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INTRODUCCION

En este boletin nimero 2 de 2019, se presenta la produccién cientifica que ha
dado lugar la convocatoria de ayudas a la investigacion de la DGPNSD, del afio 2015.
Esta convocatoria financia proyectos sobre adicciones de investigacion basica, clinica y
sociosanitaria, y en general, estos proyectos tienen una duracion de tres anualidades.
Por ello, ahora se presentan los articulos publicados relacionados con los proyectos
subvencionados en 2015.

Por ultimo, agradecer el esfuerzo realizado por todos y todas las que han hecho
posible este boletin especialmente, los equipos y los centros de investigacion.
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YOUNG ALCOHOL BINGE DRINKERS SHOW IMMUNE/INFLAMMATORY ALTERATIONS

WITH HIGER SUSCEPTIBILITY IN WOMEN: correlations with neuropsychological abilities.
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OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF OLEOYLE THANOLAMIDE
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[ Characterization of the Brain Innate Immune System in an animal model of Wernicke-Korsakoff Syndrome J i,+12
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Abstract control number: 3620

INTRODUCTION: Wernicke-Korsakaff Syndrorme (WKS) is the consequence of a severe deficiency of thiarmin (B1 vitamin) that is typically related to alcohol abuse. The ciinical course of WKS begins with Wemicke's Encephalopathy (W), characterized by alaxia

and cognitive dysfunction, and may continue with the Kors:
neurcinfiammation and oxidative/nitrosative stress.

akoff Syndrome (WK), characterized by imeversible brain damage. The molecular mechanism responsible of the transition between both stages Is unknown, although some evidences suggest a role for

OBJEWVE To characterize M animal model of both pathological states, investigating also alterations on innate immune Toil-like receptor 4 and 1ested a potential approach 10 manage such alterations based on the systemic
A, lipi

id mediator of the acylethanolamide s family).
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[CONL‘LUSJDNS: Our results indicate the pharmacological medulation of innate immunity through OEA could be an attractive therapeutical strategy to manage the transition between reversible to ieversible structural and functional damage in the W-mx:k&]
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NUEVO MODELO CRONICO DE
TRASTORNO DE ESTRES POST-TRAUMATICO
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

El Trastorne de Estrés Post-traumitico (TEPT)
@s una patologia y de

Animales
Se ratones machos de la cepa C57BLIBJ de 3 semanas de edad (Charles River, , Franci; controladas

dificil manejo terapéutico (1,2). El desarrollo de
nuevos modelos animales que reflejen mejor las

Y
producidas en esta patologia es imprescindible
nuevas

231 2°C; ciclo | 12 h:12 h. Todos los experimentos fueron aprobades por ol Olgll\o s i Proyectos de la Universidad Miguel
las q blace ol Real Docroto 63/2013.

Fdrm;
ERCBNISTI Ehaaceic T Eses o Reinc T Uric on ee T s dmnisire | poat ialtrapertarea Wil Mele eitoh el eL T ocrpasporsere R ror e Mo T (VEL:

farmacoterapéuticas (3).

En los dltimos afios, numerosos estudios avalan
«l uso del cannabidiol (CBD) para el abordaje de
distintos  trastornos de ansiedad (4), y
recientemente se ha revisado su potencial
utilidad para el manejo terapéutico del TEPT (5).

; proporcién 18), utilizando las dosis de 5 y 15 mg/kg seleccionadas conforme a datos preliminares y la literatura disponible.

Modelo erénico de TEPT

Los ratones fueron sometidos durante 5 semanas a los estimul que se indican a

Figura 1:

- Aplicacion de descarga eléctrica: los ratones fueron expuestos a una descarga eléctrica de 1,0 mA durante 10 s.

- Exposicién a la orina de un depredador natural (zorro): los ratones fueron introducidos durante 16 minutos en una Jaula en cuya zona central se colocd un
tubo falcon con orificios que contenia una gasa impregnada con 4 ml de orina de zorro.

el diagrama temporal recogido en la

Restriccion de movimiento: los ratones fueron introducidos de forma individual en un dispositivo de retencién durante un periodo de 15 minutos.
Jaula inclinada: durante su ciclo de oscuridad y durante un periodo de 12-14 horas, las jaulas se colocaron con una inclinacién de 30°
- Lecho humedo: durante su ciclo de oscuridad y durante un periodo de 12-14 horas, los ratones fueron expuestos a jaulas con serrin humedo.
- Deprivacién de comida: durante su ciclo de oscuridad y durante un periodo de 12-14 horas, los ratones no tuvieron acceso a su pienso (agua ad fibitum).

