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RESUMEN







Diversos estudios sugieren que el cannabidiol (CBD), compuesto extraido de la planta
Cannabis sativa, podria resultar de utilidad en el manejo terapéutico del trastorno por uso de
alcohol (TUA) debido a su accion ansiolitica, antidepresiva, antipsicética y neuroprotectora.

En la presente tesis doctoral se explora en detalle la potencial eficacia del CBD en el
tratamiento del TUA. En primer lugar, se evalla su potencial como droga de abuso en las pruebas
de condicionamiento preferente de lugar, autoadministracion oral y abstinencia espontanea a
cannabinoides. A continuacion, se estudian los efectos del CBD, solo o en combinacién con
farmacos cominmente empleados en el tratamiento del TUA, como la naltrexona (NTX), en el
consumo voluntario y en forma de atracon y, en la autoadministracion oral de etanol. Asimismo,
se evalla la accion del CBD sobre diferentes efectos fisiolégicos inducidos por el etanol
(concentracion plasmaética de etanol, hipotermia y presencia de convulsiones). Con el objetivo de
profundizar en el mecanismo de accién por el cual el CBD modula las propiedades reforzantes
del etanol, se analizan los cambios en la expresion génica relativa de diferentes dianas
implicadas en el proceso de adiccion alcohdlica mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(gPCR) a tiempo real. Mas en detalle, se evalla el papel del receptor 5-HT1a en los efectos
mediados por el CBD en la autoadministracion oral de etanol mediante el pre-tratamiento con el
antagonista 5-HT1a WAY100635.

Los resultados indican que el CBD no induce preferencia de lugar, ni autoadministracion ni
signos de abstinencia. Conjuntamente, estos hallazgos corroboran que el CBD carece de
potencial como droga de abuso (articulo 1). Asimismo, los resultados obtenidos en este trabajo
ponen de manifiesto la potencial utilidad terapéutica del CBD en el TUA (articulo 2-4). Esta
afirmacién se fundamenta en que el CBD reduce la preferencia, el consumo, la motivacién y la
recaida a etanol en roedores en los diferentes paradigmas experimentales evaluados (consumo
voluntario, autoadministraciéon oral y consumo en forma de atracon). El tratamiento con CBD evita
gue se produzcan los efectos fisioldgicos inducidos por el etanol sin alterar su concentracion
plasmaética, confirmando que el CBD no madifica el proceso de absorcion ni de metabolizacion
del etanol. A su vez, se demuestra como la combinacién de dosis subefectivas de CBD y NTX
presenta mayor eficacia en la autoadministracion oral de etanol. Estos cambios
comportamentales se asocian con alteraciones en la expresién génica de tirosina hidroxilasa en
el area del tegmento ventral, receptor p opioide, receptores cannabinoides 1 y 2 y receptor
acoplado a proteinas G 55 en el nlcleo accumbens y receptor serotoninérgico 1A (5-HT1a) en el
rafe dorsal. El pretratamiento con el antagonista WAY100635 evita los efectos del CBD sobre el
consumo y la motivacion en la autoadministraciéon oral de etanol, poniendo de manifiesto que

este receptor es una de las principales dianas por las que el CBD media su accion sobre el etanol.



En su conjunto, los datos obtenidos en la presente tesis refuerzan el papel del CBD como
herramienta terapéutica de interés para el tratamiento del TUA, sentando las bases para la

realizacion de futuros ensayos pre-clinicos y clinicos.



SUMMARY







Various studies suggest that cannabidiol (CBD), compound extracted from the plant Cannabis
sativa, could be useful in the therapeutic management of alcohol use disorder (AUD) due to its
anxiolytic, antidepressant, antipsychotic and neuroprotective properties.

In the present doctorate thesis, the possible utility of CBD in the treatment of AUD is explored.
Firstly, the potential of CBD as a drug of abuse is evaluated with different experimental
procedures: place preference conditioning, oral self-administration and cannabinoid spontaneous
withdrawal. Consecutively, the effects of CBD, alone or in combination with other drug commonly
employed for treating AUD, such as naltrexone (NTX), are studied in the voluntary intake and
binge drinking patterns as well as in the oral ethanol self-administration. Furthermore, the action
of CBD on the physiological effects induced by ethanol (ethanol blood concentrations,
hypothermia and seizures) was also evaluated. With the aim of delving into the action mechanism
by which CBD modulates ethanol reinforcing properties, relative gene expression changes in
different targets involved in alcohol addiction were analyzed by real time polymerase chain
reaction (QPCR). Moreover, the role of 5-HT1a receptor in the effects mediated by CBD in the oral
ethanol self-administration was studied in detail by previously administering WAY100635, a 5-
HT1a antagonist.

The results show that CBD does not induce place preference, self-administration or withdrawal
symptoms. These data corroborate that CBD does not display drug abuse potential (article 1).
Likewise, the results obtained in this work show the potential therapeutic utility of CBD in AUD
(articles 2-4). This statement is based on the reduction of ethanol preference, consumption,
motivation and ethanol-induced relapse observed in rodents treated with CBD and exposed to
distinct experimental paradigms (voluntary intake, oral ethanol self-administration and binge
drinking). The administration of CBD prevents the physiological effects induced by ethanol without
altering its plasma concentration, thus confirming that CBD does not modify ethanol absorption
or metabolism. Additionally, here is also demonstrated how the combination of sub-effective
doses of CBD and NTX shoe greater efficacy in reducing ethanol consumption and motivation in
the oral ethanol self-administration. These behavioural changes are associated with alterations
in the gene expression of tyrosine hydroxylase in the ventral tegmental area; | opioid receptor,
cannabinoid receptors 1 and 2 and G protein coupled receptor 55 in nucleus accumbens and
serotoninergic receptor 1A in dorsal raphe. Pretreatment with the antagonist WAY100635
prevents the effects of CBD on ethanol intake and motivation in the oral ethanol self-
administration, thus showing that this receptor is one of the main targets involved in the effects

mediated by CBD on the reinforcing properties of ethanol.



Taken together, the results derived from the present thesis highlight the potential interest of
CBD as a therapeutic tool for the treatment of AUD, setting the basis for future pre-clinical and

clinical trials.
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1. TRASTORNO POR USO DE ALCOHOL: DIAGNOSTICO, EPIDEMIOLOGIA Y PATRONES
DE CONSUMO

En la actualidad, el trastorno por uso de alcohol (TUA) es una de las enfermedades mentales
mas prevalentes (Kessler et al., 2005; Rehm et al., 2015). Desde un punto de vista psiquiétrico,
el TUA y, en general, los trastornos por uso de sustancias (TUS), se pueden definir como
trastornos de recaida cronicos caracterizados por (Koob, 2014):

(1) compulsion por la busqueda y el consumo de la droga,

(2) pérdida del control para limitar el consumo,

(3) sindrome de abstinencia caracterizado por la apariciéon de un estado emocional negativo
(principalmente disforia, ansiedad e irritabilidad) cuando se priva al sujeto del acceso a la
droga.

