co-morbidity begins early. The prodromal stage of SCHZ has its onset still
during adolescence, when the first symptoms appear and progressively aggravate (Hafner,
2019; Miller et al., 2003; Tandon et al., 2009). Similarly, the first use and progress to
misuse of combustible tobacco products typically occur during adolescence (Lanza and
Vasilenko, 2015), which has also shown to be true for electronic nicotine delivery systems
(ENDS) (Cullen et al., 2019, 2018; Miech et al., 2019). These data are consistent with
evidence that there is already prevalence of 17-46% of tobacco use in the prodromal phase
(Gogos et al., 2019) and a 59-78% prevalence and odds of 6 for tobacco consumption in
patients with first-episode psychosis compared with matched controls (Lally et al., 2019;
Myles et al., 2012). While these data corroborate that adolescence is a period of
susceptibility to both nicotine misuse and SCHZ, the mechanisms that underlie the
establishment of this co-morbidity are yet to be clarified, which poses a great need for
studies that investigate the interactions between these conditions during this period of
development.

Positive symptoms represent a core feature of SCHZ and include hallucinations and
delusions. They are relevant contributors to the stigmatization of SCHZ patients, which has
a severe impact on the onset and poor clinical course of the disease (van Zelst, 2009). The
positive symptomatology of SCHZ is associated with the hyperactivity of the mesolimbic
dopaminergic pathway (Abi-Dargham et al., 1998; Fusar-Poli and Meyer-Lindenberg,
2013; Lau et al., 2013), with an established prominent role for D2 receptors (D2R) in its
etiology (Guillin et al., 2007; Seeman, 2011). The mesolimbic hyperactivity, in turn, may
be mediated by the disbalance of the glutamatergic system described to occur both in
SCHZ patients (Goff and Coyle, 2001; Javitt et al., 2012; Lin et al., 2012) and in animal
models of this disorder (Carlezon and Wise, 1996; Hernandez et al., 1988; Kohli et al.,
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2019). Regarding nicotine, it acts through nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs)
present in dopaminergic neurons and in terminals of glutamatergic ones stimulating the
ventral tegmental area (Abreu-Villaga et al., 2017; Wills et al., 2022), which results in
increased dopamine (DA) release in the nucleus accumbens (NAcc) that is, in part,
mediated by D2R (Sziraki et al., 2002). This raises the possibility of a nicotine-mediated
potentiation of positive symptoms in SCHZ patients that smoke. Despite that, while there
is evidence that nicotine is a psychosis-generating drug (Ding and Hu, 2021), some studies
demonstrate that it does not worsen the positive symptoms of SCHZ (Danielsson et al.,
2021). In this regard, functional interactions between nAChRs and D> autoreceptors in the
modulation of DA release in the NAcc might play a role (Grilli et al., 2009; Quarta et al.,
2007). Alternatively, impairment in glutamatergic neurotransmission may impact nicotine-
mediated effects on glutamatergic neurons (Alasmari et al., 2016).

Despite the evidence of multi-synaptic events involving the glutamatergic,
cholinergic and dopaminergic systems in the positive symptomatology of SCHZ, and in the
effects of nicotine in the mesolimbic system, few studies have combined a glutamatergic
disbalance model of SCHZ with an animal model of nicotine exposure to investigate
interactive events between these neurotransmitter systems. Also, we are unaware of studies
in adolescent models. This is particularly relevant due to evidence of continuing
neurobiological maturation events such as a gradual shift in NMDA receptor subunit
composition from a predominant GIuN2B-containing to ‘mature’ NMDA receptors
containing GIUN2A (Wyllie et al., 2013), a peak of nAChRs in several brain regions
including the ventral tegmental area and NAcc (Doura et al., 2008; Renda et al., 2016), and
an increased expression of dopaminergic receptors and basal DA levels in the NAcc
(Abreu-Villaca et al., 2017), that take place during adolescence and that may interfere with
the previously described early association between nicotine misuse and SCHZ.

In order to test the hypothesis that nicotine interferes with positive symptoms of
schizophrenia, we assessed locomotor sensitization in an adolescent mouse model of
phencyclidine-induced psychosis and combined nicotine exposure. In addition, we tested
the involvement of D2R on phencyclidine and nicotine interactive effects by administering
the typical antipsychotic drug raclopride, a D2R antagonist with relatively high selectivity
(Roth et al., 1994; Strange, 2001), to mice exposed to nicotine and modeled to SCHZ.

The behavioral phenotype of hyperlocomotor activity, when combined with a
progressive increase in activity, characterizes locomotor sensitization and is a well-known

model of behavioral plasticity associated with the positive symptoms of SCHZ (Richtand
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et al, 2001; Sams-Dodd, 1998). Evidence that locomotor sensitization reflects
neuroadaptations in the mesolimbic system further suggests shared molecular and neural
bases between locomotor sensitization and both SCHZ and addiction processes (Cador et
al., 1995; Pierce and Kalivas, 1995; Vezina, 2004). Phencyclidine, a non-competitive
NMDA receptor (NMDAR) antagonist and a validated and widely used SCHZ animal
model, was chosen due to evidence that, when repeatedly administered to rodents, it
induces locomotor sensitization and a progressive amplification of DA release in the
mesolimbic system (Bubenikova-Valesova et al., 2008; Jones et al., 2011; Winship et al.,
2018), characterizing a psychosis-like state. In healthy human subjects, phencyclidine
abuse typically triggers a mental disorder that strongly resembles acute schizophreniform
psychosis, while in SCHZ patients, this drug worsens SCHZ symptoms (Jones et al., 2011;
Large, 2007). Regarding nicotine, subcutaneous osmotic minipumps has been used as a
surrogate for tobacco smoking. This model allows for a constant dose and a controlled

period of administration (Hambsch et al., 2014; Nunes-Freitas et al., 2011).

