AGENCIA NACIONAL
DE IMVESTIGACION
E INNOVACION

Informe final publicable de proyecto
Eje intestino-cerebro: papel de la microbiota
intestinal en los efectos inducidos por cocaina

Codigo de proyecto ANII: FCE_1_2019_1_155832

Fecha de cierre de proyecto: 01/12/2022

ZUNINO ABIRAD, Pablo (Responsable Técnico - Cientifico)
LAGOS SMEJA, Patricia Friné (Investigador)

PICCINI FERRIN, Claudia (Investigador)

PRIETO PORTA, José Pedro (Investigador)

SCORZA ARLO, Ma. Cecilia (Investigador)
URBANAVICIUS, Jessika Carolina (Investigador)
FABIUS CUKIERMAN, Sara (Investigador)

FERNANDEZ CIGANDA, Sofia Muriel (Investigador)
ABIN CARRIQUIRY, Juan Andres (Investigador)

MINISTERIO DE EDUCACION Y CULTURA. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS "CLEMENTE ESTABLE"
(Institucion Proponente) \\ UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA. FACULTAD DE MEDICINA \\
FUNDACION DE APOYO AL INSTITUTO CLEMENTE ESTABLE

1/9



Resumen del proyecto

Estudios recientes muestran una relacién entre la microbiota intrestinal (MI) y el desorden de abuso de sustancias (SUD),
sugiriendo la participaciéon del eje bidireccional intestino-cerebro en la respuesta a drogas de abuso. Evidencias preclinicas
mostraron que la administracién sistémica de cocaina altera la MI, y que su deplecién potencia las respuestas
comportamentales inducidas por cocaina (efecto estimulante y reforzador). Nuestro grupo demostré recientemente que la
exposicidn repetida a cocaina volatilizada (fumable), altera la estructura y diversidad de la MI en ratas, proponiendo la
hipétesis de que la modulacidn de la MI atenuaria las respuestas inducidas por cocaina. En este proyecto investigamos el papel
de la modulacién de la MI sobre la sensibilizacién locomotora inducida por cocaina volatilizada. Ratas macho adultas
recibieron una mezcla de cepas bacterianas (L. johnsonii ATCC-33200; L. rhamnosus-GG ATCC-53103; L. reuteri ATCC-23272)
por via oral durante 28 dias, en los Ultimos 7 dias fueron expuestos a cocaina volatilizada y finalmente se evaluaron
pardmetros comportamentales. La exposicién a cocaina indujo un efecto estimulante progresivo (sensibilizacién locomotora)
entre los dias 1-5, que decae al dia 7. Inesperadamente, la administracién de las bacterias no previno el efecto sensibilizador
de cocainag, sino que mantuvo la actividad locomotora elevada hasta el final. Los animales que recibieron bacterias y fueron
expuestos a cocaina mostraron diferencias significativas en la estructura y composicion de su MI respecto al control. Estos
resultados sugieren que la MI se vincula con la actividad inducida por la combinacidn de bacterias y cocaina. Los mecanismos
explorados (dcidos grasos de cadena corta, citoquinas, proteina Fos en nicleo accumbens y corteza prefrontal), podrian
mediar cambios comportamentales, aunque serdn necesarios estudios adicionales. Los resultados evidencian el papel del eje
intestino-cerebro en la respuesta a cocaina y apoyan la hipétesis de la modulacién de la MI como alternativa terapéutica para
el tratamiento de SUD.

Ciencias Médicas y de la Salud / Ciencias de la Salud / Abuso de Sustancias / Microbioma y Salud Mental
Palabras clave: Eje intestino-cerebro / Microbiota intestinal / Cocaina /

Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.

Estudios recientes en la literatura muestran una conexién importante entre la microbiota intestinal (MI) y el desorden de abuso
de sustancias (SUD), en particular a cocaina (Chivero et al. 2022; Wang et al. 2022). El tratamiento del SUD, continta siendo un
desafio para la salud mundial. La abstinencia, y algunas estrategias terapéuticas comportamentales se aplican en el
tratamiento, aunque hasta el momento no existen estrategias farmacolégicas exitosas, y ninguna garantizan la recuperacién
total de las personas. Se requieren con urgencia nuevas ideas para el tratamiento del SUD. Una estrategia innovadora la
constituye la modulacién de la MI, dado que varios trabajos han mostrado que el consumo de drogas de abuso genera
modificaciones en la MI, o viceversa, que modificaciones en la MI, ocasionan una potenciacién o atenuacién de los efectos de
las drogas de abuso (Kiraly et al. 2016; Chivero et al. 2019).