Una de las principales herramientas empleadas en psiquiatria para el diagnéstico clinico del
TUA es el Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM, de sus siglas en
inglés “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders”, editado por la Asociacion
Estadounidense de Psiquiatria). La publicacion de su V edicién en 2013 supuso un gran cambio
respecto a su version anterior (DMS-1V) en relacion a los criterios diagnosticos per se del TUA.
En el caso del DSM-IV los criterios diagnosticos permitian diferenciar entre abuso y dependencia
(ver Tabla 1). De esta forma, si el paciente cumplia un criterio de abuso durante los 12 meses
previos, se diagnosticaba abuso de alcohol, mientras que, si cumplia tres o mas criterios de
dependencia durante el mismo periodo, se diagnosticaba dependencia por el alcohol (American
Psychiatric Association, 1994). Por el contrario, en el DSM-V no se diferencia entre abuso y
dependencia, sino que el diagndstico de TUA se establece cuando el paciente cumple dos de los
once criterios diagnosticos establecidos durante un periodo minimo de 12 meses (ver Tabla 2).
Ademads, permite establecer la gravedad basandose en el nimero total de criterios que cumple
el paciente (leve: presencia de dos o tres criterios, moderado: presencia de cuatro o cinco

criterios, y severo: presencia de seis 0 mas criterios) (American Psychiatric Association, 2013).



Tabla 1. Criterios diagnosticos del TUA segun el DSM-IV (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,

1994)

A) Se entiende por abuso de alcohol la presencia de 1 (0 mas) de los siguientes criterios, durante un
periodo de 12 meses:

a

b

. El uso recurrente de alcohol produce una incapacidad para llevar a cabo obligaciones laborales,
escolares o domésticas.
. Uso recurrente de alcohol en situaciones en las que es peligroso para la integridad fisica.

c. Problemas legales por el uso recurrente de alcohol.

d

. Consumo de alcohol continuado a pesar de los persistentes problemas sociales o intrapersonales
causados o exacerbados por los efectos del alcohol.

B) Se entiende por dependencia al alcohol la presencia de 3 (0 mas) de los siguientes criterios, durante
un periodo de 12 meses:

a

b

C

d
e

f.

g

Tabla 2
2013)

. Tolerancia, definida como cualquiera de las siguientes:

i. Necesidad de beber una cantidad creciente de alcohol para lograr un mismo estado de
embriaguez.

ii. Percepcion de que el nUmero de bebidas ingeridas habitualmente tiene menos efecto.

. Abstinencia, definida por cualquiera de las siguientes:

i. Cuando los efectos del alcohol desaparecen se experimentan sintomas de abstinencia como
dificultad para conciliar el suefio, agitacion, inquietud, nduseas, sudoracion, taquicardia o crisis
comiciales, etc.

ii. Cuando se consume alcohol (o una sustancia relacionada, como benzodiacepinas) para aliviar
o0 evitar sintomas de la abstinencia.

. Con frecuencia el consumo de alcohol es mayor en cantidad y duracion al pretendido inicialmente
por parte del paciente.

. Existe un deseo persistente o esfuerzos infructuosos por disminuir o cesar el consumo de alcohol.

. Se invierte una gran cantidad de tiempo en actividades relacionadas con la obtencion de alcohol,

Su uso 0 en la recuperacion de los efectos del mismo.

Reduccioén o cese en la realizacion de actividades sociales, recreacionales u ocupacionales debido

al consumo de alcohol.

. Persistencia del consumo de alcohol a pesar de sufrir un problema fisico o psicolégico recurrente

o0 persistente que se puede ver agravado por el consumo de alcohol.

. Criterios diagnosticos del TUA segun el DSM-V (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,

A) Se entiende por TUA un patrén de consumo problematico de alcohol que conlleva un impedimento
clinico significativo o distrés, manifestando al menos 2 de los siguientes criterios, durante un periodo
de 12 meses:

a.

b.
c.

o

Con frecuencia el consumo de alcohol es mayor en cantidad y duracién al pretendido inicialmente
por parte del paciente.
Existe un deseo persistente o esfuerzos infructuosos por disminuir o cesar el consumo de alcohol.
Consumo de alcohol durante largos periodos de tiempo, o consecuencias desagradables del
consumo (embriaguez, sintomas de intoxicacién alcohélica).
. Presencia de deseo de consumir irrefrenable o “craving” que centra toda la atencién del paciente.
. El consumo recurrente de alcohol resulta en una incapacidad para llevar a cabo las obligaciones
laborales, escolares y/o domésticas.
Consumo de alcohol continuado a pesar de los persistentes problemas sociales o intrapersonales
causados o exacerbados por los efectos del alcohol.
. Reduccidn o cese en la realizacion de actividades sociales, recreacionales u ocupacionales debido
al consumo de alcohol.
. Uso recurrente de alcohol en situaciones en las que es peligroso para la integridad fisica.
Persistencia del consumo de alcohol a pesar de sufrir un problema fisico o psicolégico recurrente
0 persistente que se puede ver agravado por el consumo de alcohol.
Tolerancia, definida como cualquiera de las siguientes:
2



i. Necesidad de beber una cantidad creciente de alcohol para lograr un mismo estado de
embriaguez.

ii. Percepcion de que el nUmero de bebidas ingeridas habitualmente tiene menos efecto.

k. Abstinencia, definida por cualquiera de las siguientes:

i. Cuando los efectos del alcohol desaparecen se experimentan sintomas de abstinencia como
dificultad para conciliar el suefio, agitacion, inquietud, nauseas, sudoracion, taquicardia o crisis
comiciales, etc.

ii. Cuando se consume alcohol (o una sustancia relacionada, como benzodiacepinas) para aliviar
0 evitar sintomas de la abstinencia.