2. METHODS

2.1. Materials

Nicotine free base and raclopride tartrate were purchased from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). Phencyclidine was purchased from Alomone Labs (Jerusalem,
Israel). Ketamine (CEVA, Brazil), xylazine (Syntec, Brazil), flunixin (UCB/VET, Brazil)
and enrofloxacin (VENCO, Brazil) were specific for veterinary use. VETEC Quimica Fina
Ltda (Rio de Janeiro, RJ, Brazil) was the source for all other reagents.

2.2. Subjects

All experimental procedures were approved by the Institute of Biology/UERJ Ethical
Committee for Animal Research (protocol#: CEUA/033/2018), minimizing the number of
animals used and avoiding animal suffering, in accordance with Brazilian Law #
11.794/2008 and with the National Institutes of Health guide for the care and use of
Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). All mice were kept in our

animal facility housed in groups of 2-5 at 21-22°C on a 12-h light/dark cycle (lights on at
1:00 a.m.). Access to food and filtered water was ad libitum. Animals were derived from a
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C57BL/6 colony maintained at the Universidade Federal Fluminense (Niteroi, Brazil) for

over 60 generations.

2.3. Experimental Protocol (Fig. 1)

From postnatal (PN) 37 to PN50, mice were exposed to nicotine. Briefly, at PN37,
mice were anesthetized with xylazine (20 mg/Kg, i.p) and ketamine (100 mg/Kg, i.p), a
small area on the back was shaved, and an incision was made to permit s.c. insertion of an
osmotic minipump (model 1002, diffusion rate: 0.25 pL/h, Alzet, Cupertino, CA, USA).
Minipumps were prepared on the day preceding implantation with nicotine free base
diluted in milli-Q water (pH adjusted to 6.0 with 5M NaOH) so as to deliver an initial dose
rate of 24 mg/Kg/day of nicotine (NIC group). Incisions were closed after minipump
insertion and, both right after closure and on the following day, mice were given flunixin
(2.5 mg/Kg, s.c. 2.5 mL/Kg body mass) and enrofloxacin (2.5 mg/Kg, s.c. 2.5 mL/Kg body
mass) for pain management and infection prevention. The period of exposure to nicotine
intended to parallel human exposure during adolescence, a key period for initiation of
tobacco and ENDS consumption (Cullen et al., 2019, 2018; Singh et al., 2016). The dose
rate used in the current study was chosen based on a previous study that, by exposing mice
to the same dose, produced nicotine serum levels (Hambsch et al., 2014) that are within the
range of those found in smokers (Massadeh et al., 2009; Wood et al., 2004). Control mice
were implanted with minipumps containing milli-Q water (CT group). Animals were
allowed to recover from surgery in their home cages, being monitored twice a day for two
days for fur appearance and behavior. There was no evidence of suffering and there were
no deaths during postoperative period.

From PN42 to PN56, mice were submitted to a sensitization protocol in an open field
arena. Briefly, the open field arena (Insight, SP, Brazil) consists of a transparent acrylic
box (46 cm length x 46 cm width x 43 cm height) that is equipped with 2 arrays of 16
infrared beams each, positioned at 1.5 cm above the floor, to measure horizontal
spontaneous locomotor activity. Mice are individually placed in the center of the arena in
the beginning of each session. Interruptions of photocell beams are detected by a computer
system and the location of the animal is calculated by the software with a 0.1-s resolution.
Spontaneous locomotor activity (Ambulation) was determined on the basis of the traversed
distance. All sessions were performed during the photoperiod, between 8 a.m. and 12 p.m.,
in a sound attenuated room and with lights on (40 W fluorescent light bulb, 3 m high).

There were 4 open field arenas and a maximum of 12 mice were tested each day. The
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animals were allowed to acclimatize to the test room for at least 10 min before each
session. Each session lasted 60 min. For the analysis, each session was divided into 3
intervals of 10 min and a fourth interval expressed as the mean locomotor value of the last
30 min of the test. The test apparatuses were cleaned with paper towels soaked in 35%
ethanol and dried before each test.

The sensitization protocol consists of 4 phases (Fig. 1): Habituation, Acquisition
(pharmacological treatment), Withdrawal and Sensitization Test (drug challenge). In the
Habituation (HAB) phase, animals were handled by the experimenter and habituated to the
injection cycles and open field tests that occurred throughout the experiment. Initially,
mice were allowed to explore the open field arena for 10 min. Mice then received a
subcutaneous (s.c.) injection of a saline solution (NaCl 0.9%) and were placed back in the
arena for 10 min. Lastly, mice received a second injection (NaCl 0.9%, s.c.) and were
again allowed to explore the arena for additional 40 min. These procedures were repeated
once daily for 3 consecutive days (PN42-44, from now on referred to as HAB1 to 3).
Accordingly, in the HAB phase, there were 2 experimental groups: CT (2 = 26, & = 24)
and NIC (@ =24, & = 24). The 3 HAB sessions (days), and corresponding subdivisions
(intervals), allowed separate analyses of day-to-day and interval-to-interval alterations in
ambulation as a result of nicotine exposure, analyses of the impact of repeated testing and
of the stress associated to the injections.

The Acquisition (ACQ) phase began on the day immediately after HAB3 and lasted
6 days (PN45-50). On each ACQ day, after 10 min in the open field, mice were exposed to
raclopride (0.5 mg/Kg, s.c. dissolved in saline and administered at a volume of 2.5 mL/Kg
body mass) or saline, and were placed back in the arena for 10 min. This period was
followed by a phencyclidine injection (10 mg/Kg, s.c., dissolved in saline and administered
at a volume of 2.5 mL/Kg body mass) (Beraki et al., 2009; Engel et al., 2015) that was
immediately followed by a 40-min period of exploration. Accordingly, during ACQ, there
were 4 groups: PCP (phencyclidine-exposed, @ = 14, & = 12); NIC-PCP (nicotine and
phencyclidine-exposed, @ = 12, & = 12; RAC-PCP (raclopride and phencyclidine-
exposed, ¢ = 12, & = 12); and NIC-RAC-PCP (nicotine, raclopride and phencyclidine-
exposed, @ = 14, & = 12). Similar to HAB, the experimental design of ACQ allowed
separate analyses of day-to-day and interval-to-interval alterations in ambulation.
However, the pharmacological treatments during ACQ further allowed the investigation of

the impact of raclopride and its interactions with nicotine exposure, the evaluation of
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locomotor effects of phencyclidine and the interference of nicotine and raclopride
throughout the experimental days and intervals.