Los objetivos de este estudio son:

1) Validar y caracterizar un nuevo modelo
crénico de TEPT.

2) Evaluar los ofectos del CBD sobre la Condicionamiento al miedo
respuesta emocional (condicionamiento al Se evalud la memoria condicionada al estimulo aversivo (descarga eléctrica) exponiendo a los ratones al mismo contexto donde previamente habian recibido la
miedo) de ratones expuestos al modelo de descarga eléctrica (sin re-exposicion a la misma), midiendo el tiempo de “congelacion”, evidenciado por la completa inmovilidad del animal {salvo para realizar
TEPT. los de

DETALLE TEMPORAL DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL - MODELO DE TEPT EN RATONES C57BL/6J

Exposicién a estimulos
estresantes
n a es!

pos| ulk
estresantes Lungy, Crini dy Zotrs + Fastricoltn

Exposicion a estimulos. = +Jaula inclinada
e L S Martes: Shock eléctrico + Lecho

himedo.
Lunes: Orina de Zofro Martes: st :

Martes: Shock eléctrico o Migrgoles: Grina do zorro + Evaluacién del

2 Miércoles: Orina de zorro + Deprivacion de comida | | del

Miércolss; Orina de zorro Restriccién de movimiento e e a5 [P nmea iy orarian 2| e
Jueves: Shock eléetrico dueves: Shock eléctrico Wi | 7 almiedo | - Modulacién farmacolégica
Viarnes: Orina de zorro + Viernes: Orina de zorro + Viemes: Orina de zofro + (admon. crénica, 7
‘Shock eléctrico R de movimiento Restriccion de mavimiento basales) | (admon. aguda) dias)

4 4 ! L ! i i *
| semana1 | | semanaz | |'semana3 | | semanaa | | Semanas | | Semana 6 | | Semana3 |

Figura 1. Diagrama temporal con el detalle de las diferentes fases de induccién del modelo de TEPT en ratones C57BL/6J. Se aplicaron los estimulos estresantes en semanas alternas durante un
periodo total de 5 semanas. Posteriormente, se evalué la respuesta emocional de los ratones mediante el paradigma de condicionamiento al miede a nivel basal (semana 6), y el efecto de la
modulacién farmacolégica con CBD administrado de forma aguda (semanas 7) y cronica (semana 8),

RESULTADOS - EVALUACION DEL CONDICIONAMIENTO AL MIEDO

8
-]

2
8

g
g

Tiempo de congelacidn (s)
3 8

Tiempo de congelacion (s)
Tiempo de congelacién (s)

Vehiculo CBD5mglkg  CBD 15mglkg Vehiculo CBD 5mglkg _ CBD 15mglkg Vehiculo CBD Smglkg _ CBD 15mglkg

Sin tratamiento® Tratamiento agudo con CBD Tratamiento crénico con CBD

Figura 2. Evaluacién de la conducta de condicionamiento al miedo mediante la re-exposicién al contexto donde los ratones C57BL/6J recibieron la descarga eléctrica. A) Evaluacion basal del
tiempo de congelacion (# ratones que seran tratados). B) Evaluacion del efecto agudo de una dosis de CBD (5 y 15 mglkg) sobre el tiempo de congelacién. C) Evaluacién del efecto crénico de la

administracion de CBD (5 y 156 mg/kg) durante 7 dias sobre el tiempo de congelacion. * , valores de los ratones tratados con CBD significativamente diferentes en relacion a aquellos de los ratones
tratados con VEH (p<0,05). **, valores de los ratones tratados con CBD significativamente diferentes en relacién a aquellos de los ratones tratados con VEH (p<0,001).
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SUMMARY AND OBJECTIVES

MATERIAL AND METHODS

Post traumatic stress disorder (PTSD) is an
heterogeneous psychiatric disorder with difficult
therapeutic management (1, 2) that makes
necessary the  development of  new
pharmacological strategies. For this reason, the
design of new longasting PTSD-ike animal
models reflecting all the PTSD-related

Mice
Male C57BLIEJ mice from Charles River (Lille, France) were housed in groups of 5 per cage (40 x 25 x 22 cm) under controlled conditions (temperature, 23 = 2°C;
relative humidity, 60 + 10 percent; 12-hour lightidark cycle, lights on from 8:00 am to 8:00 pm). The exposure to stressful stimuli to induce the PTSD-like model
was initiated 1 week after o the animal room. Behavioural analyses were performed 1 hour after placing the home cage in the
operant-task room to allow animals acclimatization. All the studies were conducted in compliance with the Spanish Royal Decree 53/2013, the Spanish Law
3212007 and the European Union Directive of 22,2010 the care of animals.
Drugs

