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Abstract: Synthetic cathinones have gained popularity among young drug users and are widely 

used in the clandestine market. While the cathinone‐induced behavioral profile has been extensively 

investigated, information on their neuroplastic effects is still rather fragmentary. Accordingly, we 

have exposed male mice  to a single  injection of MDPV and α‐PVP and sacrificed  the animals at 

different  time points  (i.e.,  30 min,  2 h,  and  24 h)  to have  a  rapid  readout of  the  effect of  these 

psychostimulants on neuroplasticity in the frontal lobe and hippocampus, two reward‐related brain 

regions. We found that a single, low dose of MDPV or α‐PVP is sufficient to alter the expression of 

neuroplastic markers in the adult mouse brain. In particular, we found increased expression of the 

transcription  factor  Npas4,  increased  ratio  between  the  vesicular  GABA  transporter  and  the 

vesicular glutamate transporter together with changes in the expression of the neurotrophin Bdnf, 

confirming the widespread impact of these cathinones on brain plasticity. To sum up, exposure to 

low dose of cathinones can impair cortical and hippocampal homeostasis, suggesting that abuse of 

these cathinones at much higher doses, as it occurs in humans, could have an even more profound 

impact on neuroplasticity. 
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1. Introduction 

Plasticity  is  the  ability  of  an  organism  to  appropriately  respond  to  an  external 

stimulus through the activation of transcriptional mechanisms set in motion by neuronal 

activity that, in turn, activate intracellular signaling pathways thus fostering the induction 

of  immediate  early  genes  (IEGs).  IEGs,  then,  promote  the  activation  of  downstream 

targets  leading  to  functional  and  structural  changes  in  the  brain  [1,2].  A  recently 

discovered, neuronal‐specific transcription factor, known as NPAS4, has emerged as a key 

mediator of brain plasticity. NPAS4 is regulated in an activity‐dependent fashion and it 

has proven essential for the development of GABAergic synapses onto excitatory neurons 

[3]. One of the  intrinsic features of NPAS4 appears to be  its homeostatic ability to tone 

down neuronal firing in response to excitatory transmission, by potentiating  inhibitory 

transmission [3]. This is critical since a proper balance between excitation and inhibition 
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is relevant for the function of neuronal networks and, therefore, the regulation of NPAS4 

appears to contribute to neuroplasticity as, for instance, knockout mice lacking this gene 

exhibit  features reminiscent of social anxiety  [4] and cognitive deficit  [5].  Interestingly, 

among its different characteristics, it also has to be taken into account that NPAS4 itself is 

able to control genes that, in turn, regulate the development of inhibitory synapses, some 

of  them  positively  and  some  other  negatively,  thus widening  the  role  of Npas4  as  a 

transcriptional repressor/activator [3]. Accordingly, the regulation of NPAS4 expression 

may have a large downstream impact on neuroplasticity. 

Along this line of reasoning, among the genes that are regulated by NPAS4, a critical 

role is indeed played by Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF), which is known to 

contribute to the development of GABAergic synapses [6–8]. BDNF is a neurotrophin that 

plays a pleiotropic role in the central nervous system (CNS). Classically, its primary role 

was confined during CNS development for the regulation of cell growth, cell survival and 

cell differentiation [9], whereas, more recently, BDNF has been demonstrated as a master 

regulator of neuroplasticity, as shown by its critical role in activity‐dependent structural 

remodeling [10] as well as in the modulation of cognition [11]. Of note, both NPAS4 [12,13] 

and  BDNF  [14–18]  have  been  involved  in  the  actions  of  drugs  of  abuse,  primarily 

psychostimulants. These data suggest that, due to their respective features, both proteins 

may  be  important  in  the  action  of  psychostimulants.  Accordingly,  a  role  can  be 

hypothesized for both of them in the action of synthetic cathinones, a recently emerging 

class  of  psychostimulant designer  drugs used  for  their  rewarding  properties  that  are 

similar to cocaine, methylenedioxymethamphetamine or other psychoactive drugs, such 

as amphetamine and amphetamine‐like molecules [19–21]. While these compounds were 

initially commercialized through Internet or smart shops as’ bath salts’ or ‘plant foods’, 

nowadays they are sold under their own chemical name in the clandestine market [22,23]. 

In humans, MDPV  and  α‐PVP  are primarily used orally, by  snorting  (insufflation) or 

smoking, but also through intravenous injection (« slam ») or buccal, sublingual, and rectal 

applications [24,25]. Among the several synthetic cathinones existing on the clandestine 

market, we  focused  our  attention  on  the methylenedioxy  derivative  of  pyrovalerone 

MDPV  (3,4‐methylenedioxypyrovalerone) and  its  closely  related derivative  α‐PVP  ((1‐

Phenyl‐2‐(pyrrolidin‐1‐yl)pentan‐1‐one),  also  known  as  “flakka”  or  “gravel”)  [26–30]. 

While  synthetic  cathinones  exhibit  features  typical  of  amphetamines‐like  compounds, 

MDPV and α‐PVP more closely resemble cocaine‐like compounds [31] as they primarily 

block  the  dopamine  transporter  (DAT)  and  the  norepinephrine  transporter  (NET), 

whereas, at variance from cocaine [32,33], these two compounds do not seem to block the 

serotonin  transporter  (SERT)  [34–38].  Further,  MDPV  and  α‐PVP  show  reinforcing 

properties higher than cocaine and their abuse liability is positively correlated with their 

ability to block the DAT [39]. Interestingly, the removal of DAT has been associated with 

changes  in  the  expression of  the neurotrophin BDNF  in  cortical brain  regions  [40,41]. 

Above all, in rodents, their effect is manifested by increased locomotor activity, presence 

of  stereotypies,  appearance  of  psychomotor  effects  [28,42–45]  as  well  as  aggressive 

behaviors, more severe than those caused by cocaine and other psychostimulants such as 

amphetamine, methamphetamine and methiopropamine administration [46–48]. Besides 

these behavioral manifestations,  they display  reinforcing  and  rewarding properties  in 

rodents [28,42,43,49–51].   

Given these premises, the major aim of our study was to investigate the effect of a 

single  exposure  to MDPV  or  α‐PVP  on Npas4 mRNA  levels  in  the  frontal  lobe  and 

hippocampus, two brain regions where this transcription factor is mainly expressed [3]. 

We have recently shown that both drugs modulate the expression of the immediate early 

genes Arc/Arg3.1  and  c‐Fos  in  these  brain  regions  following  a  single  injection  indeed 

suggesting that these synthetic cathinones cause changes in neuronal activity that, in turn, 

may affect neuroplasticity [52]. In addition, we have also shown that a single injection of 

the  psychostimulant  cocaine  is  sufficient  to  provide  functional  changes  in  the 

hippocampus [53] and in the prefrontal cortex [54].   
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We will couple  the  information deriving  from  the analysis of Npas4 mRNA  levels 

with the evaluation of a marker of neuroplasticity, the neurotrophin BDNF, known to be 

regulated by NPAS4 as above mentioned. Further, given the necessity of NPAS4 for the 

development  of GABAergic  synapses  onto  excitatory  neurons  [3], we will  investigate 

whether  the  acute  action  of  cathinones  is  sufficient  to  alter  the  coordinated  balance 

between excitatory and inhibitory inputs. Accordingly, we will analyze the ratio between 

the vesicular transporters of both GABA (vGAT) and glutamate (vGluT1), whose roles are 

to package  these neurotransmitters  into vesicles  in  the cytoplasm, ready to be released 

following a stimulus [55] and that represent an index, albeit indirect, of the release of these 

neurotransmitters. Of note, evidence already exists for the role of vGluT1 and vGAT in the 

action of psychostimulants [55–57]. 