La MI es el conjunto de microorganismos que habitan en el intestino y que mantiene las funciones fisiolédgicas normales del
huésped. Cambios en la composicién de la MI impactan en la homeostasis corporal, la fisiologia, perfil metabélico, y la
vulnerabilidad a las enfermedades. A través del eje intestino-cerebro, la MI se comunica con el cerebro a través de los
sistemas nerviosos auténomo, entérico y el sistema inmunoldgico, participando de la funcidn cerebral. Los mecanismos de
senalizacion entre intestino y cerebro se centran en sustancias neuroactivas, citoquinas, o fibras nerviosas a través del
nervio vago (Cryan and Dinan, 2012; Scorza 2019a).

Este proyecto tuvo como punto de partida un estudio realizado por el grupo de investigacién en colaboracién entre el
Departamento de Microbiologia y de Neurofarmacologia Experimental del IIBCE. En ese trabajo pudimos determinar, que la
exposicién de ratas a cocaina volatilizada durante 14 dias indujo una disminucién de la riqueza y la diversidad de la MI
analizada en heces de los animales tratados, en relacién a los controles. Dicho efecto se asocié con un aumento progresivo en
la actividad locomotora de los animales (efecto tipo-sensibilizacién). Ademds, cuando se predijo el contenido funcional
metagenémico (PICRUSt) de las comunidades bacterianas de los animales tratados, se observé una disminucion dramdtica del
gen de la L-aminodcido aromdtico decarboxilasa con respecto a los controles, sugiriendo una alteracién en la
neurotransmisién de las monoaminas (Scorza 2019b). Estos hallazgos concuerdan con otros estudios (Gonzdlez-Arancibia et
al. 2019; Kiraly et al. 2016) y sugiere la idea de que la modulacién de la MI podria ser una estrategia para atenuar los efectos
inducidos por la cocaina en el SNC.

En base a todo lo expuesto, en el proyecto se planted la hipétesis que existe una relacién entre la MI, el intestino y el cerebro,
capaz de mediar los efectos de las drogas de abuso. En particular, se propuso
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que el tratamiento crénico con cocaina volatilizada inducia cambios comportamentales (efecto sensibilizador locomotor,
aumento de ansiedad y de la respuesta de motivacion-recompensa), las cuales se vinculan con cambios en la estructura,
diversidad y funciéon de la MI. Ademds, el tratamiento crénico con cocaina provoca respuestas pro-inflamatorias
acompanadas de aumento de niveles de hormonas de estrés, y dano sobre la mucosa intestinal. La modulacién de la MI
ejercida por la administracidon decepas de Lactobacillus spp. atenta los efectos deletéreos asociados a la droga
(comportamentales y de inflamacidn), lo que se refleja ademds, en el aumento de produccién bacteriana de AGCC asi como la
estimulacién del nervio vago que redundard en cambios en la expresion de c-Fos, en regiones del SNC.

Metodologia/Disefo del estudio

I. Animales
Se emplearon ratas Wistar machos (250-300 gr) criadas y mantenidas en condiciones estdndar en el Bioterio del IIBCE (22 + 2
°C, ciclo de luz/oscuridad 07:00-19:00 h) de acuerdo a las condiciones éticas avaladas por el CEUA-IIBCE.

I1. Drogas y cepa bacteriana

Cepa bacteriana:

Se emplearon las cepas Lactobacillus johnsonii ATCC 33200, Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 y Lactobacillus reuteri
ATCC 23272.

Cocaina Base:

Se usé cocaina base provista por el Instituto Técnico Forense con la autorizacién de la Comision de Lucha contra las
Toxicomanias del Ministerio de Salud Publica (Inv. Responsable: Dra. C. Scorza).