Segun el dltimo Informe del Estado Global Sobre Alcohol y Salud emitido por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 2014, el TUA presenta un notable impacto sociosanitario a nivel
mundial dada la elevada tasa de morbimortalidad asociada (Organizacion Mundial de la Salud,
2014). El consumo problematico de alcohol se sitia dentro de las tres primeras causas de
enfermedad, discapacidad y muerte a escala mundial, siendo responsable de mas de 3,3
millones de muertes anuales (Organizacién Mundial de la Salud, 2014). Ademas, conforme a lo
publicado en la décima edicion de la Clasificacién Estadistica Internacional de Enfermedades y
Problemas Relacionados con la Salud, el alcohol se identifica como componente causal en mas
de 200 enfermedades y condiciones patoldgicas (Organizacion Mundial de la Salud, 2014) como
cirrosis hepatica y distintos tipos de cancer (Shield et al., 2013), asi como con una mayor
incidencia de ciertas enfermedades infecciosas (tuberculosis y sindrome de inmunodeficiencia
humana adquirida (SIDA)) y una menor adherencia al tratamiento de estas (Lonnroth et al., 2008;
Hendershot et al., 2009; Rehm et al., 2009; Azar et al., 2010; Baliunas et al., 2010).

El consumo problematico de alcohol no se traduce solamente en un aumento de la incidencia
de distintas patologias, sino que también se relaciona con un peor pronéstico de determinadas
enfermedades (Organizacién Mundial de la Salud, 2014). En este sentido, durante las Gltimas
décadas, diversos estudios han demostrado que la comorbilidad de un trastorno adictivo, como
el TUA, con otra patologia psiquiatrica comporta un peor prondstico para ambas patologias en
comparacion a si se presentan de forma aislada. En estos pacientes se han observado sintomas
mas graves, menor respuesta a los tratamientos, mayor tasa de recaidas y dificultad en el
diagnéstico diferencial (Guardia Serecigni et al., 2008). Adicionalmente, varios autores han
demostrado que los pacientes con patologia adictiva presentan un riesgo aumentado de
desarrollar otros trastornos psiquiatricos a lo largo de la vida respecto a la poblacién general y
viceversa. De hecho, se estima que al menos un 44% de los pacientes admitidos a tratamiento
por problemas relacionados con un consumo excesivo de alcohol padecen, como minimo, otro

trastorno mental. Alternativamente, al menos un 34% de los pacientes con algun trastorno mental
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desarrollan problemas relacionados con el consumo de alcohol a lo largo de la vida (Guardia
Serecigni et al., 2008).

Cabe destacar que determinados aspectos, tales como el volumen consumido o el patron de
consumo, pueden resultar de utilidad a la hora de predecir, en mayor o menor medida, la
magnitud de las consecuencias derivadas del consumo de alcohol (Rehm et al., 2003; Rehm et
al., 2010). En este sentido, la OMS indica que se pueden emplear diferentes pardmetros para
evaluar los niveles de consumo de alcohol, entre los que cabria destacar el “consumo de alcohol
per céapita en litros de alcohol puro por afio”, que permite conocer las diferencias de consumo
entre distintas areas geogréficas. Atendiendo a este indicador, se puede apreciar que las tasas
de consumo mas elevadas se observan en los paises mas desarrollados, concretamente, en

paises de Europa y América (ver Figura 1).
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Figura 1. Consumo de alcohol total per capita en poblacion adulta (>15 afios) en litros de alcohol puro. Imagen
extraida y adaptada del informe Global Status Report on Alcohol and Health, 2014, elaborado por la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud, 2014).

Durante los ultimos afios se ha registrado una evolucién en el patron de consumo de alcohol,
siendo cada vez mas frecuentes ciertos patrones de consumo de riesgo, entendidos como
aquellos en los que la ingesta de alcohol supera los limites del consumo moderado (o prudente)
y que aumenta el riesgo de sufrir enfermedades, accidentes, lesiones y trastornos mentales o del
comportamiento (Gunzerath et al., 2004) (ver Figura 2). Un claro ejemplo de ello es el incremento
de la incidencia del consumo abusivo episddico o “heavy episodic drinking”, definido como el

consumo de 60 gramos (o0 mas) de alcohol puro en, al menos, una ocasién al mes. Dicho patrén
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de consumo es altamente prevalente en numerosos paises, en los que no existe necesariamente
un consumo per capita elevado (ver Figura 3). Este hecho ha contribuido a que los problemas

asociados al consumo de alcohol constituyan uno de las principales preocupaciones de salud

publica a nivel mundial (Brewer and Swahn, 2005).
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Figura 2. Distribucion de los patrones de consumo. Imagen extraida y adaptada del informe Global status Report

on Alcohol and Health, 2014, elaborado por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud, 2014).
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Figura 3. Prevalencia del consumo abusivo episddico respecto al numero de bebedores actuales. Imagen
extraida y adaptada del informe Global Status Report on Alcohol and Health, 2014, elaborado por la OMS

(Organizaciéon Mundial de la Salud, 2014).



Asimismo, también se ha registrado un aumento en la frecuencia del consumo de alcohol en
atracon o “binge drinking” (Soler-Vila et al., 2014; Substance Abuse and Mental Health Services
Administration, 2014), caracterizado por la ingesta de 5 bebidas alcohdlicas o mas en el caso de
los hombres, y 4 o mas en el de las mujeres, en un lapso de tiempo inferior a 2 horas, llegando
a provocar concentraciones de alcohol en sangre superiores a 0.08 g/dl (NIAAA, 2004). Este
aumento en la prevalencia de “binge drinking” es especialmente notable entre la poblacion
adolescente (Hermens and Lagopoulos, 2018). Los ultimos datos proporcionados por el estudio
EDADES 2016 del Plan Nacional Sobre Drogas, sefialan que la frecuencia de este patrén de
consumo entre la poblacion de 15 a 64 afios se triplicd entre el periodo comprendido entre el afio
2005 al 2015 en Espafia (5 vs. 17,9% respectivamente). De manera mas especifica, se detalla
que el 75% de los adolescentes admite haber consumido alcohol durante el Gltimo afio y un
22,5% lo ha hecho en forma atracén en los ultimos 30 dias (Observatorio Espafiol de la Droga y
las Adicciones, 2016). Estos datos resultan altamente preocupantes considerando que la
evidencia disponible sefiala que este tipo de consumo resulta especialmente perjudicial para los
adolescentes (Dir et al., 2017). Esto se debe a que este periodo del desarrollo resulta critico para
la maduracion del sistema nervioso central (SNC) (Spear and Brake, 1983; Giedd, 2004; Tamnes
etal., 2011), por lo que el consumo de alcohol durante edades tempranas induce importantes
cambios en la plasticidad cerebral de diferentes regiones del cerebro (Sullivan et al., 1995;
Agartz et al., 1999; Beresford et al., 2006; Hermos et al., 2008) y, ademas, aumenta el riesgo

de desarrollar TUA durante la etapa adulta (Hingson et al., 2006b, a).