The period of phencyclidine exposure was chosen based on evidence that the
prodromal stage of SCHZ begins early, still during adolescence (Hafner, 2019; Miller et
al., 2003; Tandon et al., 2009) and that, in most cases, the first psychotic event occurs
between late adolescence and early adulthood (Chen et al., 2018; Tandon et al., 2009). The
dose was chosen based on previous studies that show phencyclidine-evoked locomotor
sensitization (Castafié et al., 2015; Tran et al., 2018). The raclopride dose was selected
based on evidence that it antagonizes both dopamine-mediated behaviors (Mohd-Yusof et
al., 2016) as well as behaviors affected by NMDA antagonists (Martin et al., 1997; Ogren
and Goldstein, 1994). The 10-min interval between raclopride and phencyclidine injections
was based on previous studies (Galvanho et al., 2020).

ACQ was followed by the Withdrawal phase, which lasted 5 days (PN51-55). During
this phase, animals were left undisturbed in our animal facility. After that, on the last day
of the protocol (PN56), the Sensitization Test (ST) took place. To follow the same protocol
used in previous phases, the test began with all animals being tested in the open field for
10 min. After that, all mice received a saline injection and were placed back in the open
field. Lastly, half of mice from each ACQ group received a phencyclidine challenge (10
mg/Kg, s.c.) and the other half received a nicotine challenge (0.5 mg/Kg, s.c.) before being
placed back in the open field for additional 40 min. The dose of nicotine was chosen due to
previous evidence that it increases locomotor activity in mice (Celik et al., 2006; Dutra-
Tavares et al., 2015). The analysis of the pre-challenge intervals of ST (intervals 1 and 2)
allowed the investigation of persistent long-lasting effects of drugs administered during
previous phases of the experimental protocol. The third and fourth intervals of ST
investigated whether the previous drugs exposures interfered with the expression of
phencyclidine-evoked locomotor sensitization. The nicotine challenge further made it
possible to verify the expression of cross-sensitization, and the possible interference of

previous drugs exposures in this outcome.

Figure 1 about here.

2.4, Statistical analysis
To reduce the likelihood of type 1 statistical errors that might result from repeated
testing, data on each phase of the experiment (HAB, ACQ and ST) were evaluated first by
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global repeated measures analyses of variance (rANOVAs). Within-subject factors were:
Day and Interval. Nicotine (exposed: NIC-PCP and NIC-RAC-PCP groups; non-exposed:
PCP and RAC-PCP groups), Raclopride (exposed: RAC-PCP and RAC-NIC-PCP groups;
non-exposed: PCP and NIC-PCP groups), and Sex were the between-subject factors.
Challenge was an additional factor for ST. Lower-order rANOVAs on each day and/or
interval, univariate ANOVAs (UANOVAS), Fisher Protected Least Significant Difference
tests (FPLSD) and Paired t-tests were used post hoc where appropriate.

One of the criteria necessary to characterize both development and expression of
behavioral sensitization is a significant increase in activity in phencyclidine-exposed mice
when compared to control ones. Since all experimental groups received phencyclidine in
the ACQ phase, its hyperlocomotor effect (and the interference of nicotine and raclopride)
was verified through comparisons between HAB3 and ACQL1 for each experimental group.
The development of sensitization is further characterized by a significant increase in
activity throughout ACQ (ACQL1 to ACQ6) in a given group. Regarding, the expression of
sensitization, it must also include a significant increase in activity from ACQ1 to ST.

All data were analyzed using the IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0
(IBM Corp, Armonk, N.Y., U.S.A) and compiled as means and standard errors.
Significance was assumed at the level of p < 0.05 for main effects; however, for
interactions at p < 0.1, we also examined whether lower-order main effects were detectable
after subdivision of the interactive variables (Snedecor and Cochran, 1967). The criterion
for interaction terms was not used to assign significance to the effects but rather to identify
interactive factors requiring subdivision for lower-order tests of main effects (Snedecor
and Cochran, 1967).

3. RESULTS

3.1. Habituation (Fig. 2)

During this phase of the experiment, mice from NIC and CT groups explored the
open field. The rANOVA clearly showed that both interday (Day: F,180=53.4; p<0.001)
and intraday (Interval: Fz270=581.8; p<0.001) habituation were present but that both were
modified by nicotine exposure (Day x Nicotine: F 180=2.9; p=0.058; Interval x Nicotine:
F3,270=3.9; p=0.009). Furthermore, a main nicotine effect was observed (F(90=5.2;

p=0.024), indicating that nicotine exposure increased overall locomotion in the open field
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when compared to CT. Lower-order rANOVAs segmented by habituation day indicated
that the increased locomotor effect of nicotine was restricted to HAB1 (Nicotine:
F94=10.8; p=0.001; Interval x Nicotine: F282=2.6; p=0.054), which suggests that the
novelty of the test potentiated its effects. On HAB1, the hyperlocomotor effect of nicotine
reached significance in the first (Nicotine: F(1,94=8.7; p=0.004) and last (Nicotine:
F(1,94=16.3; p<0.001) intervals (Fig. 2A). The fact that nicotine failed to significantly
increase locomotion in the second and third intervals suggests that the stress generated by
the injections was capable of hampering, in the short term, nicotine stimulatory effects on
locomotion. To verify whether both groups independently showed habituation, Paired t-
tests on each group were carried out and results indicated that activity in HAB1 was
highest in both groups and that no differences between HAB2 and HAB3 were present in
both groups (Fig. 2B), which indicates that behavior was stable by the end of this phase of

the protocol.