2. Results 

2.1. Molecular Analyses of the Effects of MDPV and α‐PVP	on Npas4 mRNA Levels   

2.1.1. Hippocampus 

Two‐way ANOVA on Npas4 mRNA levels in the hippocampus showed a main effect 

of treatment (F2,43 = 8.774, p = 0.0006), time after injection (F2,43 = 6.828, p = 0.0027) and a 

significant time × treatment interaction (F4,43 = 3.935, p = 0.0083; Figure 1 panel A). In detail, 

post  hoc  analysis  showed  that  the  temporal  induction  of  Npas4  differs  between  the 

cathinones used and the time of sacrifice after injection. In fact, a single injection of MDPV 

up‐regulated Npas4 mRNA levels 30 min (+51%, p = 0.0285 vs. vehicle‐30 min; +58%, p = 

0.043 vs. α‐PVP‐30 min; +71%, p = 0.0002 vs. MDPV‐24 h), 2 h (+46%, p = 0.0447 vs. α‐PVP‐

2h; +51%, p = 0.0173 vs. MDPV‐24 h), an effect that dissipated 24 h after the injection (+9%, 

p > 0.999 versus vehicle‐24 h). Conversely, a single  injection of α‐PVP,  instead, did not 

alter Npas4 mRNA levels at any of the time points investigated (30 min: −7%, p > 0.999 

versus vehicle‐treated mice; 2 h: −10%, p = 0.997 versus vehicle‐treated mice; 24 h: +11%, p 

= 0.997 versus vehicle‐treated mice).   

 

Figure 1. Time‐dependent changes in Npas4 (a) and Bdnf (b) mRNA levels in the hippocampus of mice following a single 

IP injection of MDPV (1 mg/kg) or α‐PVP (1 mg/kg). Mice were sacrificed at three different time points, i.e., 30 min, 2 h, 

and  24  h  after  the  drug  administration.  Results  are  expressed  as  percentages  relative  to  vehicle‐treated  group  and 

presented as mean ± standard error of the mean (SEM). * p < 0.05 α‐PVP versus vehicle‐ treated mice; # p < 0.05, ## p < 0.01 

MDPV versus vehicle‐treated mice; $ p < 0.05, $$ p < 0.01, $$$ p < 0.001 MDPV versus MDPV‐24 h; @ p < 0.05, @@ p < 0.01 MDPV 

versus α‐PVP (two‐ way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test). 

2.1.2. Frontal Lobe 

Similar to the hippocampus, two‐way ANOVA showed a main effect of  treatment 

(F2,43 = 16.28, p < 0.0001) and a significant  time ×  treatment  interaction  (F4,43 = 3.875, p = 

0.0089) on Npas4 mRNA  levels (Figure 2 panel A). Again, post hoc analysis revealed a 

temporal  induction of Npas4, which depends on  the cathinone being analyzed and  the 

time of  sacrifice after  injection.  In  fact, a  single  injection of MDPV upregulated Npas4 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 7397  4  of  12 
 

 

mRNA levels 30 min (+55%, p = 0.0219 vs. vehicle‐30 min; +55%, p = 0.0136 vs. α‐PVP‐30 

min), 2 h (+61%, p = 0.0046 vs. vehicle‐2h; +70%, p = 0.0007 vs. α‐PVP‐2h; +51%, p = 0.0322 

vs. MDPV‐24 h), an effect  that waned 24 h after  the  injection  (+19%, p = 0.9398 versus 

vehicle‐24 h).   

A single injection of α‐PVP,  instead, did not alter Npas4 mRNA levels at any time 

points analyzed  (30 min: 0%, p>0.999 versus vehicle‐treated mice; 2 h:  −4%, p = 0.9993 

versus vehicle‐treated mice; 24 h: +11%, p = 0.997 versus vehicle‐treated mice).   

 

Figure 2. Time‐dependent changes in Npas4 (a) and Bdnf (b) mRNA levels in the frontal lobe of mice following a single IP 

injection of MDPV (1 mg/kg) or α‐PVP (1 mg/kg). Mice were sacrificed at three different time points, i.e., 30 min, 2 h, and 

24 h after the drug administration. Results are expressed as percentages relative to vehicle‐treated group and presented 

as mean ± standard error of the mean (SEM). *** p < 0.001 α‐PVP versus vehicle‐treated mice; # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 

0.001 MDPV versus vehicle‐treated mice; $$$ p < 0.001 MDPV versus MDPV‐24 h; @ p < 0.05, @@@ p < 0.001 MDPV versus α‐

PVP; §§§ p < 0.001 α‐PVP versus α‐PVP‐24 h (two‐way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test). 

2.2. Molecular Analysis of the Effects of MDPV and α‐PVP	on Bdnf mRNA Levels   

2.2.1. Hippocampus 

Two‐way ANOVA of Bdnf mRNA levels showed a main effect of treatment (F2,43 = 

13.13, p < 0.0001),  time after  injection  (F2,43 = 10.25, p = 0.0002) and a significant  time × 

treatment interaction (F4,43 = 3.452, p = 0.0156; Figure 1 panel B). Post hoc analysis showed 

that Bdnf expression was differently modulated by the two cathinones depending on the 

time of sacrifice. In details, a single injection of MDPV increased Bdnf mRNA levels at 30 

min (+26%, p = 0.0143 vs. vehicle‐30 min; +30%, p = 0.001 vs. MDPV‐24 h), 2 h (+22%, p = 

0.0337 vs. vehicle‐2 h; +28%, p = 0.0031 vs. MDPV‐24 h), whereas  it vanished 24 h later 

(−5%, p = 0.9981 vs. vehicle‐24 h). When examining the effect of α‐PVP, we found that it 

upregulated Bdnf mRNA levels at 30 min after treatment (+31%, p = 0.0017 vs. vehicle‐30 

min), while such increase disappeared at the other two time points investigated (2 h: +18%, 

p = 0.9992 vs. vehicle‐treated mice; 24 h: +10%, p = 0.9046 vs. vehicle‐treated mice). 

2.2.2. Frontal Lobe 

Two‐way ANOVA of Bdnf mRNA levels in the frontal lobe showed a main effect of 

treatment  (F2,43 = 32.37, p <  0.0001),  time after  injection  (F2,43 = 52.61, p < 0.0001) and a 

significant time ×  treatment  interaction (F4,43 = 11.94, p < 0.0001; Figure 2 panel B). Bdnf 

expression appears to be modulated by the type of cathinone and the time of sacrifice after 

the single injection. A single injection of MDPV or α‐PVP did not alter Bdnf mRNA levels 

30 min or 2 h after drug exposure (MDPV: +26%, p = 0.5784 30 min vs. vehicle‐30 min; 

+34%, p = 0.1811 2h vs. vehicle‐2h; α‐PVP: −1%, p = 0.9999 30 min vs. vehicle‐30 min; −11%, 

p  =  0.9988  2h  vs.  vehicle‐2h),  whereas  both  cathinones  strongly  upregulated  the 

neurotrophin mRNA levels 24 h later (MDPV: +120%, p < 0.0001 versus vehicle‐24 h; +96%, 

p < 0.0001 versus MDPV‐30 min; +87%, p < 0.0001 versus MDPV‐2h; α‐PVP:+106%, p < 

0.0001 versus vehicle‐24 h; +109%, p < 0.0001 versus  α‐PVP‐30 min; +118%, p <  0.0001 

versus α‐PVP‐2h).   
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2.3. Molecular Analysis of the Effects of MDPV and α‐PVP	on vGAT1/vGluT1 Ratio   