2. SUSTRATOS NEUROBIOLOGICOS DEL TUA

La neurobiologia de la adiccion tiene como objetivo principal comprender los diferentes
mecanismos neuroadaptativos de los circuitos cerebrales de recompensa, responsables del
refuerzo producido por una droga e implicados en la transicién de un consumo controlado y
ocasional a un estado patolégico, caracterizado por una busqueda continua y un consumo
descontrolado de la sustancia, conocido como adiccion/dependencia (Koob, 2014). Cualquier
proceso adictivo se entiende como un trastorno que se mueve de la impulsividad a la
compulsividad en un ciclo comprendido por 3 fases: preocupacién/anticipacion, intoxicacién en
atracén y abstinencia/afectacion negativa (Koob and Volkow, 2016) que empeora con el

transcurso del tiempo, provocando cambios en la neuroplasticidad, la regulacién del estrés y las



funciones ejecutivas (Koob and Le Moal, 1997; Goldstein and Volkow, 2002; Koob and Volkow,
2016).

Distintos estudios llevados a cabo a lo largo de la década de los afios 50, ha permitido elaborar
un mapa cerebral de las vias implicadas en el refuerzo, en el que destaca la relevancia de la
via dopaminérgica mesolimbica-mesocortical (Olds and Milner, 1954). Posteriores
investigaciones han demostrado que esta via representa el principal sistema de recompensa
en el cerebro, siendo comin a todas las drogas de abuso. Se relaciona con las respuestas
condicionadas unidas al “craving” o deseo de consumir, asi como con los cambios emocionales
y motivacionales observados en el sindrome de abstinencia (Koob and Volkow, 2010). No
obstante, los trastornos por abuso de sustancias, como el TUA, se deben entender como el
resultado de una alteracién en la regulacién que afecta a distintos sistemas neuroquimicos y
no exclusivamente a uno de ellos. En este sentido, los principales sistemas de
neurotransmisioén implicados en la vulnerabilidad por el consumo de alcohol y el desarrollo de
TUA son los sistemas dopaminérgico, opioidérgico, serotoninérgico, endocannabinoide,

glutamatérgico y gabaérgico.

2.1 Sistema dopaminérgico

Los experimentos de autoestimulacion intracraneal desarrollados por Olds y Milner en 1954
ratas permitieron comprobar que, tras la colocacién de electrodos en determinadas zonas
cerebrales del sistema dopaminérgico mesolimbico-mesocortical, los animales accionaban la
palanca responsable de la activacion de estos electrodos de forma repetida, demostrando asi
que la descarga eléctrica en estas regiones producia un refuerzo positivo (Olds and Milner, 1954).
Tras este descubrimiento, diversos estudios han ayudado a caracterizar esta via dopaminérgica
de la recompensa, describiendo su origen en el area del tegmento ventral (VTA), desde donde
los cuerpos neuronales se proyectan hacia diferentes estructuras limbicas, como el nicleo
accumbens (NAc), la amigdala (AMY), el hipocampo (HIP) y la corteza prefrontal (PFC). Ademas,
desde el NAc surgen proyecciones eferentes hacia el ndcleo palido ventral y VTA, formando asi

un bucle de control reciproco (Cami and Farre, 2003) (ver Figura 4).
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Figura 4. Via dopaminérgica mesolimbico-mesocortical en cerebro de rata. Imagen extraida y adaptada de
(Carlson, 2013).

En base al aumento del tono dopaminérgico observado en esta via tras el consumo de drogas
de abuso, se postuld la “hipétesis dopaminérgica de la adiccién” (Wise, 1987; Di Chiara and
Imperato, 1988), que ha sido respaldada posteriormente por numerosos estudios
electrofisioldgicos en los que se muestra que determinadas neuronas dopaminérgicas se activan
en respuesta a estimulos condicionados predictivos de un refuerzo (Hollerman and Schultz, 1998;
Schultz, 2001). En relacion al TUA, diversos estudios de tomografia de emision de positrones
realizados en la Ultima década, revelan que dosis elevadas de alcohol producen una marcada
liberacion de dopamina en el NAc (Volkow et al., 2007; Mitchell et al., 2012), lo que se asocia
con la sensacioén subjetiva de euforia percibida tras el consumo de la droga (Volkow et al., 2003).
Este pronunciado aumento del tono dopaminérgico parece ser dosis-dependiente (Weiss et al.,
1993; Weiss et al., 1996) y provoca la activacion de los receptores dopaminérgicos D1 o de baja
afinidad, responsables de las respuestas condicionadas y del refuerzo desencadenado por el
alcohol (Zweifel et al., 2009). Este hecho resulta esencial, ya que diversos estudios sefalan que
si tan solo se produjese la activacion de los receptores dopaminérgicos D2 o de alta afinidad no
se produciria refuerzo (Caine et al., 2002; Norman et al., 2011).

Por otra parte, es necesario destacar que un consumo continuado de alcohol provoca cambios
neuroadaptativos en las neuronas dopaminérgicas del VTA, lo que se traduce en un aumento
persistente de la sensibilidad de estas neuronas a los efectos estimulantes del alcohol (Ding et

al., 2009) y parece estar asociado con alteraciones en la funcionalidad de receptores
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dopaminérgicos en el NAc (Franklin et al., 2009). Asimismo, la abstinencia tras un consumo
prolongado de alcohol resulta en una disminucién de la actividad dopaminérgica en el VTA (Shen
and Chiodo, 1993) y en la concentracion extracelular de dopamina en el NAc (Weiss et al., 1996),
lo que sugiere que la ingesta crénica de alcohol produce una hipofunciéon dopaminérgica que
incentivaria el consumo de alcohol y el subsecuente desarrollo de dependencia.

A pesar de todas estas evidencias, la “teoria dopaminérgica de la adiccion” presenta
importantes limitaciones. En primer lugar, el incremento de los niveles de dopamina en el NAc
no se origina Unicamente en respuesta a drogas de abuso, sino que también se produce en
respuesta al estrés y ante estimulos aversivos. Por otro lado, estudios realizados en ratones
modificados genéticamente de tal manera que no sintetizan dopamina, han demostrado que este
neurotransmisor no es imprescindible para las propiedades reforzantes de las drogas (Hnasko et
al., 2005) ni de los refuerzos naturales (Cannon and Palmiter, 2003), por lo que diversos

neurotransmisores y péptidos adicionales han sido relacionados con el TUA.