Figure 2 about here.

3.2. Acquisition (Figs. 3 and 4 and Supplementary Tables 1 to 3)

ACQ began on the day after HAB3. To evaluate the time course of changes in
phencyclidine-evoked locomotion, which includes the possibility of the development of
locomotor sensitization, mice received daily injections of phencyclidine for 6 consecutive
days. Exposure to nicotine and raclopride further allowed the identification of the impact
of these drugs on phencyclidine-evoked behavior. All mice were tested in the open field
from ACQ1 to ACQ6.

The global rANOVA (Supplementary Table 1) indicated that both nicotine and
raclopride interfered with phencyclidine-evoked hyperlocomotion, however, their effects
were not homogeneous throughout ACQ days and intervals. The lower order rANOVAS
results on each day (Supplementary Table 1) further confirmed that locomotor activity
varied as a function of nicotine, raclopride and interval. Therefore, subsequent ANOVAs

on each day and interval were run.

3.2.1. First interval

In the first interval, mice had not received daily injections of raclopride and
phencyclidine. Its analysis demonstrated few effects of nicotine. There were no differences
between groups at ACQL1, 2 and 4. Distinctively, at the other days, there were clear effects:
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At ACQ3, nicotine-exposed groups were more active than non-exposed ones (Nicotine:
F,00= 4.3, p=0.041); at ACQ5 (Nicotine x Raclopride: F,90=6.1, p=0.016), NIC-PCP
mice were more active than all other groups and, at ACQ6 (Nicotine x Raclopride:
F(1,90=3.7, p=0.058), NIC-PCP mice were more active than PCP ones (Fig. 3). The
longitudinal analysis of the first interval failed to identify residual effects of previous drugs
exposures throughout ACQ days (Fig. 4B and Supplementary Table 3). There were also no
differences between HAB3 and ACQ1 (Fig. 4A and Supplementary Table 2), confirming
that ambulation values at HAB3 can be considered as baseline activity for further

comparisons within each experimental group.

Figures 3 and 4 about here.

3.2.2. Second interval

Consistent with the established role of the D2R on locomotion, the analysis of the
second interval revealed a major depressive effect of raclopride. On ACQL1, 4, 5 and 6
(Raclopride: F(1,00=24.9, p<0.001; F90=26.1, p<0.001; Fq90=37.8, p<0.001 and
F(1,00=32.5, p<0.001, respectively), raclopride-exposed groups were less active than non-
exposed ones (Fig. 3). Distinctively, on ACQ2 (Raclopride: F,90=21.5, p<0.001; Nicotine
x Raclopride: F(1,90=5.6, p=0.020) and ACQ3 (Raclopride: F1,90=28.8, p<0.001; Nicotine
x Raclopride: F1,00=9.6, p=0.003), nicotine co-exposure interfered with raclopride effects,
so that NIC-RAC-PCP activity was even lower than that identified in RAC-PCP mice (Fig.
3), which indicates that nicotine exposure accentuated the hypolocomotor effect of
raclopride.

The longitudinal analysis of the second interval indicated that, from HAB3 to ACQ1,
both RAC-PCP and NIC-RAC-PCP groups exhibited a reduction in locomotor activity
(Fig. 4A and Supplementary Table 2), which confirms the inhibitory effect of raclopride.
This effect was not potentiated by raclopride repeated exposure since there were no further
decreases in locomotion for both NIC-RAC and NIC-RAC-PCP when ACQ6 was
compared to ACQL1 (Fig. 4B and Supplementary Table 3). Interestingly, NIC-PCP was the
only group that exhibited a modest but significant reduction in locomotion throughout

ACQ (Fig. 4B), which indicates a progressive fading of the stimulatory effect of nicotine,
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3.2.3. Third interval

Immediately before the third interval, all mice received an injection of
phencyclidine. Accordingly, the initial assessment of whether this drug, at the dose used,
was capable of increasing locomotion, was possible by comparing baseline activities at
HAB3 to locomotor activity at ACQL. This comparison (longitudinal analysis) revealed
that phencyclidine-evoked effects were not homogeneous throughout experimental groups
(Supplementary Table 2). While both PCP and NIC-PCP mice increased locomotor
activity in response to phencyclidine exposure, raclopride prevented this effect so that, for
the RAC-PCP group, there were no differences between HAB3 and ACQ1 (Fig. 4A).
Interestingly, nicotine further potentiated the inhibitory effect of raclopride so that NIC-
RAC-PCP mice were hypoactive in ACQ1 when compared to HAB3 (Fig. 4A).

These results are consistent with the analysis of locomotor activity on ACQ1
(Raclopride: F(1,90=40.7, p<0.001; Nicotine x Raclopride: F90)= 5.4, p=0.022). The
hyperlocomotor effect of phencyclidine, evident in PCP and NIC-PCP mice, was hindered
by raclopride exposure (Fig. 3). In addition, NIC-RAC-PCP exhibited lower activity than
RAC-PCP mice (Fig. 3), which confirmed that nicotine exposure accentuated the
hypolocomotor effect of raclopride. These effects were not restricted to ACQ1. At ACQ2
(Raclopride: F(1,00=27.6, p<0.001; Nicotine x Raclopride: F(1,90=3.9, p=0.050) and ACQ3
(Raclopride: F(1,90=32.4, p<0.001; Nicotine x Raclopride: F(,90)=4.4, p=0.039), similar
differences between groups were identified (Fig. 3). On ACQ4, 5 and 6 (Raclopride:
F00=13.1, p<0.001; F(,90=6.6, p=0.012 and F190=40.0, p<0.001, respectively),
raclopride-exposed groups were less active than non-exposed ones, however, nicotine no
longer interfered with the results (Fig. 3). It should be noted that there were no differences
between PCP and NIC-PCP mice throughout ACQ, which indicates that nicotine, per se,
had a null impact on locomotion in mice modelled to SCHZ. Therefore, the reduced
locomotion in NIC-RAC-PCP when compared to RAC-PCP identified at ACQ1, ACQ2
and ACQ3 are largely due to interactive events between nicotine and raclopride.