2.3.1. Hippocampus 

Two‐way ANOVA showed a main effect of treatment (F2,43 = 19.82, p < 0.0001), time 

after injection (F2,43 = 6.353, p = 0.0038) and a significant time × treatment interaction (F4,43 

= 4.86, p = 0.0025) on vGAT/vGluT1 ratio (Figure 3 panel A). In fact, a single injection of 

MDPV up‐regulated vGAT/vGluT1 ratio levels 30 min (+89%, p = 0.0003 vs. vehicle‐30 min; 

+92%, p < 0.0001 vs. α‐PVP‐30 min; +70%, p = 0.0035 vs. MDPV‐24 h), 2 h (+73%, p = 0.0023 

vs.  vehicle‐2h;  +58%,  p  =  0.0316  vs. MDPV‐24  h),  an  effect  that waned  24  h  after  the 

injection (+8%, p = 0.999 versus vehicle‐24 h). Of note, a single injection of α‐PVP did not 

alter vGAT/vGluT1  ratio at  the  three  time points  investigated  (30 min:  −4%, p > 0.9999 

versus vehicle‐30 min; 2 h: +44%, p = 0.2075 versus vehicle‐2h; 24 h: −16%, p = 0.9898 versus 

vehicle‐24 h).   

 

Figure 3. Time‐dependent changes  in vGAT/vGluT1 mRNA  levels  in  the hippocampus (a) and  frontal  lobe  (b) of mice 

following a single IP injection of MDPV (1 mg/kg) or α‐PVP (1 mg/kg). Mice were sacrificed at three different time points, 

i.e., 30 min, 2 h, and 24 h after the drug administration. Results are expressed as percentages relative to vehicle‐treated 

group and presented as mean ± standard error of the mean (SEM). *** p < 0.001 α‐PVP versus vehicle‐ treated mice; # p < 

0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 MDPV versus vehicle‐ treated mice; $ p < 0.05, $$ p < 0.01 MDPV versus MDPV‐24 h; @@ p < 0.01, 
@@@ p < 0.001 MDPV versus α‐PVP; &&& p < 0.001 α‐PVP versus α‐PVP‐2h; §§§ p < 0.001 α‐PVP versus α‐PVP‐24 h (two‐ way 

ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test). 

2.3.2. Frontal Lobe 

Two‐way ANOVA showed a main effect of treatment (F2,42 = 6.345, p = 0.0039), time 

after injection (F2,42 = 18.55, p < 0.0001) and a significant time × treatment interaction (F4,43 

= 13.24, p < 0.0001; Figure 3 panel B). As observed for both Npas4 and Bdnf mRNA levels, 

the profile of vGAT/vGluT1 ratio strictly depended on both the type of drug and the time 

of  sacrifice.  Post  hoc  test  revealed  that  a  single  injection  of  MDPV  upregulated 

vGAT/vGluT1 ratio 30 min (+101%, p = 0.0415 versus vehicle‐30 min), an effect that waned 

2 and 24 h after the injection (2 h: +52%, p = 0.6385 versus vehicle‐2h; 24 h: −30%, p = 0.9816 

versus vehicle‐24 h). Conversely, a single injection of α‐PVP did not alter vGAT/vGluT1 

ratio 30 min or 24 h after drug exposure (30 min: +13%, p > 0.9999 versus vehicle‐30 min; 

24 h: −33%, p = 0.9640 versus vehicle‐24 h), whereas we observed a marked induction of 

such ratio 2 h after the injection (+192%, p < 0.0001 versus vehicle‐2h).   

3. Discussion 

Our  findings  indicate  that  a  single,  low dose administration of  the  two  synthetic 

cathinones MDPV and α‐PVP is sufficient to alter the expression of molecular markers of 

neuroplasticity in the adult mouse brain. Of note, these drugs exhibit different effects on 

such markers, an effect that varies depending upon the brain region investigated and the 

time of sacrifice. These results  indicate  the substantial danger of  the exposure  to  these 

synthetic cathinones that are normally taken at higher dosages and for prolonged periods 

in humans [39]. 
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We  found  that MDPV, but not  α‐PVP,  enhances Npas4 mRNA  levels  in both  the 

frontal lobe and hippocampus early after the injection of the drug (30 min); such effect 

persists for at least 2 h, and it vanishes 24 h later. Since NPAS4 is known to be critical for 

the development of GABAergic synapses, from these data we may infer that a single, low 

dose  injection  of MDPV,  but  not  α‐PVP,  is  sufficient  to  influence  the  homeostasis  of 

GABAergic neurons. We next analyzed the ratio between the vesicular GABA transporter 

vGAT  and  the  vesicular  glutamate  transporter  vGluT1,  in  order  to  have  a  more 

comprehensive idea of the balance between inhibitory and excitatory neurotransmission. 

We found a similar trend in both the brain regions herein analyzed with some peculiarities 

that depend upon the  time of sacrifice.  In fact,  in the hippocampus,  in  line with Npas4 

expression, MDPV, but not α‐PVP, induced a rapid increase of such ratio (30 min) that 

persisted for 2 h whereas no effects of α‐PVP were observed. In the frontal lobe, instead, 

MDPV  raised  such  ratio  rapidly  (30 min),  but  then  it declined  back  to  control  levels 

whereas α‐PVP showed a peak of induction of vGAT/vGluT1 ratio 2 h after the injection 

that vanished at the later time point. These data indicate that, early after the injection of 

these cathinones, MDPV, but not α‐PVP, is able to rapidly activate the GABAergic over 

the glutamatergic system in the hippocampus, whereas α‐PVP takes longer to sustain a 

similar response. Taken together, these results suggest that both cortical and hippocampal 

cells activate  the GABAergic system early after  the  injection; however,  the more  rapid 

increase evoked by MDPV indicates that exposure to this compound is more demanding 

for the cell that immediately activates a defensive strategy by potentiating the inhibition 

of cell firing. It is interesting to note that, 24 h after the single injection, the balance between 

inhibitory and excitatory signaling is reestablished in both the brain regions investigated 

suggesting that both hippocampal and cortical cells mount an efficient response to MDPV 

or α‐PVP to preserve cell homeostasis. These data suggest that the GABAergic system is 

indeed a target of the rapid action of cathinones and that a difference exists between these 

two  brain  regions  in  their  ability  to maintain  a  balance  between  cathinone‐induced 

excitation and inhibition. 

To deepen our knowledge on the effects of cathinones on cortical and hippocampal 

neuroplasticity,  we  investigated  the  neurotrophin  Bdnf,  whose  expression  has  been 

previously  shown  to be  regulated by  the psychostimulant  cocaine  following  single or 

repeated  treatment  [11,56–62].  Interestingly,  under  our  experimental  conditions, 

expression  of  the  neurotrophin  Bdnf  follows  a  different  pattern  of  activation  when 

compared to Npas4 depending on the time point analyzed. In the frontal lobe, MDPV, but 

not α‐PVP, increases total Bdnf and Npas4 mRNA levels at early time points whereas, 24 

h  after  the  single  injection,  both  drugs  show  a  concordant  pattern  of  expression  by 

markedly  up‐regulating  Bdnf mRNA  levels,  independently  from  Npas4  activation.  A 

different picture is observed in the hippocampus where both drugs increase Bdnf mRNA 

levels 30 min and 2 h later, an effect that vanishes 24 h later. These findings indicate that 

MDPV and α‐PVP display different effects on Bdnf gene expression that are brain‐region‐

dependent.   