2.2 Sistema opioidérgico

En la década de los afios 70, Davis y Walsh observaron que los alcaloides derivados de la
morfina se formaban in vivo a partir de acetaldehido y metabolitos de la dopamina (Seevers et
al., 1970), postulando por primera vez la potencial implicacion del sistema opioide enddgeno en
la dependencia alcohdlica, y sirviendo de referencia para estudios posteriores que terminarian
de definir y caracterizar el sistema opioide enddgeno. En la actualidad, se conoce que el consumo
de alcohol tiene efectos sobre este sistema de neurotransmisién, pues modifica la expresion y la
funcion de los distintos receptores opioidérgicos (mu (W), delta () y kappa (k)) (Fadda et al.,
1999) y modifica la sintesis y la liberacion de opioides enddégenos como endorfinas, encefalinas
y dinorfinas (Ulm et al., 1995). De hecho, se ha observado un aumento de la liberacién de
péptidos opioides en la corteza orbitofrontal y en el NAc en sujetos alcohdlicos (Mitchell et al.,
2012), asi como una alteracién en la regulacion de los receptores y, & y Kk en la fase de
abstinencia/afectacion negativa (Koob and Volkow, 2016).

También se ha descrito una importante interaccion entre el sistema opioide y la via
mesolimbica-mesocortical dopaminérgica, pues la activacion de los receptores opioides modula
la liberacion de dopamina en distintas regiones cerebrales como el VTA 'y el NAc (ver Figura 5).
Concretamente, las p-endorfinas y las encefalinas producen un aumento de la liberacion de

dopamina en el NAc a través de la activacion de los receptores p y 8, produciendo asi efectos



reforzantes (Koob, 1992). Por el contrario, la activacion de los receptores k disminuye la
liberacion de dopamina provocando aversion (Rattan et al., 1992; Herz, 1998). Todos estos
hallazgos se ven respaldados por estudios en los que se demuestra que ratones que no expresan
el receptor |, no muestran signos tipicos de refuerzo tras la administracion de opiaceos (Matthes
etal., 1996) y por el hecho de que la administracién de naltrexona (NTX), un antagonista opioide,
reduce el consumo de alcohol en modelos animales (Middaugh and Bandy, 2000; Zalewska-
Kaszubska et al., 2008), y constituye una de las principales herramientas farmacoterapéuticas
aprobadas para el tratamiento del TUA (Volpicelli et al., 1992; Volpicelli et al., 1995; Volpicelli et

al., 1997; Srisurapanont and Jarusuraisin, 2005a, b).
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Figura 5. Interaccién de la via mesolimbica-mesocortical dopaminérgica y opioidérgica en cerebro de rata.
Imagen extraida y adaptada de (Nestler, 2004). AMG: amigdala, ARC: nucleo arqueado, Cer: cerebelo, C-P: caudado
putamen, IC: coliculo inferior, LH: hipotadlamo lateral, NAc: ndcleo accumbens, OT: nucleo del tracto 6ptico, OT: nucleo
del tracto 6ptico, PAG: sustancia gris periacueductal, PFC: corteza prefrontal, SC: coliculo superior, SNr: sustancia negra,

VTA: area tegmental ventral, VP: palido ventral.

10



2.3 Sistema serotoninérgico

Tras la caracterizacion de la via dopaminérgica de la recompensa, se propuso que el rafe
dorsal (DR) podria desempefiar un papel importante en el procesamiento de los estimulos
reforzantes dado el elevado nimero de proyecciones serotoninérgicas que emergen de esta
region cerebral (Simon et al.,, 1976; Rompre and Miliaressis, 1985) (ver Figura 6) y forman
numerosas interconexiones con distintas estructuras cerebrales de la via de la recompensa,
incluyendo el NAc (Peyron et al., 1998; Johnson, 2004; Liu et al., 2014; Ogawa et al., 2014;
Weissbourd et al., 2014).
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Figura 6. Proyecciones serotoninérgicas en cerebro de rata. Imagen extraida y adaptada de (Carlson, 2013).

Sin embargo, a pesar de que algunos estudios realizados empleando distintos enfoques como
la manipulacién farmacolégica, lesion de areas cerebrales especificas, electrofisiologia y
estudios de conducta, apoyan la implicacién del sistema serotoninérgico en procesos
reforzantes, el papel del mismo en el TUA continua siendo controvertido a dia de hoy (Luo et al.,
2015). Algunos autores postulan que la preferencia por el consumo de alcohol esta inversamente
relacionada con el tono serotoninérgico (McBride and Li, 1998), pues tradicionalmente se ha
descrito una reduccion de este tono en pacientes con TUA (Virkkunen et al., 1994; Fils-Aime et
al., 1996) y en modelos animales de consumo crénico de alcohol (Johansson et al., 1999; Hensler
et al., 2003), que parece revertir tras el consumo agudo de alcohol (Koob and Volkow, 2016).

Esta hipétesis se apoya en estudios que muestran como el aumento de las concentraciones de
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serotonina (5-HT) a nivel cerebral tras la administracién de determinados farmacos, como los
inhibidores de la recaptacién de 5-HT, disminuye el consumo espontaneo de alcohol (Sellers et
al., 1992; Kelai et al., 2003).

Al mismo tiempo, existen evidencias de que la modulacion de distintos receptores
serotoninérgicos podria ser de utilidad terapéutica en el manejo del TUA. Hasta la fecha se han
descrito 7 familias de receptores serotoninérgicos, diferenciados segun su naturaleza en
receptores acoplados a proteina G (5-HT12 Yy 5-HT4.7) y canales ionicos (5-HTs). A pesar de que
se han llevado a cabo estudios en los que tanto el antagonismo de receptores de potencial
excitatorio postsinaptico (5-HTz2y 5-HTs) como la administracién de agonistas de los receptores
inhibitorios (5-HT1a) reducen el consumo de alcohol (Fadda et al., 1991; Roberts et al., 1998), la
ubicuidad del 5-HT1a y su papel critico en la regulacién de la transmisién serotoninérgica, lo
convierten en la diana serotoninérgica de mayor relevancia a la hora de entender las
interacciones del alcohol con el sistema serotoninérgico (Sari et al., 2011).

En el SNC, diversas regiones como la corteza cerebral, el HIP, la AMY y los nucleos del rafe
presentan una densidad elevada de receptor 5-HT1a, mientras que, regiones como los ganglios
basales y el tAlamo se caracterizan por una densidad baja de este receptor (Ito et al., 1999; de
Almeida and Mengod, 2008). El receptor 5-HT1a actlia como autorreceptor presinaptico en los
ndcleos del rafe, regulando el tono serotoninérgico, y postsinapticamente como heteroreceptor
en el resto de regiones cerebrales (Richardson-Jones et al., 2011).

Estudios de neuroimagen realizados a lo largo de la Ultima década han permitido obtener
informacion novedosa respecto a la interaccion de este receptor con los efectos reforzantes del
alcohol. Kelai y colaboradores han demostrado que tras un consumo progresivo de alcohol
durante 3 semanas, se producen modificaciones importantes en la homeostasis de 5-HT a nivel
central como consecuencia de la supersensibilidad del 5-HT1a en el DR en ratones C57BL/6J
(Kelai et al., 2008). En esta misma linea, Hillmer y colaboradores han observado que la
exposicion a un consumo crénico de alcohol, aumenta la union de ligandos especificos al
receptor 5-HT1a (Hillmer et al., 2014).