III. Esquema de tratamientos y grupos experimentales

1. Las bacterias liofilizadas de acuerdo a procedimientos ya empleados en estudios previos se administraron oralmente por
ingestién voluntaria y controlada individualmente [Tillmann y Wegener, 2017]. Esta forma constituye una via de administracion
no estresante para el animal y permite conocer con exactitud la dosis consumida. Se realizé el protocolo de adiestramiento
reportado en el articulo. Este incluyd cuatro dias de adiestramiento, manipulando directamente al animal, y posteriormente, la
administracion de la solucidn, a través de la caja, sin necesidad de levantar/manipular al animal. Las dosis diaria fueron de
1x10e8 unidades formadoras de colonias en 1 ml de PBS, durante 28 dias consecutivos [Chen et al. 2015]. EL grupo control recibié
el vehiculo estéril (vehiculo I).

2. La exposicion a la cocaina volatilizada se realizé utilizando la cdmara inhalatoria (CI) de acuerdo a la metodologia
reportada en trabajos de nuestros grupos [Galvalisi et al. 2017].

Los animales se trataron durante 14 dias (25 mg cocaina/dia), comenzando 14 dias después de iniciada la administracién de
las cepas bacterianas. Los animales del grupo control se colocaron en la CI sin droga (vehiculo II).

Los grupos experimentales serdn: 1) Bacterias + cocaina volatilizada; 2) “vehiculo I” + cocaina volatilizada; 3) Bacterias +
“vehiculo II"; 4) “vehiculo I” + “vehiculo II”

IV. Modelos Comportamentales

1. Se utiliz6 el modelo de campo abierto (CA: 45x45x40 cm), una cdmara de video y un software de video-seguimiento
(Ethovision XT12) para registrar y analizar automdticamente los pardmetros: distancia recorrida (m), velocidad (m/s), tiempo
en movimiento, tiempo en centro y periferia [Urbanavicius et al., 2014].Para simplificar la presentacidn de resultados, el
pardmetro que se asocia a la sensibilizaciéon comportamental es el de distancia recorrida [Prieto et al. 2015].

2. Se utilizé el modelo X-maze para evaluar la ansiedad experimental [Pellow et al. 1985]. El aparato consiste de dos brazos
abiertos, BA (30 x 5 cm) y dos cerrados, BC (30x5x15 cm) formando una cruz, elevado 50 cm del piso. Un aumento de ansiedad
se refleja en una disminucién del tiempo de permanencia y nimero de entradas a los BA.

3. EL TNF se realizé segun lo descrito previamente por Urbanavicius et al. 2019. El aparato consistié en un tanque cilindrico
transparente (50 cm de altura y 20 cm de didmetro) lleno de agua (24—25 °C) hasta una profundidad de 34 cm (para permitir
que las ratas nadaran o flotaran sin tocar el fondo del tanque con sus patas). Se aplicaron dos sesiones de nado experimental
con un intervalo de 24 h. Las pautas coportamentales fueron puntuadas por un investigador experimentado en tiempo real
durante 5 min [Porsolt et al., 1977].

V. Efecto per se de las cepas bacterianas luego de 28 dias de administracién
Los animales fueron administrados por via oral con la mezcla de cepas bacterianas durante 28 dias. El dia 28, evaluamos de
forma secuencial el efecto sobre la actividad locomotora en el CA, seguido del plus-maze y 24 hs. luego la conducta en el TNF.
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VI. Andlisis de microbiota fecal

Las heces se tomaron pasivamente de cada animal en forma individual en los dias 0, 14y 28 y se almacenaron a -80 °C hasta
el dia de su procesamiento. Se realizé la extraccién de ADN total de las muestras de heces utilizando kits comerciales [Scorza
et al. 2019]. El andlisis de la composicion de la MI se realizé por medio de secuenciaciéon masiva de la region V4 del ARNr 16S
bacteriano. El andlisis bioinformdtico se realizé empleando el paquete DADA2 para analizar los datos obtenidos por la
secuenciacion masiva del gen ribosomal 16S, se asigné la taxonomia de los reads compardndola con la ultima versién de la
base de datos Silva (version 138). Las diferencias de alfa y beta diversidad entre las poblaciones bacterianas de los distintos
grupos experimentales se analizaron utilizando el paquete phyloseq, y también las diferencias en abundancia de ASVs
particulares entre grupos utilizando el paquete DESeq2 [Callahan et al. 2016].