Since NPAS4 is a transcription factor that controls Bdnf mRNA level in an activity‐

dependent manner [3], we can infer that the increase in Bdnf mRNA levels observed in the 

frontal lobe 30 min and 2 h after MDPV exposure may be due, at least partially, to the 

relative  increase  of  Npas4 mRNA  levels.  Interestingly,  such  correlation  is  lost when 

animals are sacrificed 24 h after the single injection. The discrepancy between Npas4 and 

Bdnf mRNA levels between early after the injection and 24 h suggests that other factors 

may have come into play to sustain Bdnf mRNA levels. For instance, the increase of Bdnf 

mRNA  levels  in  both  MDPV‐  and  αPVP‐exposed  mice  may  be  indicative  of  a 

neurotrophic, neuroprotective response of the cell to cathinone exposure; in fact, we have 

previously shown  that cocaine  is able to promote Bdnf upregulation  following a single 

exposure  to  the  psychostimulant  [53,56,63].  The  different  profile  of  Bdnf  induction 

promoted by MPDV and α‐PVP again sustains the possibility that the acute injection of 

MDPV generates a faster activation of the cell in comparison to α‐PVP. Of note, Npas4 has 
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been  reported  to  exhibit  a  neuroprotective  effect,  by  promoting  the  survival  of 

hippocampal  neurons  in  response  to  excitatory  stimulation  [64],  suggesting  that  both 

genes may cooperate to mount a rapid neuroprotective response to cathinones. Finally, 

these findings suggest that Bdnf mediates a portion of the inhibitory effects of Npas4 on 

the GABAergic synapse, but that additional Npas4 targets may also contribute.  
The brain is extremely vulnerable to substance‐induced toxicity because of its high 

metabolic activity. Indeed, exposure to these stimulants may cause neurological adverse 

effects,  increased  body  temperature  and  induce  cognitive  impairments. However, we 

must also recognize how it is undoubtedly difficult to ascribe a specific adverse effect to 

a specific stimulant as, in most cases, we are dealing with neurotoxicity due to polydrug 

intoxication [65]. We believe that the changes in neuroplasticity that we have pointed out, 

by showing an impairment of cortical and hippocampal homeostasis, might contribute to 

cathinone‐induced neurotoxicity. 

In  conclusion, we hypothesize  that Npas4 up‐regulation  caused by  the  excitatory 

input promoted by cathinones may attempt to reduce cell activity, providing a negative 

feedback  mechanism  to  preserve  the  homeostatic  balance  between  excitation  and 

inhibition.  This  is  reinforced  by  the  increased  ratio  vGAT/vGluT1  and  by  the 

accompanying  neuroprotective  response  caused  by  Bdnf  up‐regulation.  These  results 

clearly  show  that  a  single  administration  of  a  low  dose  of  MDPV  and  αPVP, 
pharmacologically active in mice [52] and corresponding to a light dose in humans, can 

dysregulate cortical and hippocampal homeostasis allowing to hypothesize that abuse of 

these  cathinones at much higher doses  could have an even more profound  impact on 

neuroplasticity in humans. 

4. Materials and Methods 

4.1. Animals 

Male  ICR  (CD‐1®)  mice  weighing  25–30  g  (Centralized  Preclinical  Research 

Laboratory, University of Ferrara, Italy) were group housed (5 mice per cage; floor area 

per animal was 80 cm2; minimum enclosure height was 12 cm), exposed to a 12:12‐h light‐

dark  cycle  (light  period  from  6:30  am  to  6:30  pm)  at  a  temperature  of  20–22  °C  and 

humidity  of  45–55%  and were  provided  ad  libitum  access  to  food  (Diet  4RF25 GLP; 

Mucedola, Settimo Milanese, Milan, Italy) and water. Experimental protocols performed 

in the present study were in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals as adopted and promulgated by the European Communities Council Directive 

of September 2010 (2010/63/EU) and were approved by Italian Ministry of Health (license 

n.  335/2016‐PR)  and  by  the Ethics Committee  of  the University  of  Ferrara. Moreover, 

adequate measures were taken to minimize the number of animals used and their pain 

and discomfort. 

4.2. Drug Preparation and Dose Selection 

MDPV and α‐PVP were purchased from LGC Standards (LGC Standards S.r.l., Sesto 

San Giovanni, Milan,  Italy). Drugs were  initially  dissolved  in  absolute  ethanol  (final 

concentration was 2%) and Tween 80 (2%) and brought to the final volume with vehicle 

(0.9% NaCl). The solution made of ethanol, Tween 80 and vehicle was also used as the 

vehicle.   

The 1 mg/kg dose of MDPV and α‐PVP was chosen based on previous studies in mice 

[52]. Moreover, using specific interspecies dose scaling [66], 1 mg/kg dose is equivalent to 

a  light  dose  in  human  (~4.86  mg  and  ~5.67  mg,  in  a  human  weighing  60–70  kg, 

respectively) as reported on internet experiences among users [39,67–69]. 

4.3. Analysis of Gene Expression   

Fifty‐eight mice were treated with vehicle (n = 16), 1 mg/kg of MDPV (n = 18) or 1 

mg/kg of α‐PVP (n = 18) and sacrificed 30 min (30 min), 2 h (2 h) or 24 h (24 h) after the 
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single  injection.  The  dose  of  1 mg/kg  of MDPV  and  α‐PVP was  chosen  based  on  a 

previously  published  behavioral  effects  and  on  changes  in  immediate  early  genes 

expression in a dose–response study [52]. At the scheduled times of sacrifice, mice were 

killed by cervical dislocation, their brains were quickly removed and the brain regions of 

interest were immediately dissected out, frozen on dry ice, and stored at −80°C until being 

processed.  Dissections  were  performed  according  to  the  mice  atlas  of  Paxinos  and 

Franklin [70]; frontal lobe (approximately from Bregma +2.58 to +1.70) was dissected from 

2 mm coronal section while the hippocampi were dissected according to Spijker [71]. 

Total RNA was isolated by single step guanidinium isothiocyanate/phenol extraction 

using  PureZol  RNA  isolation  reagent  (Bio‐Rad  Laboratories,  Segrate,  Milan,  Italy) 

according  to  the  manufacturer’s  instructions  and  quantified  by  spectrophotometric 

analysis.  Following  total  RNA  extraction,  the  samples  were  processed  for  real‐time 

reverse  transcription  polymerase  chain  reaction  (real  time  RT‐PCR)  to  assess mRNA 

levels.  Briefly,  an  aliquot  of  each  sample  was  treated  with  DNase  to  avoid  DNA 

contamination. RNA was analyzed by TaqMan qRT‐PCR instrument (CFX384 real time 

system, Bio‐Rad Laboratories) using the iScriptTM one‐step RT‐PCR kit for probes (Bio‐

Rad Laboratories). Samples were  run  in 384 wells  formats  in  triplicate as multiplexed 

reactions. Data were analyzed with the comparative threshold cycle (∆∆Ct) method using 

36B4 as reference gene [72]. The primer efficiencies were experimentally set up for each 

couple of primers. Thermal cycling was initiated with an incubation at 50 °C for 10 min 

(RNA retrotranscription) and then at 95°C for 5 min (retrotranscriptase inactivation). After 

this initial step, 39 cycles of PCR were performed. Each PCR cycle consisted of heating the 

samples at 95 °C for 10 s to enable the melting process and then for 30 s at 60 °C for the 

annealing and extension reaction. 