Complementariamente, estudios farmacolégicos han demostrado que la activacion del
receptor 5-HTia mediante agonistas parciales no selectivos, como la buspirona, reduce el
consumo de alcohol en ratas (Hedlund and Wabhlstrom, 1996). Estos resultados han sido
criticados por algunos autores debido a la actividad de la buspirona sobre receptores
dopaminérgicos D3 y Da, sobre los que actda como antagonista, hecho que podria enmascarar
los efectos de la activacion de receptores 5-HT1a sobre el consumo alcohol. Sin embargo, un
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estudio reciente ha demostrado que la tandospirona, un agonista parcial 5-HT1a con escasa
actividad sobre receptores dopaminérgicos y adrenérgicos, disminuye el consumo de alcohol, asi
como la ansiedad y el detrimento de la neurogénesis asociados al consumo de esta droga
(Belmer et al., 2018).

2.4 Sistema cannabinoide endégeno

El sistema cannabinoide enddgeno estd formado por dos grandes familias de ligandos
endogenos de naturaleza lipidica, que reciben el nombre de endocannabinoides (EC) y derivan
de la degradacion de los fosfolipidos de membrana (Piomelli, 2003). Los EC mas representativos
son la N-araquidoniletanolamina (anandamida; AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Hillard,
2015), sintetizados por la fosfodiesterasa selectiva de N-acil-fosfatidiletanolamina y la
diacilglicerol lipasa respectivamente, y que ejercen su accién uniéndose a los receptores
cannabinoides 1y 2 (rCB1 y rCB2) (Devane et al., 1992; Munro et al., 1993). En cuanto a su
metabolizacion, la AEA es degradada por la amidohidrolasa de &cidos grasos (FAAH) (Cravatt et
al., 1996; Bracey et al., 2002) y el 2-AG a través de la monoacilglicerol lipasa (MAGL) (Dinh et
al., 2002; Gulyas et al., 2004). A diferencia de la mayoria de los neurotransmisores, los EC no se
almacenan en vesiculas sinapticas, sino que se sintetizan y liberan a demanda por neuronas y
células gliales postsinapticas, actuando sobre neuronas presinapticas en respuesta a cambios
en la actividad neuronal (Freund et al., 2003; Piomelli, 2003; Bisogno et al., 2005).

El rCB: presenta una amplia distribucidn en el cerebro (corteza cingulada, corteza entorrinal,
ndcleo caudado y putamen, HIP, AMY, talamo, sustancia nigra, hipotdlamo medial, globo palido,
ndcleo entopeduncular, formacion reticular, sustancia blanca del cuerpo calloso, tronco del
encéfalo, nicleo del tracto solitario, cerebelo y sustancia gelatinosa de la médula espinal
(Herkenham et al., 1991; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992; Glass et al., 1997). Ha sido
propuesto como diana terapéutica en el tratamiento de nauseas y vOomitos asociados a
guimioterapia (Heim et al., 1984; Walsh et al., 2003), en el tratamiento de anorexia en pacientes
con SIDA (Timpone et al., 1997; Abrams et al., 2003), dolor crénico (Wallace et al., 2015), dolor
espastico en esclerosis multiple (Langford et al., 2013), psicosis (Leweke et al., 2012) y en
trastornos de ansiedad y depresion (El-Alfy et al., 2010; Gomes et al., 2011; de Mello Schier et
al., 2014).

Respecto al rCBz, los primeros intentos llevados a cabo para identificar su expresion en el
cerebro en condiciones normales resultaron fallidos (Chakrabarti et al., 1995; Derocq et al., 1995;

Schatz et al., 1997; Griffin et al., 1999; Carlisle et al., 2002). No fue hasta el afio 2005, cuando
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Van Sickle y colaboradores publicaron los primeros datos que identificaban la expresion neuronal
del rCB: en el tronco cerebral de rata, ratén y hurén en condiciones normales (Van Sickle et al.,
2005). Estos resultados sirvieron de precedente para la completa caracterizacion de la expresion
del rCB: en el cerebro de rata y raton afios mas tarde (Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006;
Garcia-Gutierrez et al., 2010). La amplia distribucion del rCB:, tanto en neuronas como glia, en
diversas areas cerebrales (cuerpo estriado, corteza cerebral, AMY, HIP, sustancia nigra,
tubérculo olfatorio, ndcleos talamicos, nucleo ventromedial del hipotalamo, nucleo paralemniscal,
ndcleos pontinos, nicleo rojo, coliculo inferior, ndcleo espinal, nlcleo paratroclear y cerebelo),
acaba con la idea de que el rCB: presente un papel exclusivamente periférico, dando paso a la
investigacion sobre su potencial implicacion en diferentes funciones cerebrales y enfermedades
neuropsiquiatricas (Gong et al., 2006; Ishiguro et al., 2007; Onaivi et al., 2008b; Garcia-Gutierrez
et al., 2010; Ishiguro et al., 2010; Garcia-Gutierrez and Manzanares, 2011; Ortega-Alvaro et al.,
2011).

En relacion a la implicacion del sistema cannabinoide endégeno en TUA, se han identificado
diferentes alteraciones en elementos de este sistema de neurotransmision en diferentes areas
cerebrales tras un consumo prolongado de alcohol. De manera mas especifica, se ha observado
una disminucion del rCB1 en &reas cerebrales como la PFC, el NAc y el VTA, estructuras

tradicionalmente relacionadas con la via de la recompensa (ver Figura 7).
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Figura 7. Efectos de la exposicion crdnica a etanol en cerebro de rata. Imagen extraida y adaptada de (Pava and
Woodward, 2012). AMY: amigdala, DStr: estriado dorsal, HC: hipocampo, NAc: nicleo accumbens, PFC: corteza