The longitudinal analysis of ACQ (Supplementary Table 3) identified a progressive
increase in locomotion from ACQ1 to ACQ6 in PCP and NIC-PCP mice (Fig. 4B). These
increases are consistent with the development of phencyclidine-evoked locomotor
sensitization and, together with day-to-day analyses described previously, indicate that
nicotine, per se, did to interfere with phencyclidine-evoked stimulatory effects in

locomotion. Conversely, a similar increase was not identified in RAC-PCP mice, which
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further demonstrates that raclopride reduced the impact of phencyclidine on locomotion.
Interestingly, despite the inhibitory effects of raclopride, NIC-RAC-PCP locomotor
activity increased throughout ACQ (Fig. 4B). This effect was due to the fact that the more
potent inhibitory effect raclopride when combined to nicotine, which led to very low
activity levels on the first days of sensitization, faded throughout ACQ. Accordingly, while
at ACQ1, NIC-RAC-PCP locomotion was lower than that identified for all other groups, it
partially increased throughout ACQ, so that, at ACQ6, NIC-RAC-PCP and RAC-PCP
activities were equivalent (Fig. 4B). It should be noted, however, that despite this increase,
NIC-RAC-PCP activity levels never reached those identified in PCP and NIC-PCP mice,
being equivalent to activity levels observed at HAB3. Altogether, these results indicate that
the behavior of NIC-RAC-PCP throughout ACQ fails to characterize locomotor

sensitization.

3.2.4. Fourth interval

The fourth interval, that was initiated 10 min after phencyclidine exposure, allowed
for the investigation of the persistence of effects at each test day and throughout ACQ. The
comparison between baseline activities at HAB3 and locomotor activity at ACQ1 (Fig. 4A
and Supplementary Table 2) revealed persistent hyperlocomotor effects of phencyclidine
in both PCP and NIC-PCP groups, although the magnitude of the increase was smaller than
that identified in interval 3. There were no longer significant effects or interactions
involving nicotine, and raclopride-exposed mice became less active than non-exposed ones
at ACQL, a difference that was not present at HAB3 (Fig. 4A). The day-to-day analysis of
the fourth interval confirmed a major depressive effect of raclopride on phencyclidine-
evoked hyperlocomotion. On ACQ1, 2, 3, 4 and 6 (Raclopride: Fq,90=14.2, p<0.001;
F(1,90=6.6, p=0.012; F(1,90)=7.8, p=0.006; F(1,00=76.7, p=0.011 and F,00=24.3, p<0.001,
respectively), raclopride-exposed groups were less active than non-exposed ones (Fig. 3).

The longitudinal analysis of ACQ (Supplementary Table 3) identified progressive
increases in locomotion from ACQ1 to ACQ6 in PCP and NIC-PCP mice, consistent with
the development of phencyclidine-evoked locomotor sensitization and similar to those
results identified at the third interval, albeit of smaller magnitude (Fig. 4B). Also similar to
the third interval, raclopride prevented mice from developing locomotor sensitization (Fig.
4B). However, in the fourth interval, nicotine no longer interfered with raclopride-

mediated results.
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3.3. Sensitizaton Test (Fig. 5 and Supplementary Tables 4 and 5)

To evaluate the expression of locomotor sensitization, following ACQ and after 5
days of drugs withdrawal, half of mice from each experimental group were challenged
with phencyclidine (10 mg/Kg, s.c.) and the other half with nicotine (0.5 mg/Kg, s.c.). To
follow a protocol similar to the one used during ACQ, before the challenge, mice explored
the open field arena for a 10 min period, and then, received a saline injection, which was
followed by additional 10 min in the arena. Accordingly, the factor Challenge was only
considered in the analysis of the last 2 intervals (3" and 4") (Supplementary Tables 4 and
5).

3.3.1. First and second intervals

The rANOVA of ST (Supplementary Table 4), that considered intervals 1 and 2 as
repeated measures, indicated that mice were more active at the first interval of ST when
compared to the second, irrespective of previous drug treatments (Fig. 5A, left). The
comparative analysis of ACQ1 and ST (Fig. 5B, left and Supplementary Table 5) further
confirmed a more active profile at ST. At the first interval, all 4 experimental groups were
more active at ST (Fig. 5B, left). The increased exploratory activity may be due to the 5-
day withdrawal period, during which mice were not tested in the open field. At the second
interval, the increased activity at ST was still evident in PCP but not in NIC-PCP mice.
Mice exposed to raclopride during ACQ were no longer hypoactive at ST, which indicates

that there were no residual inhibitory effects of this drug at ST baseline (Fig. 5B, left).

Figure 5 about here.

3.3.2. Third and fourth intervals

The global ANOVA on ST (Supplementary Table 4) and the rANOVA longitudinal
analysis (Supplementary Table 5) comparing ACQ1 and ST locomotor activities indicated
that phencyclidine challenge had a major impact in locomotion. The rANOVAS on each
challenge and interval demonstrated that, at the third interval, all groups were hyperactive
at ST when compared to ACQ1 (Day: F41)=42.5, p<0.001) (Fig. 5B, center). Even though
mice exposed to raclopride had lower activities than non-exposed ones at ACQL,
raclopride-exposed mice exhibited a steeper increase than non-exposed ones (Raclopride:

F(1,41)=6.8, p=0.012) so that, at ST, there were no differences between groups (Fig. 5A,
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center). These results indicate that all groups expressed phencyclidine-evoked locomotor
sensitization.