VII. Evaluacién de Fos en regiones del SNC

La deteccidn de la proteina Fos mediante inmunohistoquimica se utilizé como marcador de actividad neuronal para el trazado
neuroanatémico de circuitos y estudiar la accidn de drogas psicoactivas [Gallo et al. 2018]. Luego de los ensayos
comportamentales (dia 28), los cerebros se procesaron para poner en evidencia la presencia de la proteina c-Fos [Torterolo et
al. 2009]. Los cortes obtenidos de los distintos sectores serdn montados en ldminas gelatinizadas y observados bajo
microscopio éptico (Nikon E800). Las imdgenes fueron fotografiadas y adquiridas a través de una cdmara digital y analizadas
mediante el programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics). Las regiones antero-posterior se eligieron de acuerdo al atlas de
Paxinos y Watson (2005) [Paxinos y Watson, 2005] y seleccionadas segun las aferencias del nervio vago que alcanzan el SNC
[Gonzalez-Arancibia et al. 20191.

VIIL Acidos grasos de cadena corta (AGCC) en heces

La produccién de AGCC (acético, propidnico y butirico) se cuantificé en las heces de los animales por cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC). Las muestras se centrifugaron y los sobrenadantes se inyectaron en un sistema de HPLC modular
(Waters) y un detector de matrices de fotodiodos (Waters). Esta metodologia es de uso corriente en el Depto. de Microbiologia y
la Plataforma de Servicios Analiticos (IIBCE) [Fraga et al. 2014].

IX. Cuantificacion de indicadores de inflamacién en plasma
Se midieron los niveles plasmdticos de citoquinas pro-inflamatoria (IL-6) y anti-inflamatoria (IL-10), por medio de kits
comerciales de ELISA [Kiraly et al. 2016].

X. Andlisis estadistico
Se utilizaron métodos paramétricos y/o no-paramétricos seguidos por el andlisis post-hoc correspondiente. La significancia
fue de P<0.05.

Resultados, andlisis y discusién

- Efecto per se de las cepas bacterianas luego de 28 dias de administracion

Con el fin de evaluar la actividad per se de las cepas bacterianas sobre el comportamiento animal, realizamos un experimento
previo al combinado de las cepas bacterianas y el tratamiento de cocaina. Los animales fueron administrados por via oral con
la mezcla de cepas bacterianas durante 28 dias. El dia 28, evaluamos de forma secuencial el efecto sobre la actividad
locomotora en el CA, seguido del plus-maze y 24 hs. luego la conducta en el TNF.

Figura 1. Efecto comportamental en el CA (A), plus-maze (B) y TNF (C) (ver adjunto).

La Figura 1A, muestra que el tratamiento no indujo cambios en la actividad locomotora. Tampoco se observaron diferencias
significativas en el nimero de entradas a los brazos abiertos (BA) en el plus-maze (figura 1B). Otras conductas evaluadas en
este modelo tales como tiempo de permanencia en el BA o head dipping tampoco se vieron afectadas, sugiriendo que este
tratamiento no genera cambios en la ansiedad. En el TNF (figura 1C), no se evidenciaron diferencias en ninguno de los
comportamientos evaluados. Los resultados sugieren que esta mezcla de bacterias no tendria un efecto
ansiolitico/ansiogénico o tipo-antidepresivo en animales naive. Sin embargo, desconocemos si el tratamiento produjo cambios
en la MI, los que quizds podrian ser insuficientes para inducir cambios comportamentales evidentes en los test ensayados.
Durante estos experimentos se recolectaron fecas en los dias 0, 1y 28. Estas muestras fueron almacenadas y en el futuro se
analizardn para determinar si existen cambios en la MI que expliquen la ausencia de cambios comportamentales.
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- Evaluacion comportamental inducida por cocaina volatilizada y cepas potencialmente probiédticas

El siguiente experimento se llevé a cabo con la combinacién de las cepas bacterianas y el tratamiento repetido de cocaina
volatilizada, de acuerdo a experimentos ya realizados por nuestro grupo (Scorza et al. 2019a). Los animales fueron
administrados por via oral con la mezcla de 3 cepas bacterianas o su vehiculo durante 28 dias (testeadas en su efecto per se
en el primer ensayo), y del dia 21 al 28, fueron expuestos durante 10 min a cocaina volatilizada (25 mg) o a la caja de
volatilizacién pero sin exposicién a la droga (grupo control; Galvalisi et al. 2017; Scorza et al. 2023). Inmediatamente después
de cada exposicidn se evalué la actividad locomotora en el CA durante 30 min. En los dias 21y 28, ademds, se registraron
vocalizaciones ultrasénicas (VUS) durante 5 minutos. En el dia 28, también se evalud el comportamiento en el plus-maze.