prefrontal, VTA: area tegmental ventral.
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Asimismo, el tratamiento con el antagonista del rCBi, SR141716, disminuye el consumo
voluntario (Arnone et al., 1997; Colombo et al., 1998) y el consumo operante de etanol en ratas
(Rodriguez de Fonseca et al., 1999), asi como la sensibilizaciéon a los efectos locomotores
producidos por etanol tanto en ratones con alta vulnerabilidad por esta sustancia (Marinho et al.,
2015), como en cepas que no la poseen (Arnone et al., 1997; Vinod et al., 2008b). Analogamente,
el tratamiento con agonistas inversos del rCBi, como el AM251 y el SR147778, reduce el
consumo de etanol en distintas cepas de ratas (Lallemand and De Witte, 2006; Femenia et al.,
2010). Estos resultados demuestran que la alteracion de la sefalizacion mediada por el rCB1
causa una pronunciada reduccién en el consumo voluntario de etanol en ratones y ratas. De
manera complementaria, se ha observado que los ratones carentes del rCB1 (CB1KO) presentan
un consumo de etanol reducido en comparacién con ratones “wild-type” en condiciones de
acceso a etanol limitado (Poncelet et al., 2003; Thanos et al., 2005) y acceso continuo (Hungund
et al.,, 2003; Naassila et al., 2004; Vinod et al., 2008b). Asimismo, estudios recientes de
tomografia de emision de positrones, sefialan que existe una correlacion entre la dependencia
alcohdlica y una disminucion de la unién de [*¥*F]JFMPEP-d2, ligando rCBi1, a este receptor
cannabinoide (Hirvonen et al., 2013).

Por otro lado, también se ha examinado el efecto de los agonistas del rCB1 en el consumo
voluntario de etanol. La administracion sistémica de un agonista puro del rCB1 (WIN 55212-2),
aumenta el consumo de etanol en ratones C57BL/6J sometidos al modelo de consumo en
atracon (drinking in the dark) (Linsenbardt and Boehm, 2009). En la misma direccién, la
administracion de los agonistas puros del rCB1, WIN 55212-2 o CP-55940, aumenta de forma
dosis-dependiente el consumo voluntario en ratas con acceso continuo a etanol al 10% (Colombo
et al., 2002).

En cuanto al receptor rCB2, existen menos estudios que expliquen su potencial implicacion
en el consumo de etanol debido a su més reciente caracterizacion a nivel central (Van Sickle et
al., 2005). No obstante, los resultados obtenidos hasta la fecha indican que el rCB2 desempefia
un papel relevante en los TUS (Onaivi et al., 2008b). Los estudios realizados con ratones
desprovistos del rCB2, CB2KO, muestran como la ausencia de este receptor se relaciona con un
mayor consumo de etanol en un modelo de consumo voluntario, asi como con una mayor
motivacion por la adquisicién de esta droga en la autoadministracion oral de etanol (Ortega-
Alvaro et al., 2015). Del mismo modo, Ishiguro y colaboradores han observado la incidencia
significativa de un polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) en un locus del gen CNR2, R63Q,
en una cohorte de pacientes alcohdlicos japoneses. Este SNP produce una mutacidn sin sentido
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en el primer dominio intracelular, que resulta en una disminucidon de la respuesta celular a
ligandos del rCB2 (Ishiguro et al., 2007). Complementariamente, se ha observado que la
administracion de, un agonista rCB2, reduce el condicionamiento de preferencia de lugar y el
consumo de etanol en ratones (Al Mansouri et al., 2014; Navarrete et al., 2018b)

Recientemente, Pradier y colaboradores han demostrado que el rCB: esta involucrado en el
afrontamiento de situaciones estresantes que provocan un incremento del consumo de etanol
(Pradier et al., 2015). De hecho, se ha comprobado que el tratamiento con el compuesto
JWHO015, un agonista del rCB2, aumenta el consumo de etanol en ratones sometidos a estrés,
mientras que la administracién de un antagonista del rCB: lo disminuye. Cabe destacar que este
efecto no ocurre cuando los animales no son expuestos a estrés (Ishiguro et al., 2007). En este
sentido, estudios previos demuestran que ratones que sobreexpresan el rCB2 (CB2XP) presentan
mayor resistencia frente a estimulos que promueven un estado depresivo y ansioso, reforzando
asi la implicacion del rCB:z en la regulacién de la respuesta al estrés (Garcia-Gutierrez et al.,
2010; Garcia-Gutierrez and Manzanares, 2011).

De acuerdo con estos resultados, se ha registrado una disminucion de la expresion génica
del rCBa1, rCB2, MAGL en la AMY (Serrano et al., 2012) y del rCB1 y rCB2 en el estriado (Sanchez-
Marin et al., 2017) de ratas expuestas a ciclos de abstinencia repetida de etanol.

2.5 Sistemas glutamatérqgico y gabaérgico

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor con accion inhibitoria del SNC
y el glutamato el principal amino&cido excitador. Conjuntamente, los sistemas glutamatérgico y
gabaérgico se encargan de regular las proyecciones dopaminérgicas que van desde el VTA hasta
las regiones estriatales y limbicas (Spanagel, 2009) (ver Figura 8).

Durante los ultimos afios, varios estudios han permitido identificar como el consumo crénico
de alcohol modifica la conformacion del receptor GABAa, dando lugar a receptores con una
funcionalidad reducida (Follesa et al., 2006; Liang et al., 2007) y, por ende, una transmision
inhibitoria menos efectiva (Kumar et al., 2009). A su vez, se ha observado un aumento de la
expresion del receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA) (Gass and Olive, 2008), del
tono glutamatérgico (Tsai and Coyle, 1998) y de la tolerancia al alcohol (Krystal et al., 2003) asi
como un déficit de la funcion ejecutiva atribuible a alteraciones en la regulacién de la transmision
glutamatérgica en la PFC (Koob and Volkow, 2016). Cuando este consumo crénico cesa, como

ocurre durante los primeros dias de abstinencia, se produce una liberacién masiva de glutamato,
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precipitdndose asi un estado “hiperglutamatérgico” (Holmes et al., 2013), que combinado con la
reduccion de la funcién gabaérgica produce una sefializacién excitatoria excesiva, contribuyendo
al desarrollo del sindrome de abstinencia al alcohol, potencialmente mortal (Hillmer et al., 2015).
Esta afirmacion se fundamenta en diversos estudios de neuroimagen en los que se observan
niveles elevados de glutamato y glutamina en la corteza cingulada anterior y NAc en pacientes
con TUA durante la fase de abstinencia (Bauer et al., 2013; Yeo et al., 2013), asi como en la
menor disponibilidad de receptores GABAa observada principalmente en la corteza, el cerebelo,
el NAc y el HIP de estos pacientes (Lingford-Hughes et al., 1998; Lingford-Hughes et al., 2012).
Estos datos explican que tras la administraciéon de acamprosato, un modulador del receptor
NMDA y agonista parcial del receptor GABAs, se observe una reduccién del cociente
glutamato/creatina en la corteza cingulada durante la abstinencia, y que se corrija, al menos en
parte, la alteracion en los procesos de regulacion excitatoria/inhibitoria (Hillmer et al., 2015).