Primers and probe for total Bdnf, Npas4, vGluT1, vGAT and 36B4 were purchased from 

Eurofins MWG‐Operon. Their sequences are shown below:   

total Bdnf: forward primer 5′‐AAGTCTGCATTACATTCCTCGA‐3′, reverse primer 5′‐

GTTTTCTGAAAGAGGGACAGTTTAT‐3′,  probe  5′‐ 

TGTGGTTTGTTGCCGTTGCCAAG‐3′; 

Npas4:  forward  primer  5′‐  TCATTGACCCTGCTGACCAT  ‐3′,  reverse  primer  5′‐ 

AAGCACCAGTTTGTTGCCTG ‐3′, probe 5′‐ TGATCGCCTTTTCCGTTGTC‐3′; 

vGluT1:  Forward  primer  5′‐ACTGCCTCACCTTGTCATG‐3′,  Reverse  Primer  5′‐

GTAGCTTCCATCCCGAA ACC‐3′, Probe 5′‐CTTTCGCACATTGGTCGTGGACAT T‐3′;   

vGAT: Forward primer 5′‐ACGACAAACCCAAGAT CACG‐3′, Reverse Primer 5′‐

GTAGACCCAGCACGAA CATG‐3′, Probe 5′‐TTCCAGCCCGCTTCCCACG‐3′;   

36B4:  forward  primer  5′‐TTCCCACTGGCTGAAAAGGT‐3′,  reverse  primer  5′‐

CGCAGCCGCAAATGC‐3′, probe 5′‐AAGGCCTTCCTGGCC GATCCATC‐3′.   

4.4. Data and Statistical Analysis 

Molecular data were collected in individual animals (independent determinations) 

and are presented as means ± standard errors. Changes produced by treatment and time 

after the injection alone as well as by their combination were analyzed using a two‐way 

analysis of variance  (ANOVA), with  treatment and  time after  injection as  independent 

variables. When  appropriate,  further  differences  between  groups  were  analyzed  by 

Tukey’s multiple comparisons  test. Statistical significance was assumed at p < 0.05. No 

changes were observed in the expression levels of the targets analyzed in both brain areas 

among vehicle‐treated mice sacrificed at 30 min, 2 h and 24 h. 

The statistical analysis was performed with the program Prism software (GraphPad 

Prism, San Diego, CA, USA). 

Author  Contributions:  L.C.  conducted  the  analysis  of  mRNA  levels,  analyzed  the  data  and 

contributed to the conceptualization and writing of the manuscript; F.M. conducted the analysis of 

mRNA levels, made the graphical abstract, overviewed figures and made literature research; S.B. 

performed  the  in  vivo  treatments  on  rats  and  contributed  to  overview  figures  and  literature 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 7397  9  of  12 
 

 

research;  G.T.  contributed  to  sample  preparation,  conducted  the  analysis  of  mRNA  levels, 

contributed to overview figures and literature research; M.T. performed the in vivo treatments on 

rats  and  contributed  to  overview  figures  and  literature  research;  C.M.  contributed  to  sample 

preparation, conducted the analysis of mRNA levels, contributed to overview figures and literature 

research; M.M.  conceived and planned  the experiments,  contributed  to  the  interpretation of  the 

results, contributed to the writing of the manuscript; F.F. conceived and planned the experiments, 

supervised the molecular analyses, contributed to the interpretation of the results, contributed to 

the writing of  the manuscript and  supervised  the project. All authors discussed  the  results and 

contributed to the final manuscript. 

Funding: This research has been funded by the Anti‐Drug Policies Department, Presidency of the 

Council  of Ministers,  Italy  (project:  “Effects  of NPS:  development  of  a multicentre  research  for  the 

information enhancement of the Early Warning System” to M. Marti), local funds from the University of 

Ferrara  (FAR  2019,  FAR  2020  to M. Marti). The project was  activated  in  collaboration with  the 

Presidency of the Council of Ministers‐DPA Anti‐Drug Policies (Italy). This work was supported by 

the Anti‐Drug  Policies  Department,  Presidency  of  the  Council  of Ministers,  Italy  through  the 

ERANID Grant “STANDUP” to F. Fumagalli and by grants from MIUR Progetto Eccellenza.   

Institutional Review Board Statement: The study was conducted according to the guidelines of the 

Declaration of Helsinki, and approved Ministry of Health (protocol code 335/2016‐PR 1/4/2016) 

Informed Consent Statement: Not applicable 

Data Availability Statement: The data presented in this study are available on request from the first 

(Lucia Caffino) and corresponding author (Fabio Fumagalli) for researchers of academic institutes 

who meet the criteria for access to the confidential data.   

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

References 

1. Alberini,  C.M.  Transcription  factors  in  long‐term  memory  and  synaptic  plasticity.  Physiol.  Rev.  2009,  89,  121–145, 

doi:10.1152/physrev.00017.2008. 

2. Leslie,  J.H.; Nedivi,  E. Activity‐regulated  genes  as mediators  of  neural  circuit  plasticity.  Prog. Neurobiol.  2011,  94,  223–237, 

doi:10.1016/j.pneurobio.2011.05.002. 

3. Lin, Y.; Bloodgood, B.L.; Hauser,  J.L.; Lapan, A.D.; Koon, A.C.; Kim, T.K.; Hu, L.S.; Malik, A.N.; Greenberg, M.E. Activity‐

dependent regulation of inhibitory synapse development by Npas4. Nature 2008, 455, 1198–1204, doi:10.1038/nature07319. 

4. Coutellier, L.; Beraki, S.; Ardestani, P.M.; Saw, N.L.; Shamloo, M. Npas4: A neuronal transcription factor with a key role in social 

and cognitive functions relevant to developmental disorders. PLoS ONE 2012, 7, e46604, doi:10.1371/journal.pone.0046604. 

5. Ramamoorthi, K.; Fropf, R.; Belfort, G.M.; Fitzmaurice, H.L.; McKinney, R.M.; Neve, R.L.; Otto, T.; Lin, Y. Npas4  regulates a 

transcriptional  program  in  CA3  required  for  contextual  memory  formation.  Science  2011,  334,  1669–1675, 

doi:10.1126/science.1208049. 

6. Huang, Z.J.; Kirkwood, A.; Pizzorusso, T.; Porciatti, V.; Morales, B.; Bear, M.F.; Maffei, L.; Tonegawa, S. BDNF  regulates  the 

maturation of  inhibition and  the  critical period of plasticity  in mouse visual  cortex. Cell 1999, 98, 739–755, doi:10.1016/s0092‐

8674(00)81509‐3. 

7. Marty, S. Differences in the regulation of neuropeptide Y, somatostatin and parvalbumin levels in hippocampal interneurons by 

neuronal activity and BDNF. Prog. Brain Res. 2000, 128, 193–202, doi:10.1016/s0079‐6123(00)28017‐5. 

8. Seil, F.J.; Drake‐Baumann, R. Neurotrophins and activity‐dependent inhibitory synaptogenesis. Prog. Brain Res. 2000, 128, 219–229, 

doi:10.1016/S0079‐6123(00)28019‐9. 