Figura 2. Actividad locomotora evaluada en el CA (A) y evaluacién de ansiedad experimental (B) a través del nimero de
entradas y tiempo de permanencia en el BA y BC en el plus-maze (ver adjunto).

La Figura 2A muestra la actividad locomotora (distancia recorrida) durante el tratamiento con cocaina volatilizada.
Encontramos que los animales del grupo bacterias/control no presentaron alteraciones en su actividad respecto al grupo
control. Los animales tratados con cocaina (vehiculo/cocaina) mostraron un aumento progresivo de la actividad, sugiriendo un
efecto tipo-sensibilizacidn locomotora del dia 1 al dia 5. En los dias 6 y 7 esta actividad decae. Antecedentes previos de nuestro
grupo demostraron que la exposicion repetida (14 dias) a cocaina volatilizada (25 mg), aumenta la actividad locomotora en el
dia 14 sugiriendo que la reduccion observada en los dias 6 y 7 podria ser un efecto transitorio. Sin embargo, otros fenémenos
asociados al proceso adictivo tal como la tolerancia no pueden ser descartados. Nuevos experimentos serdn necesarios para
profundizar en la comprension de este efecto. Los animales tratados con bacterias y expuestos a cocaina presentaron una
actividad locomotora similar al grupo cocaina en los primeros 5 dias y de manera interesante, esta actividad elevada se
sostuvo hasta el dia 7. Este resultado muestra que la combinacién de las cepas bacterianas y cocaina provoca un efecto
comportamental opuesto al esperado, aunque esperable de acuerdo a la hipétesis de trabajo del proyecto. En el plus-maze
(Figura 2B), no se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Durante la realizacién de los
experimentos se obtuvieron muestras de fecas para el andlisis de la MI.

- Andlisis de la MI de ratas expuestas a cocaina volatilizada y cepas potencialmente probiéticas

Una vez finalizado el experimento comportamental, se procedid a realizar el estudio de la microbiota intestinal de los animales
tratados, mediante estudios de secuenciacidén genémica (Scorza et al. 2019a). Se realizé la extraccion de ADN de las muestras
de heces del dia 28 de las ratas tratadas y se enviaron a secuenciar. Los resultados de secuenciacion se analizaron con el
paguete de RStudio - Dada2. Cabe destacar que este procedimiento implicé el adiestramiento en el manejo de estos datos de
una de las estudiantes de Maestria del proyecto.

Las Figuras 3y 4, y la Tabla 1ilustran los resultados del andlisis de la estructura y diversidad de la MI de los animales
tratados (ver adjuntos).

Figura 3. Indices de diversidad alfa (diversidad de grupos taxonémicos dentro de cada muestra o comunidad) de la microbiota
intestinal de rata. Los diagramas de caja muestran las medias, los rangos y los valores atipicos de cada indice de diversidad
alfa, y la comparacién entre los tratamientos calculados para las comunidades bacterianas obtenidas de las heces. Prueba de
Kruskal-Wallis (ver adjuntos).

Tabla 1. Andlisis de diversidad beta (evalia cambios entre diferentes comunidades). Comparacién de tratamientos usando
PERMANOVA basado en distancias Bray-Curtis el dia 28 (T28). *= P < 0.05. N.S = no significativo.

Figura 4. Abundancias diferenciales de la variante de secuencia del amplicdn bacteriano (ASV) calculadas con el paquete
{DESeq2} comparando el grupo Bacteria/Cocaina con el grupo Control (A), Bacteria (B) y Cocaina (C). Un valor positivo de log2
FoldChange significa que la ASV es significativamente mds abundante en el grupo Bacteria/Cocaina en comparacion con los
otros grupos, y viceversa. Los paréntesis rectos rojos indican la disminucién de las ASV bacterianas compartidas entre los
tres tratamientos en comparacion con el grupo Bacteria/Cocaina. Las flechas rojas muestran un ASV aumentado en el grupo
Bacteria/Cocaina en comparacidn con los otros grupos.