At the fourth interval, phencyclidine challenge still impacted locomotion (Day:
F1,41=5.7, p=0.022), but its effects were modified by nicotine and raclopride pre-
exposures (Raclopride: F41)=9.8, p=0.003; Day x Nicotine: F41)=9.0, p=0.005). The
hyperlocomotor effect of phencyclidine challenge was strong in the PCP group: Mice from
this group were hyperactive at ST when compared to ACQ1 (Fig. 5B, center), which
indicates that the expression of locomotor sensitization identified at the third interval
persisted throughout ST. The analysis of ST (Supplementary Table 4) (Nicotine:
F(1,.41)=6.2, p=0.017; Raclopride: F,41=5.0, p=0.030) further corroborated this conclusion,
as PCP mice were hyperactive when compared to all other groups (Fig. 5A, center). RAC-
PCP mice were also more active at ST when compared to ACQ1, however, the increase in
locomotion was much less robust that that identified at the third interval (Fig. 5B, center)
and failed to reach PCP values (Fig. 5A, center), which indicates that raclopride pre-
exposure blunted the magnitude and reduced the duration of the expression of
phencyclidine-evoked locomotor sensitization. NIC-PCP and NIC-RAC-PCP had
comparable activities at ACQ1 and ST, indicative that, in these groups, the stimulatory
effects of phencyclidine challenge identified at interval 3 were not long-lasting, failing to
persist throughout ST (Fig. 5B, center). This result leads to the conclusion that nicotine
exposure during ACQ shortened the expression of phencyclidine-evoked locomotor
sensitization.

The impact of nicotine challenge was mild when compared to phencyclidine
challenge both in the third (Raclopride: F41)=7.2, p=0.01; Day x Raclopride: F(,41)=16.3,
p<0.001) and fourth (Day x Nicotine: F(41y=4.1, p=0.050; Day x Raclopride: F141=3.0,
p=0.092) intervals. There was a transitory decrease in PCP and NIC-PCP activities during
the third interval of ST when compared to ACQ1 (Fig. 5B, right). Distinctively, raclopride-
exposed mice were more active at ST than at ACQ1. For RAC-PCP mice, this effect was
transitory, being no longer evident during the fourth interval. As for NIC-RAC-PCP, it
persisted at the fourth interval (Fig. 5B, right). It should be noted, however, that the
analysis of ST failed to demonstrate significant differences between experimental groups at
both the third and fourth intervals (Fig. 5A, right), which indicates that the inhibitory effect
of nicotine and raclopride combined exposures during ACQ was the most important
contributing factor to NIC-RAC-PCP results.
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4.  DISCUSSION

Adolescence is a period of brain development during which SCHZ and nicotine
misuse co-morbidity becomes evident. Here, we investigated interactive events that might
underlie the early establishment of this condition by assessing locomotor sensitization in
an adolescent mouse model of phencyclidine-induced psychosis and combined nicotine
exposure and by testing the role of D2R.

An increase in locomotor activity was identified in the very first day of
phencyclidine exposure and escalated in response to repeated exposures during ACQ,
which characterizes the development of locomotor sensitization and corroborates recent
findings in adolescent mice (Dutra-Tavares et al., 2021). Together with evidence of
stronger locomotor responses to both acute and subchronic phencyclidine in adolescent
when compared to adult rats (Rocha et al., 2017), these data are aligned with previous
findings of an increased susceptibility of the adolescent brain to SCHZ (Héfner, 2019;
Miller et al., 2003; Tandon et al., 2009). The shift in NMDAR subunit composition from a
predominant GIuN2B-containing to NMDAR containing GIUN2A representation that occur
during brain development may contribute to age-related differences in locomotor
sensitization, since NMDAR subunit composition determines its functional properties
(Wyllie et al., 2013). Our results also showed that a phencyclidine challenge after a 5-day
withdrawal phase resulted in higher locomotor activity than that identified in the beginning
of ACQ. This corroborates previous evidence that mice exposed to phencyclidine during
adolescence express locomotor sensitization (Freeman et al., 2017; Qiao et al., 2014), and
suggests that the mechanisms that lead to this hyperlocomotor effect can be promptly
activated even after a period of withdrawal.

Despite the established role of NMDARs in synaptic plasticity processes
(Hardingham, 2019), the mechanisms by which repeated phencyclidine exposure causes
locomotor sensitization are not fully understood. However, it is consensus that, similar to
what is described in SCHZ patients (Goff and Coyle, 2001; Javitt et al., 2012; Lin et al.,
2012), the effects of phencyclidine include the dysregulation of mesolimbic DA
transmission (Carlezon and Wise, 1996; Hernandez et al., 1988; Kohli et al., 2019). The
use of raclopride reinforces the D;R-mediated DA transmission as an endpoint of
phencyclidine-evoked hyperlocomotor effects (Qiao et al.,, 2014; Svensson, 2000):
Regarding RAC-PCP mice, raclopride reduced locomotor activity to HAB3 levels, and
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prevented the development of phencyclidine-evoked locomotor sensitization. The
development period of sensitization is associated with transient neuronal maladaptive
alterations (Cador et al., 1995; Pierce and Kalivas, 1995; Vezina, 2004). Accordingly, the
lack of sensitization in RAC-PCP mice during ACQ indicates that raclopride prevented
phencyclidine-evoked neuroplastic changes. During ST, i.e., five days after the last
raclopride exposure, RAC-PCP mice transiently expressed phencyclidine-evoked
sensitization, which indicates that raclopride residual effects were not strong enough to
fully prevent the hyperlocomotor effect of phencyclidine challenge. The expression phase
of sensitization reflects persistent neuronal adaptive alterations evoked by prior
psychostimulant exposure (Cador et al., 1995; Pierce and Kalivas, 1995; Vezina, 2004).
Thus, raclopride pre-exposure during ACQ was only partially efficient in preventing long-
lasting neural circuitry modifications, which might be explained by the functional
hyperactivity described to occur in the adolescent mesolimbic system (Abreu-Villaga et al.,
2017). Distinctively, it is also possible that neuroadaptations underlying phencyclidine
locomotor sensitization are not exclusively dependent on D2R function. In this regard,
previous studies suggest that rather than an increased D-R function, an imbalance in
mesolimbic signaling of ventral tegmental area dopaminergic neurons and their output D:R
and D2R substrates in the NAcc is key to the positive symptomatology of SCHZ (Guillin et
al., 2007).