9. Poo, M.M. Neurotrophins as synaptic modulators. Nat. Rev. Neurosci. 2001, 2, 24–32, doi:10.1038/35049004. 

10. Bramham, C.R.; Messaoudi, E. BDNF function in adult synaptic plasticity: The synaptic consolidation hypothesis. Prog. Neurobiol. 

2005, 76, 99–125, doi:10.1016/j.pneurobio.2005.06.003. 

11. Mottarlini,  F.;  Racagni, G.;  Brambilla,  P.;  Fumagalli,  F.;  Caffino,  L.  Repeated  cocaine  exposure  during  adolescence  impairs 

recognition memory in early adulthood: A role for BDNF signaling in the perirhinal cortex. Dev. Cogn. Neurosci. 2020, 43, 100789, 

doi:10.1016/j.dcn.2020.100789. 

12. Taniguchi, M.; Carreira, M.B.; Cooper, Y.A.; Bobadilla, A.C.; Heinsbroek, J.A.; Koike, N.; Larson, E.B.; Balmuth, E.A.; Hughes, B.W.; 

Penrod, R.D.; et al. HDAC5 and Its Target Gene, Npas4, Function in the Nucleus Accumbens to Regulate Cocaine‐Conditioned 

Behaviors. Neuron 2017, 96, 130–144.e136, doi:10.1016/j.neuron.2017.09.015. 

13. Guo, M.L.; Xue, B.; Jin, D.Z.; Liu, Z.G.; Fibuch, E.E.; Mao, L.M.; Wang, J.Q. Upregulation of Npas4 protein expression by chronic 

administration of amphetamine in rat nucleus accumbens in vivo. Neurosci. Lett. 2012, 528, 210–214, doi:10.1016/j.neulet.2012.07.048. 

14. Giannotti, G.; Caffino, L.; Calabrese, F.; Racagni, G.; Riva, M.A.; Fumagalli, F. Prolonged abstinence from developmental cocaine 

exposure dysregulates BDNF and its signaling network in the medial prefrontal cortex of adult rats. Int. J. Neuropsychopharmacol. 

2014, 17, 625–634, doi:10.1017/S1461145713001454. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 7397  10  of  12 
 

 

15. Caputi, F.F.; Caffino, L.; Candeletti, S.; Fumagalli, F.; Romualdi, P. Short‐term withdrawal  from  repeated exposure  to cocaine 

during adolescence modulates dynorphin mRNA levels and BDNF signaling in the rat nucleus accumbens. Drug Alcohol Depend. 

2019, 197, 127–133, doi:10.1016/j.drugalcdep.2019.01.006. 

16. Caffino, L.; Giannotti, G.; Messa, G.; Mottarlini, F.; Fumagalli, F. Repeated cocaine exposure dysregulates BDNF expression and 

signaling  in  the  mesocorticolimbic  pathway  of  the  adolescent  rat.  World  J.  Biol.  Psychiatry  2019,  20,  531–544, 

doi:10.1080/15622975.2018.1433328. 

17. Duart‐Castells,  L.;  Lopez‐Arnau,  R.;  Vizcaino,  S.;  Camarasa,  J.;  Pubill,  D.;  Escubedo,  E.  7,8‐Dihydroxyflavone  blocks  the 

development of behavioral  sensitization  to MDPV, but not  to  cocaine: Differential  role of  the BDNF‐TrkB pathway. Biochem. 

Pharmacol. 2019, 163, 84–93, doi:10.1016/j.bcp.2019.02.004. 

18. McGinty, J.F.; Whitfield, T.W., Jr.; Berglind, W.J. Brain‐derived neurotrophic factor and cocaine addiction. Brain Res. 2010, 1314, 

183–193, doi:10.1016/j.brainres.2009.08.078. 

19. German, C.L.; Fleckenstein, A.E.; Hanson, G.R. Bath salts and synthetic cathinones: An emerging designer drug phenomenon. Life 

Sci. 2014, 97, 2–8, doi:10.1016/j.lfs.2013.07.023. 

20. Spiller, H.A.; Ryan, M.L.; Weston, R.G.; Jansen, J. Clinical experience with and analytical confirmation of “bath salts” and “legal 

highs” (synthetic cathinones) in the United States. Clin. Toxicol. 2011, 49, 499–505, doi:10.3109/15563650.2011.590812. 

21. Baumann, M.H.; Walters, H.M.; Niello, M.; Sitte, H.H. Neuropharmacology of Synthetic Cathinones. Handb. Exp. Pharmacol. 2018, 

252, 113–142, doi:10.1007/164_2018_178. 

22. Schneir, A.; Ly, B.T.; Casagrande, K.; Darracq, M.; Offerman, S.R.; Thornton, S.; Smollin, C.; Vohra, R.; Rangun, C.; Tomaszewski, 

C.; et al. Comprehensive analysis of “bath salts” purchased from California stores and the internet. Clin. Toxicol. 2014, 52, 651–658, 

doi:10.3109/15563650.2014.933231. 

23. Meyers, K.; Kaynak, O.; Bresani, E.; Curtis, B.; McNamara, A.; Brownfield, K.; Kirby, K.C. The availability and depiction of synthetic 

cathinones (bath salts) on the Internet: Do online suppliers employ features to maximize purchases? Int. J. Drug Policy 2015, 26, 

670–674, doi:10.1016/j.drugpo.2015.01.012. 

24. Stanciu, C.N.; Penders, T.M.; Gnanasegaram, S.A.; Pirapakaran, E.; Padda, J.S.; Padda, J.S. Withdrawn: The Behavioral Profile of 

methylenedioxypyrovalerone (MDPV) and alpha‐pyrrolidinopentiophenone (PVP)—A Systematic Review. Curr. Drug Abuse Rev. 

2017, 9, 1–5, doi:10.2174/1874473710666170321122226. 

25. Zawilska,  J.B.; Wojcieszak,  J.  α‐Pyrrolidinophenones: A new wave of designer  cathinones. Forensic Toxicol. 2017, 35, 201–216, 

doi:10.1007/s11419‐016‐0353‐6. 

26. EMCDDA.  European Monitoring  Centre  for  Drugs  and  Drug  Addiction.  European  Drug  Report  2014:  Trends  and  Developments 

Luxembourg; Publications Office of the European Union: Luxembourg, 2014. 

27. EMCDDA.  European Monitoring  Centre  for  Drugs  and  Drug  Addiction.  European  Drug  Report  2016:  Trends  and  Developments 

Luxembourg; Publications Office of the European Union: Luxembourg, 2016. 

28. Glennon,  R.A.;  Young,  R.  Neurobiology  of  3,4‐methylenedioxypyrovalerone  (MDPV)  and  alpha‐pyrrolidinovalerophenone 

(alpha‐PVP). Brain Res. Bull. 2016, 126, 111–126, doi:10.1016/j.brainresbull.2016.04.011. 

29. WHO. World Health Organization. 3,4‐Methylenedioxypyrovalerone (MDPV). Critical Review Report 2014, Agenda item 4.13. In 

Proceedings of the Expert Committee on Drug Dependence Thirty‐sixth Meeting, Geneva, Switzerland, 16–20 June 2014. 

30. WHO. World Health Organization. 1‐Phenyl‐2‐(pyrrolidin‐1‐yl)pentan‐1‐one (α‐PVP). Critical Review Report 2015, Agenda item 

5.3.  In  Proceedings  of  the  Expert  Committee  on  Drug  Dependence  Thirty‐seventh Meeting,  Geneva,  Switzerland,  16–20 

November 2015. 