La Figura 3 muestra cuatro indices de diversidad alfa (la cual representa la diversidad presente dentro de una misma muestra
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o comunidad). No se encontraron cambios en ninguno de los indices presentados en los distintos tratamientos. Sin embargo, al
analizar la diversidad beta (pardmetro que indica cambios entre diferentes comunidades), se encontraron diferencias
significativas entre los animales del grupo Bacterias/Cocaina respecto al control, al grupo bacteria y tiende a diferir respecto
al grupo cocaina (Tabla. 1). A su vez, al analizar cudles eran las bacterias que cambiaron en el grupo Bacterias/Cocaina
respecto a los demds grupos (Fig. 4), se encontraron distintas ASVs que estarian disminuidas en todos los grupos respecto a
Bacterias/Cocaina y otras que estarian aumentadas. Este conjunto de resultados podria sugerir que el grupo
Bacterias/Cocaina tiene una MI distinta a los demds grupos experimentales y esos cambios podrian estar implicados en la
actividad motora sostenida que se observé en el comportamiento.

- Avances en la evaluacion de los mecanismos descritos en la interaccién intestino-cerebro
a) Acidos grasos de cadena corta:

En primer lugar, evaluamos la capacidad de los tratamientos de modificar los dcidos grasos de cadena corta (AGCC), como
uno de los mecanismos de interaccidn del eje intestino-cerebro. La Figura 5 muestra los resultados obtenidos del andlisis de
los dcidos grasos de cadena corta, a dos tiempos de andlisis.

Figura 5 A-F. Niveles de AGCC en fecas analizados en fecas a tiempo 0 (T0) y a tiempo final (TF, dia 28) (ver adjunto).

Los datos muestran que no parece haber cambios significativos en los AGCC de cada tratamiento y en cada tiempo analizado,
gue acompanen los resultados observados en el fendmeno de sensibilizacién comportamental.

Se realizaron otras comparaciones, que se grafican en la Figura 6 A-C.
Figura 6 A-C. Comparacién entre tiempo 0 y tiempo final para cada uno de los AGCC (ver adjuntos).

Al comparar cada tratamiento en relacion al tiempo 0 vs. tiempo final, encontramos un cambio interesante. Se observé que el
dcido propidnico disminuye significativamente en el grupo tratado con cocaina al final del tratamiento. Interesantemente,
existen evidencias que relacionan al dcido propiénico con la modulacién de la expresién del CART (cocaine-and amphetamine-
regulated transcript; Zhang et al. 2022), un péptido hipotaldmico vinculado al efecto de drogas psicoestimulantes como cocaina
o anfetamina. La funcidén de CART estd asociada a la homeostasis, recompensa, ansiedad, estrés (Job, 2016). Este cambio
sugiere que el dcido propidnico podria ser uno de los intermediarios en la interaccién entre los cambios en la Ml y el
comportamiento inducido por cocaina. Futuros experimentos deberdn realizarse para profundizar en dicha relacién.

b) Citoquinas

Las citoquinas, son factores clave en la respuesta inmune; juegan un papel fundamental en el control y modulacién de las
respuestas inflamatorias locales y sistémicas, manteniendo un equilibrio entre las citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias. La interleuquina-6 (IL-6) es una de las citoquinas proinflamatorias activada en el proceso inmunitario
innato, y como consecuencia estd relacionada con una activaciéon de la microglia. La interleuquina-10 (IL-10) es uno de los
factores antiinflamatorios enddégenos mds importantes producidos por el organismo (Moreira et al. 2016).

En este experimento se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacién de niveles plasmadticos de IL-6 e IL-10 en los
grupos tratados de animales. Cabe sehalar que estos experimentos permitieron el adiestramiento de una de las estudiantes de
Maestria en el ensayo.

La Figura 7 muestra los resultados de los niveles plasmaticos de citoquinas (ver adjunto).

Figura 7 A-C. Niveles plasmdticos de citoquinas IL-6 e IL-10 para cada tratamiento.