G (CBD) obtained from STI Pharmaceuticals (Essex, UK) was dissolved in saline (1:1:18) i

ly before the use to obtain the

indispensable to achieve it (3).
In the last years, several studies have
demonstrated that cannabidiol (CBD), a
constituent of Cannabis Sativa plant, can be
useful for the treatment of anxiety dlsurders ).
r the

required doses (5 and 15 mgikg). CBD was administered intraperitoneal )1 hour and 30 min before the behavioural evaluation.

PTSD-like animai model

Mice will be repeatedly exposed to different unpredictable stressful stimuli at different time points during 5 weeks.

- Electric shock: exposure to 1.0 mA scrambling shock during 10 seconds.

» Fox urine: exposure to fox urine during 15 minutes in a cage. A plastic tube containing a gauze impregnated in fox urine (Code Blue, Fox Urine Cover Scent,

Ref. OA1105, 3 ml) is placed in the center of the cage.

. acute restr for 15 minutes in a 50 ml falcon tube.

- Titled cage: during dark cycle, home cages will be tilted 30° for 12-14 hours.

- Wet bedding: during dark cycle, mice will be exposed to a cage with wet sawdust (material employed for bedding) for 12-14 hours.
»Food deprivation: during dark cycle, access to food will be restricted for 12-14 hours.

management of PTSD-induced S i
been recently proposed (5).

The main goals of this study are:

1. Validate and characterize a new PTSD-like

animal model. Fear conditioning

2. Evaluate the effects of CBD on the This test allows studying potential fear memory alterations by measuring the freezing response during a 5-min period of those mice exposed ta the cage in which
ions  (fear it of they p ly received the electric shock. During the evaluation, no electric stimulus will be applied. The absence of apparent breathing and movement will be

mice expesed to the PTSD-like animal model. interpreted as freezing time. This paradigm will be carried out 4, 11 and 18 days after the last exposure to an electrical stimulus.

TIMELINE OF THE EXPERIMENTAL PROCEDURE TO INDUCE THE PTSD-LIKE ANIMAL MODEL IN C57BL/6J MICE

Exposure to stressful stimull
Monday: Fox urine + movement
restriction + tilted cage
Tuesday: Electric shock + wet
bedding
Tucsday: Blectric shock Wednesday: Fox urine + food
Wednesday: Fox urine + deprivation
B e ro Thursday: Electric shock + tilted
Thursday: Eleciric shock cage
Friday: Fox urine + movement

Exposure to stressful stimul

Monday: Fox urine +

Monday: Fox urine
Tuesday: Electric shock
Wednesday: Fox urine
Thursday: Electric shock
Friday: Fox urine + electric
shock

_ Fear conditioning
Fear cond evaluation 1,5 h
evaluation 1, 5 hafter after CBD chronic

CBD ac administration (7

Fox urine + movement
i days)

Basal evaluation of |
fear conditioni

| Week1 |

igure 1. Time schedule of the P C57BL/6J male mict ere apl alternate weeks during a 5-week total peri fterwards,
evaluated through the fear conditioning paradigm under basal conditions (week 6) and when CBD was administered acutely (week 7) and chron

RESULTS - FEAR CONDITIONING EVALUATION

B 30 o @ Control
@ PTSD

Freezing time (s)
Freezing time (s)
Freezing time (s)

Vehicle CBD 5mglkg CBD 15mg/kg Vehicle CBD 5mg/kg CBD 15mg/kg Vehicle CBD 5mg/kg  CBD 15mg/kg

Without treatment CBD acute administration CBD chronic administration

Figure 2. Fear conditioning evaluation on days 4, 11 and 18 after the last electric stimulus exposure. A) Basal evaluation of freezing time in the different experimental groups that will be treated with
H or CBD. B) Evaluation of acute CBD treatment (5 and 15 mg/kg, i.p.) on freezing time. C) Evaluation of chronic CBD treatment (7 days, 5 and 15 mg/kg, i.p.) on freezing time. * values from

animals exposed to the PTSD-like model that are significantly different from control mice (p<0.001). & values from CBD that are significantly different from VEH mice (p<0.05), # values from CBD
that are significantly different from VEH mice (p<0.001).
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