31. Smith, D.A.; Blough, B.E.; Banks, M.L. Cocaine‐like discriminative stimulus effects of amphetamine, cathinone, methamphetamine, 

and  their 3,4‐methylenedioxy analogs  in male rhesus monkeys. Psychopharmacology 2017, 234, 117–127, doi:10.1007/s00213‐016‐

4444‐1. 

32. Rocha, B.A.; Fumagalli, F.; Gainetdinov, R.R.; Jones, S.R.; Ator, R.; Giros, B.; Miller, G.W.; Caron, M.G. Cocaine self‐administration 

in dopamine‐transporter knockout mice. Nat. Neurosci. 1998, 1, 132–137, doi:10.1038/381. 

33. Luethi, D.; Kaeser, P.J.; Brandt, S.D.; Krahenbuhl, S.; Hoener, M.C.; Liechti, M.E. Pharmacological profile of methylphenidate‐based 

designer drugs. Neuropharmacology 2018, 134, 133–140, doi:10.1016/j.neuropharm.2017.08.020. 

34. Baumann, M.H.; Partilla, J.S.; Lehner, K.R.; Thorndike, E.B.; Hoffman, A.F.; Holy, M.; Rothman, R.B.; Goldberg, S.R.; Lupica, C.R.; 

Sitte, H.H.; et al. Powerful cocaine‐like actions of 3,4‐methylenedioxypyrovalerone (MDPV), a principal constituent of psychoactive 

‘bath salts’ products. Neuropsychopharmacology 2013, 38, 552–562, doi:10.1038/npp.2012.204. 

35. Kolanos,  R.;  Partilla,  J.S.;  Baumann, M.H.; Hutsell,  B.A.;  Banks, M.L.; Negus,  S.S.; Glennon,  R.A.  Stereoselective Actions  of 

Methylenedioxypyrovalerone  (MDPV) To  Inhibit Dopamine and Norepinephrine Transporters and Facilitate  Intracranial Self‐

Stimulation in Rats. ACS Chem. Neurosci. 2015, 6, 771–777, doi:10.1021/acschemneuro.5b00006. 

36. Meltzer,  P.C.;  Butler,  D.;  Deschamps,  J.R.;  Madras,  B.K.  1‐(4‐Methylphenyl)‐2‐pyrrolidin‐1‐yl‐pentan‐1‐one  (Pyrovalerone) 

analogues: A promising class of monoamine uptake inhibitors. J. Med. Chem. 2006, 49, 1420–1432, doi:10.1021/jm050797a. 

37. Rickli, A.; Hoener, M.C.; Liechti, M.E. Monoamine transporter and receptor interaction profiles of novel psychoactive substances: 

Para‐halogenated  amphetamines  and  pyrovalerone  cathinones.  Eur.  Neuropsychopharmacol.  2015,  25,  365–376, 

doi:10.1016/j.euroneuro.2014.12.012. 

38. Simmler,  L.D.;  Buser,  T.A.;  Donzelli,  M.;  Schramm,  Y.;  Dieu,  L.H.;  Huwyler,  J.;  Chaboz,  S.;  Hoener,  M.C.;  Liechti,  M.E. 

Pharmacological  characterization  of  designer  cathinones  in  vitro.  Br.  J.  Pharmacol.  2013,  168,  458–470,  doi:10.1111/j.1476‐

5381.2012.02145.x. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 7397  11  of  12 
 

 

39. Karila, L.; Lafaye, G.;  Scocard, A.; Cottencin, O.; Benyamina, A. MDPV  and  alpha‐PVP use  in  humans: The  twisted  sisters. 

Neuropharmacology 2018, 134, 65–72, doi:10.1016/j.neuropharm.2017.10.007. 

40. Fumagalli, F.; Racagni, G.; Colombo, E.; Riva, M.A. BDNF gene expression is reduced in the frontal cortex of dopamine transporter 

knockout mice. Mol. Psychiatry 2003, 8, 898–899, doi:10.1038/sj.mp.4001370. 

41. Leo, D.; Sukhanov, I.; Zoratto, F.; Illiano, P.; Caffino, L.; Sanna, F.; Messa, G.; Emanuele, M.; Esposito, A.; Dorofeikova, M.; et al. 

Pronounced Hyperactivity,  Cognitive Dysfunctions,  and  BDNF Dysregulation  in Dopamine  Transporter  Knock‐out  Rats.  J. 

Neurosci. 2018, 38, 1959–1972, doi:10.1523/JNEUROSCI.1931‐17.2018. 

42. Aarde, S.M.; Creehan, K.M.; Vandewater, S.A.; Dickerson, T.J.; Taffe, M.A. In vivo potency and efficacy of the novel cathinone 

alpha‐pyrrolidinopentiophenone and 3,4‐methylenedioxypyrovalerone: Self‐administration and  locomotor stimulation  in male 

rats. Psychopharmacology 2015, 232, 3045–3055, doi:10.1007/s00213‐015‐3944‐8. 

43. Gatch, M.B.; Dolan, S.B.; Forster, M.J. Comparative Behavioral Pharmacology of Three Pyrrolidine‐Containing Synthetic Cathinone 

Derivatives. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2015, 354, 103–110, doi:10.1124/jpet.115.223586. 

44. Gatch, M.B.; Taylor, C.M.; Forster, M.J. Locomotor stimulant and discriminative stimulus effects of ‘bath salt’ cathinones. Behav. 

Pharmacol. 2013, 24, 437–447, doi:10.1097/FBP.0b013e328364166d. 

45. Marusich, J.A.; Grant, K.R.; Blough, B.E.; Wiley, J.L. Effects of synthetic cathinones contained in “bath salts” on motor behavior and 

a functional observational battery in mice. Neurotoxicology 2012, 33, 1305–1313, doi:10.1016/j.neuro.2012.08.003. 

46. De‐Giorgio, F.; Bilel, S.; Ossato, A.; Tirri, M.; Arfe, R.; Foti, F.; Serpelloni, G.; Frisoni, P.; Neri, M.; Marti, M. Acute and repeated 

administration of MDPV  increases aggressive behavior  in mice: Forensic  implications.  Int.  J. Legal. Med. 2019, 133, 1797–1808, 

doi:10.1007/s00414‐019‐02092‐3. 

47. De‐Giorgio, F.; Bilel, S.; Ossato, A.; Tirri, M.; Arfe, R.; Foti, F.; Serpelloni, G.; Frisoni, P.; Neri, M.; Marti, M. Reply to “MDPV‐

induced aggression in humans not established”. Int. J. Legal Med. 2020, 134, 263–265, doi:10.1007/s00414‐019‐02176‐0. 

48. Foti,  F.; Bilel,  S.; Tirri, M.; Arfe, R.; Boccuto,  F.; Bernardi, T.;  Serpelloni, G.; De‐Giorgio,  F.; Marti, M. Low‐normal doses  of 

methiopropamine induce aggressive behaviour in mice. Psychopharmacology 2021, 238, 1847–1856, doi:10.1007/s00213‐021‐05813‐y. 

49. Bonano, J.S.; Glennon, R.A.; De Felice, L.J.; Banks, M.L.; Negus, S.S. Abuse‐related and abuse‐limiting effects of methcathinone and 

the synthetic “bath salts” cathinone analogs methylenedioxypyrovalerone (MDPV), methylone and mephedrone on intracranial 

self‐stimulation in rats. Psychopharmacology 2014, 231, 199–207, doi:10.1007/s00213‐013‐3223‐5. 