Si bien no se registran diferencias significativas entre los tratamientos, se observa una tendencia a un aumento en la
produccion de IL-6 en animales tratados con cocaina. Este resultado concuerda con lo reportado por la literatura para las

drogas psicoestimulantes y las citoquinas pro-inflamatorias o anti-inflamatorias, ya sea a nivel clinico y preclinico (Lacagnina
et al. 2017). Futuros experimentos deberdn ser realizados para complementar el resultado de la combinacion de bacterias y
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cocaina debido a la elevada variabilidad de los niveles de citoquinas entre individuos.

d) Expresion de c-fos en regiones NAcc y PFC.

La deteccidon de la proteina Fos (como producto de lgen de expresion temprana c-fos) mediante inmunohistoquimica se utiliza
como marcador de actividad neuronal (Gallo et al. 2018) para el trazado neuroanatémico de circuitos y estudiar la accién de
drogas psicoactivas. La activacidn celular inicia una serie de eventos intracelulares que llevan a la excitacidn neuronal y
modulacion en la expresion de proteinas (ej. receptores dopaminérgicos). El aumento en la marca de la proteina Fos refleja los
cambios neurobioldgicos adaptacionales que subyacen a la sensibilizacién con cocaina (Brenhouse et al. 2006).

De acuerdo a los antecedentes planteados en el proyecto, la activacion de circuitos neurales que subyacen a los efectos del
tratamiento repetido con cocaina podria deberse a una accién directa sobre el sistema nervioso central (Volkow et al. 2009),
preferentemente en regiones del circuito motivacional (e]. niicleo accumbens), o una accién indirecta via activacién del nervio
vago (Gonzdlez-Arancibia et al 2019).

Las figuras 8, 9 y 10 muestran los resultados del andlisis inmunohistoquimico cualitativo, realizado en uno de los nucleos
principales asociados con el efecto reforzador y sensibilizador de la cocaina (Nucleo accumbens) (ver adjunto).

El andlisis fue realizado en dos subdivisiones: nlcleo accumbens core y shell. Los resultados muestran que se puede apreciar
la marca constitutiva en los animales controles, no parece haber cambios sustanciales con el tratamiento de las cepas
bacterianas, ni con cocaina. Sin embargo, hay un aparente aumento en la senal positiva para la expresion de la proteina Fos
(Fig. 9 y 10) que podria indicar que la combinacién de ambos tratamientos (cocaina y cepas bacterianas), esté afectando la
excitacion neuronal. Este aumento debe confirmarse con mds cantidad de ensayos, aunque podria especularse, que se asocia
con el cambio comportamental observado en los animales con la combinaciéon de tratamientos.

Conclusiones y recomendaciones

El pretratamiento con las cepas bacterias Lactobacillus johnsonii ATCC 33200, Lactobacillus rhamnosus GG ATCC 53103 y
Lactobacillus reuteri ATCC 23272 no previno la sensibilizaciéon comportamental inducida por cocaina, sino que sostuvo el efecto
potenciador hasta el dia 7. Este resultado se acompané de una alteraciéon significativa en la diversidad beta de la microbiota
intestinal (MI) y patrones de enriquecimiento de ASVs, sugiriendo que cambios en la MI subyacen a los efectos
comportamentales inducidos por la exposicién a la cocaina.

La administracién oral crénica (28 dias en este caso) de las bacterias seleccionadas, tuvo la capacidad de generar cambios en
la MI intestinal y modular el eje MI-intestino-cerebro.

Los resultados comportamentales podrian acompanarse de algunos de los cambios en la actividad neural, en los dcidos
grasos de cadena corta, y citoquinas

Otras cepas bacterianas deberdn ser seleccionadas y testeadas con el fin de encontrar nuevas candidatas como estrategia
terapéutica basada en bacterias para el tratamiento de SUD.

Investigacién adicional deberd ser llevada a cabo para confirmar el valor traslacional que estos resultados puedan tener en
intervenciones terapéuticas en el desorden de abuso de sustancias en humanos.

Los resultados de este proyecto refuerzan el concepto de que la modulacién de la microbiota intestinal podria estar
involucrada en desérdenes del sistema nervioso central, como la adiccion a drogas de abuso, y por ende ser utilizada como
una estrategia terapéutica.
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