Nicotine actions in the brain reward system are multiple and, during adolescence, the
expression of NAChRs are elevated (Azam et al., 2007; Doura et al., 2008), which might
potentiate the effects of this drug of abuse. Ventral tegmental area dopaminergic neurons
that project to the NAcc are directly activated by nicotine binding to postsynaptic NAChRs,
as well as indirectly by its binding to presynaptic nAChRs located in terminals of
glutamatergic neurons that, in turn, modulate the activity of those dopaminergic neurons
(Abreu-Villaga et al., 2017; Wills et al., 2022). In this regard, nicotine self-administration
was shown to upregulate the expression of NMDA receptors subunits in mesolimbic
regions including the ventral tegmental area (Alasmari et al., 2016). During adolescence,
nicotine systemic administration increases the AMPA/NMDA receptors ratio in the ventral
tegmental area, which suggests an increased sensitivity to nicotine-induced, and NMDAR-
mediated, synaptic plasticity (Placzek et al., 2009). Nicotine is also thought to increase DA
release in the NAcc by desensitizing B2-subunit containing (2*) nAChRs expressed in
striatal dopaminergic terminals (Salminen et al., 2004) and, as a result, reduce the

inhibitory control of DA release exerted by cholinergic interneurons (Yavas and Young,
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2020). All aforementioned mechanisms are consistent with the nicotine-evoked
hyperlocomotor effect identified during HAB and the first interval of ACQ days.

It should be noted, however, that the current set of results indicate that nicotine
neither accentuated nor mitigated the development of phencyclidine-evoked locomotor
sensitization. Administration of NMDAR antagonists both systemically and into the
ventral tegmental area was shown to inhibit nicotine-evoked release of DA in NAcc,
possibly by blocking nicotine-mediated activation of NMDARs (Alasmari et al., 2016).
These data suggest that, despite similar results when comparing PCP and NIC-PCP mice
during ACQ, in mice exposed to nicotine, relevant two-way interactions between the
glutamatergic and cholinergic systems take place. This conclusion is corroborated by the
inhibitory effect of nicotine pre-exposure in the expression of phencyclidine-evoked
locomotor sensitization during ST. In the absence of nicotine-stimulatory effects, the
phencyclidine challenge by itself was insufficient to cause a long-lasting hyperlocomotor
response consistent with the expression of sensitization. This suggests that adaptative
events that took place during the period of nicotine exposure mitigated the response to
phencyclidine challenge, ameliorating phencyclidine-sensitized psychotic-like behavior in
adolescent mice. Similar observations have been reported in which nicotine history during
adolescence was associated with remediation of SCHZ-like symptoms, including behaviors
associated with positive symptoms of this disease (Dutra-Tavares et al., 2021).

In apparent contradiction to the aforementioned results, nicotine accentuated the
hypolocomotor effect of raclopride in the first ACQ days. Even though the mechanisms
responsible are yet to be clarified, this result points to multi-synaptic events involving
glutamatergic, cholinergic and dopaminergic systems. The stronger hypolocomotor
outcome in NIC-RAC-PCP when compared to RAC-PCP mice suggests that the
phencyclidine-mediated blockade of the stimulatory effect of nicotine on NMDARs adds
to the raclopride-evoked D2R hypofunction. These data imply that D-Rs are a common
endpoint of both phencyclidine and nicotine actions leading to altered locomotor activity.
In case similar events take place in SCHZ patients, these results suggest that nicotine
improves the therapeutic efficacy of medication on psychotic symptoms through
mechanisms that converge on D:R. In accordance with these data, a recent study
demonstrated better improvement of psychotic symptoms in SCHZ smokers than in non-
smokers when first introduced with antipsychotics (Fang et al., 2019). It should be noted,
however, that the hypolocomotor effect identified in NIC-RAC-PCP was not long lasting,
fading throughout ACQ. These data suggest a transitory beneficial effect of nicotine and
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explain the lack of a favorable outcome in previous studies in which adult patients were
under antipsychotic medication for long periods (Sagud et al., 2019).

Nicotine challenge had no relevant stimulatory effect on locomotion during ST,
which is consistent with a lack of phencyclidine/nicotine cross-sensitization. Similar
observations have been reported in which acute nicotine administration one day after the
end of a 14" period of phencyclidine exposure failed to increase locomotion in adult mice
(Noda et al., 2021), but see (Volf et al., 2012).

The period of adolescence is critical for the establishment of nicotine addiction and
SCHZ comorbidity. Despite that, scant studies in animal models of SCHZ and nicotine
exposure investigated interactions between these conditions during this period of
development. Here, we demonstrated that nicotine exposure during adolescence failed to
interfere with phencyclidine-evoked development of locomotor sensitization, but nicotine
history mitigated its expression, indicating that nicotine does not worsen, and may even
ameliorate, phencyclidine-sensitized psychotic-like behavior in adolescent mice. Also, the
fact that nicotine potentiated raclopride inhibitory effects points to D2Rs as a common
endpoint of both phencyclidine and nicotine actions. Even though some traits of the
adolescent brain raise the possibility that age-related differences in brain function
contribute to the current set of findings, many gaps remain to be filled. Particularly, future
studies that manipulate the subunit composition of NMDAR and/or nAChR in brain
regions that compose the mesolimbic pathway may add to the current knowledge of the
roles of specific components of key neurotransmitter systems in the cascades of events that

culminate in the positive symptomatology of SCHZ.