50. Fantegrossi,  W.E.;  Gannon,  B.M.;  Zimmerman,  S.M.;  Rice,  K.C.  In  vivo  effects  of  abused  ‘bath  salt’  constituent  3,4‐

methylenedioxypyrovalerone  (MDPV)  in  mice:  Drug  discrimination,  thermoregulation,  and  locomotor  activity. 

Neuropsychopharmacology 2013, 38, 563–573, doi:10.1038/npp.2012.233. 

51. Naylor, J.E.; Freeman, K.B.; Blough, B.E.; Woolverton, W.L.; Huskinson, S.L. Discriminative‐stimulus effects of second generation 

synthetic  cathinones  in  methamphetamine‐trained  rats.  Drug  Alcohol  Depend.  2015,  149,  280–284, 

doi:10.1016/j.drugalcdep.2015.02.002. 

52. Giannotti, G.; Canazza, I.; Caffino, L.; Bilel, S.; Ossato, A.; Fumagalli, F.; Marti, M. The Cathinones MDPV and alpha‐PVP Elicit 

Different Behavioral and Molecular Effects Following Acute Exposure. Neurotox. Res. 2017, 32, 594–602, doi:10.1007/s12640‐017‐

9769‐y. 

53. Caffino, L.; Mottarlini, F.; Mingardi,  J.; Zita, G.; Barbon, A.; Fumagalli, F. Anhedonic‐like behavior and BDNF dysregulation 

following  a  single  injection  of  cocaine  during  adolescence.  Neuropharmacology  2020,  175,  108161, 

doi:10.1016/j.neuropharm.2020.108161. 

54. Caffino, L.; Messa, G.; Fumagalli, F. A single cocaine administration alters dendritic spine morphology and  impairs glutamate 

receptor  synaptic  retention  in  the  medial  prefrontal  cortex  of  adolescent  rats.  Neuropharmacology  2018,  140,  209–216, 

doi:10.1016/j.neuropharm.2018.08.006. 

55. Fremeau, R.T., Jr.; Voglmaier, S.; Seal, R.P.; Edwards, R.H. VGLUTs define subsets of excitatory neurons and suggest novel roles 

for glutamate. Trends Neurosci. 2004, 27, 98–103, doi:10.1016/j.tins.2003.11.005. 

56. Fumagalli, F.; Di Pasquale, L.; Caffino, L.; Racagni, G.; Riva, M.A. Repeated exposure  to cocaine differently modulates BDNF 

mRNA  and  protein  levels  in  rat  striatum  and  prefrontal  cortex.  Eur.  J.  Neurosci.  2007,  26,  2756–2763,  doi:10.1111/j.1460‐

9568.2007.05918.x. 

57. Hinton, E.A.; Wheeler, M.G.; Gourley, S.L. Early‐life cocaine interferes with BDNF‐mediated behavioral plasticity. Learn Mem. 2014, 

21, 253–257, doi:10.1101/lm.033290.113. 

58. Fumagalli, F.; Moro, F.; Caffino, L.; Orru, A.; Cassina, C.; Giannotti, G.; Di Clemente, A.; Racagni, G.; Riva, M.A.; Cervo, L. Region‐

specific  effects  on  BDNF  expression  after  contingent  or  non‐contingent  cocaine  i.v.  self‐administration  in  rats.  Int.  J. 

Neuropsychopharmacol. 2013, 16, 913–918, doi:10.1017/S146114571200096X. 

59. Barker, J.M.; Taylor, J.R.; De Vries, T.J.; Peters, J. Brain‐derived neurotrophic factor and addiction: Pathological versus therapeutic 

effects on drug seeking. Brain Res. 2015, 1628, 68–81, doi:10.1016/j.brainres.2014.10.058. 

60. Pitts, E.G.; Taylor,  J.R.; Gourley,  S.L. Prefrontal  cortical BDNF: A  regulatory  key  in  cocaine‐  and  food‐reinforced  behaviors. 

Neurobiol. Dis. 2016, 91, 326–335, doi:10.1016/j.nbd.2016.02.021. 

61. Giannotti, G.; Barry, S.M.; Siemsen, B.M.; Peters, J.; McGinty, J.F. Divergent Prelimbic Cortical Pathways Interact with BDNF to 

Regulate Cocaine‐seeking. J. Neurosci. 2018, 38, 8956–8966, doi:10.1523/JNEUROSCI.1332‐18.2018. 

62. Fumagalli, F.; Caffino, L.; Racagni, G.; Riva, M.A. Repeated stress prevents cocaine‐induced activation of BDNF signaling in rat 

prefrontal cortex. Eur. Neuropsychopharmacol. 2009, 19, 402–408, doi:10.1016/j.euroneuro.2009.01.003. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 7397  12  of  12 
 

 

63. Fumagalli, F.; Franchi, C.; Caffino, L.; Racagni, G.; Riva, M.A.; Cervo, L. Single session of cocaine intravenous self‐administration 

shapes goal‐oriented behaviours and up‐regulates Arc mRNA levels in rat medial prefrontal cortex. Int. J. Neuropsychopharmacol. 

2009, 12, 423–429, doi:10.1017/S1461145708009681. 

64. Zhang, S.J.; Zou, M.; Lu, L.; Lau, D.; Ditzel, D.A.; Delucinge‐Vivier, C.; Aso, Y.; Descombes, P.; Bading, H. Nuclear calcium signaling 

controls expression of a large gene pool: Identification of a gene program for acquired neuroprotection induced by synaptic activity. 

PLoS Genet. 2009, 5, e1000604, doi:10.1371/journal.pgen.1000604. 

65. Rudin, D.;  Liechti, M.E.;  Luethi, D. Molecular  and  clinical  aspects  of  potential  neurotoxicity  induced  by  new  psychoactive 

stimulants and psychedelics. Exp. Neurol. 2021, 343, 113778, doi:10.1016/j.expneurol.2021.113778. 

66. Reagan‐Shaw, S.; Nihal, M.; Ahmad, N. Dose  translation from animal  to human studies revisited. FASEB  J. 2008, 22, 659–661, 

doi:10.1096/fj.07‐9574LSF. 

67. A‐PVP, P. Available online: https://psychonautwiki.org/wiki/A‐PVP (accessed on May 2021). 

68. MDPV, P. Available online: https://psychonautwiki.org/wiki/MDPV (accessed on May 2021). 

69. Erowid. Available online: https://erowid.org/chemicals/mdpv/mdpv_dose.shtml (accessed on May 2021). 

70. Paxinos, G.; Franklin, K.B.J. The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates: Compact, 2nd ed.; Elsevier Academic Press: Amsterdam, The 

Netherlands; Boston, MA, USA, 2004. 

71. Spijker, S. Dissection of Rodent Brain Regions. In Neuroproteomics; Li, K.W., Ed.; Humana Press: Totowa, NJ, USA, 2011; pp. 13–26, 

doi:10.1007/978‐1‐61779‐111‐6_2. 

72. Caffino, L.; Giannotti, G.; Malpighi, C.; Racagni, G.; Fumagalli, F. Short‐term withdrawal from developmental exposure to cocaine 

activates  the  glucocorticoid  receptor  and  alters  spine  dynamics.  Eur.  Neuropsychopharmacol.  2015,  25,  1832–1841, 

doi:10.1016/j.euroneuro.2015.05.002. 

 