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Timeline of sensitization protocol. Throughout HAB and until the last day of
ACQ, mice were under constant nicotine (* 24 mg/Kg/day) or Milli-Q water exposure via
osmotic minipumps (Exposure 1). Mice were tested in an open field once daily for 60 min.
After 10 min of exploration, mice received the first injection (Exposure 2) and were placed
back in the open field. After 10 min, mice received a second injection (Exposure 3) and
were allowed to explore the arena for additional 40 min. During HAB, Exposures 2 and 3
consisted of saline s.c. injections. During ACQ, as Exposure 2, mice either received
raclopride (** 0.5 mg/Kg, s.c.) or saline. As Exposure 3, all mice received phencyclidine
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(*** 10 mg/Kg, s.c.). During ST, all mice received saline as Exposure 2. Exposure 3
consisted of a challenged with phencyclidine (*** 10 mg/Kg, s.c.) or nicotine (# 0.5
mg/Kg, s.c.). Experimental Groups: HAB — CT, control group; NIC, nicotine-exposed.
ACQ and ST - PCP, phencyclidine-exposed; NIC-PCP, nicotine-exposed and
phencyclidine-exposed; RAC-PCP, raclopride and phencyclidine-exposed; NIC-RAC-

PCP: nicotine, raclopride and phencyclidine-exposed.

Figure 2. Distance travelled as a measure of locomotor activity in the open field during the
Habituation (HAB) phase. A. Locomotor activity at each HAB day and interval. B.
Intertest variation within each group. The test in each day (HAB1, HAB2 and HAB3)
lasted 60 min, which were divided into 3 intervals of 10 min and a fourth interval
expressed as the mean locomotor value of the last 30 min of the test. Mice were under
constant exposure of nicotine via osmotic minipumps (NIC group, 24 mg/Kg/day, s.c.) or
Milli-Q water (CT group). There were no additional drug treatments during HAB,
however, mice received saline injections before intervals 2 and 3. Values are means +
S.E.M. ** p<0.01, *** p<0.001, FPLSD in A and paired t-tests in B.

Figure 3. Locomotor activity in the open field during each Acquisition (ACQ) day and
interval. Upper panel: Distance travelled. Lower panels: For main effects, the percentage
of non-exposed (% of N-e) traveled distance; for interactions, the percentage of PCP (% of
PCP) traveled distance. The test in each day lasted 60 min, which were divided into 3
intervals of 10 min and a fourth interval expressed as the mean locomotor value of the last
30 min of the test. Mice were under constant exposure of nicotine (24 mg/Kg/day, s.c.
minipump) or Milli-Q water. Mice received daily injections of raclopride (0.5 mg/Kg, s.c.)
or saline immediately before interval 2. Before interval 3, all mice received daily injections
of phencyclidine (10 mg/Kg, s.c.). There were no additional treatments at the fourth
interval. Experimental groups: PCP, phencyclidine-exposed; NIC-PCP, nicotine and
phencyclidine-exposed; RAC-PCP, raclopride and phencyclidine-exposed; NIC-RAC-
PCP, nicotine, raclopride and phencyclidine-exposed. Values are means £ S.E.M. R, main
raclopride effect; N, main nicotine effect, N x R, nicotine and raclopride interaction. *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. non-exposed; @ p<0.05, @@ p<0.01, @@@ p<0.001 vs.
PCP; # p<0.01, #* p<0.001 vs. NIC-PCP; & p<0.05, & p < 0.01, vs. RAC-PCP, FPLSD.
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Figure 4. Distance travelled as a measure of locomotor activity in the open field. A.
Comparison between the third Habituation day (HAB3) and the first Acquisition day
(ACQ1) locomotor activities at each interval. B. Comparison between ACQ1 and ACQ6
locomotor activities at each interval. The test in each day lasted 60 min, which were
divided into 3 intervals of 10 min and a fourth interval expressed as the mean locomotor
value of the last 30 min of the test. Mice were under constant exposure of nicotine (24
mg/Kg/day, s.c. minipump) or Milli-Q water. There were no additional drug treatments
during HAB3, however, mice received saline injections before the second and third
intervals. During ACQ, mice received daily injections of raclopride (0.5 mg/Kg, s.c.) or
saline immediately before interval 2. Before interval 3, all mice received daily injections of
phencyclidine (10 mg/Kg, s.c.). There were no additional treatments at the fourth interval..
Experimental  groups: PCP, phencyclidine-exposed;  NIC-PCP, nicotine- and
phencyclidine-exposed; RAC-PCP, raclopride and phencyclidine-exposed; NIC-RAC-
PCP, nicotine, raclopride and phencyclidine-exposed. Values are means + S.E.M. *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. respective group; # p<0.01, raclopride-exposed vs.
non exposed, FPLSD.

Figure caption: Figure 5. Distance travelled as a measure of locomotor activity in the
open field. A. Sensitization test (ST): Intervals 1 and 2 (left), intervals 3 and 4 of
phencyclidine-challenged (center) and nicotine-challenged (right) mice. B. Comparison
between the first day of Acquisition (ACQ1) and ST locomotor activities at intervals 1 and
2 (left), intervals 3 and 4 of phencyclidine-challenged (center) and nicotine-challenged
(right) mice. Each test lasted 60 min, which were divided into 3 intervals of 10 min and a
fourth interval expressed as the mean locomotor value of the last 30 min of the test. During
ACQ, mice were under constant exposure of nicotine (24 mg/Kg/day, s.c. minipump) or
Milli-Q water and received daily injections of raclopride (0.5 mg/Kg, s.c.) or saline
immediately before interval 2. Before interval 3, all mice received daily injections of
phencyclidine (10 mg/Kg, s.c.). The ST took place after 5 days of drugs withdrawal. Mice
received a saline injection before interval 2. Immediately before interval 3, half of mice
received a phencyclidine challenge (10 mg/Kg, s.c.) and the other half received a nicotine
challenge (0.5 mg/kg, s.c.). Experimental groups: PCP: Phencyclidine-exposed; NIC-PCP:
Nicotine- and phencyclidine-exposed; RAC-PCP: Raclopride and phencyclidine-exposed,;

NIC-RAC-PCP: Nicotine, raclopride and phencyclidine-exposed. Values are means +
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S.E.M. @ p<0.05, @@ p<0.01, vs. PCP; * p<0.05, *** p<0.001 vs. respective group; ##

p<0.01, raclopride-exposed vs. non exposed, FPLSD.
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