Aferencias glutamatérgicas
(p. ej. de la corteza)

{ Alcohol
Interneurona 2

del VTA - ; & 4/
Alcohol  — 7 )
DA DA—>
»

Aferencias * ¥
glutamatérgicas
(p. ej. dela

amigdala) VTA NAc

Figura 8. Regulacién gabaérgica y glutamatérgica de las proyecciones dopaminérgicas que salen
desde el VTA (area tegmental ventral) hasta el NAc (ntcleo accumbens). Imagen extraida y adaptada
de (Nestler, 2005). DA: dopamina, GABA: acido y-aminobutirico, NAc: ndcleo accumbens, VTA: area

tegmental ventral.
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3. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL TUA

El abordaje terapéutico del TUA no va dirigido Gnicamente a tratar la dependenciay la recaida,
sino que también esta orientado al manejo clinico de diversas situaciones relacionadas con el
abuso de alcohol, como la intoxicacién y la abstinencia. La ingesta de alcohol puede producir
cuadros de intoxicacién aguda tanto en bebedores esporadicos como en bebedores croénicos,
especialmente si se dan patrones de consumo de riesgo como el consumo abusivo episddico o
el consumo en atracon. Ademas, resulta necesario destacar que la intensidad de los sintomas,
la existencia o no de un consumo cronico de alcohol previo, asi como las caracteristicas del

paciente y de su entorno, condicionaran su manejo terapéutico (Guardia Serecigni et al., 2008).

3.1 Farmacos empleados en laintoxicacién aguda

El cuadro clinico propio de la intoxicacion alcohdlica aguda se caracteriza por incoordinacion
motora, marcha inestable, nistagmo, alteracion de la atencion y de la memoria, lenguaje
desordenado, estupor e incluso coma, que se acompafian de cambios psicolégicos y
conductuales, hecho que se refleja en las alteraciones emocionales y de la capacidad de juicio
(American Psychiatric Association, 2013). El tratamiento durante esta fase de intoxicacion aguda
tiene como objetivo el manejo de la sintomatologia, controlando factores clinicos como el
reequilibrio hidroelectrolitico, a la vez que se pauta vitaminoterapia (con tiamina para evitar
evolucién a Wernicke-Korsakoff), tratando las enfermedades médicas intercurrentes y la posible
comorbilidad psiquiatrica, y previniendo, en Ultima estancia, su evolucion a un sindrome de
abstinencia alcohdlica grave (Saitz and O'Malley, 1997).

El sindrome de abstinencia puede precipitarse cuando un paciente con dependencia fisica al
alcohol interrumpe su consumo. Normalmente, aparecen sintomas relacionados con el
desequilibrio de la homeostasis cerebral, causado por la supresion repentina del efecto del
alcohol y asociado a cambios en la produccion, liberacion y regulacion de multiples
neurotransmisores (Nutt, 1999; De Witte et al., 2003). A pesar de que el efecto tras el cese del
consumo es observable en los diferentes sistemas de neurotransmision, la alteracion en los
procesos de regulacién es especialmente notable en los sistemas gabaérgico (Dodd et al., 2000)
y glutamatérgico (Tsai et al., 1995), resultando finalmente en un estado de hiperactividad
glutamatérgica (Alele and Devaud, 2005) como se ha mencionado previamente. Es precisamente

esta descompensacién neuroquimica la que justifica el uso de farmacos con actividad
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gabaérgica, como los benzodiacepinas, en el tratamiento del sindrome de abstinencia y en la
prevencion de la aparicién del delirium tremens (Holbrook et al., 1999).

También es habitual el empleo de farmacos agonistas az-adrenérgicos como la clonidina,
Utiles en asociacién con otros farmacos para controlar la sintomatologia provocada por el
aumento del tono noradrenérgico (Guardia Serecigni et al., 2008). Asimismo, también se emplean
farmacos anticonvulsivantes que antagonizan receptores glutamatérgicos y canales de sodio
como la carbamazepina y la oxcarbazepina. En este sentido, se han llevado a cabo ensayos
clinicos en los que se ha evaluado la potencial utilidad terapéutica de ciertos agentes
antiepilépticos, como la oxcarbazepina, para el tratamiento del sindrome de abstinencia al
alcohol (Croissant et al., 2009). El empleo de este anticonvulsivante parece resultar eficaz a la
hora de reducir la sintomatologia caracteristica del sindrome de abstinencia al alcohol. Ademas,
no presenta riesgo de abuso o depresidn respiratoria, al contrario que los farmacos clasicamente
empleados para este fin, como las benzodiazepinas (Schik et al., 2005). No obstante, el nivel de
evidencia disponible hasta la fecha no es concluyente respecto a los efectos de la oxcarbazepina
en el TUA. Por este motivo, la realizacion de estudios adicionales es fundamental para avalar la

utilidad de este antiepiléptico en el sindrome de abstinencia a alcohol (Koethe et al., 2007).

3.2 Farmacos empleados en la deshabituaciéon alcoholica

A pesar del grave impacto sociosanitario que constituye el TUA, las opciones de tratamiento
disponibles para la deshabituacion alcohdlica presentan una eficacia limitada (Lee and Leggio,
2014). Hasta la fecha, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia de
Medicamentos Europea (EMA) han aprobado solo tres principios activos para el tratamiento
farmacolégico de la dependencia alcohdlica: NTX, disulfiram y acamprosato (Rosner et al.,
2010a; Rosner et al., 2010b; Jarosz et al., 2013; Skinner et al., 2014).

3.2.1 Farmacos antidipsotropicos o interdictores

Los farmacos antidipsotrépicos o interdictores, pueden resultar convenientes en pacientes
con disposicién a mantenerse abstemios, siempre y cuando se administren bajo supervision
sanitaria o familiar. Con este fin, se utiliza tanto el disulfiram como la cianamida calcica. Ambos
se caracterizan por bloquear la enzima aldehido-deshidrogenasa, lo que impide la transformacién
del acetaldehido, derivado de la deshidrogenacion del alcohol, en acetato. Esto provoca una
acumulacion de acetaldehido en el torrente sanguineo, desencadenando asi un sindrome
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acetaldehidico que se caracteriza por vasodilatacion, taquicardia, palpitaciones, mareo-vértigo,
sudoracién, dolor precordial, rubefaccién facial, nauseas, vémitos, diplopia o visiéon borrosa,
alteraciones de la presion arterial, cefalea, dificultad respiratoria y sudoracién. Estos sintomas,
que suelen aparecer entre los primeros 10-20 minutos tras el inicio del consumo de alcohol,
presentan una intensidad proporcional a la dosis de disulfiram y a la cantidad de alcohol ingerida,
llegando a producir, en los casos mas graves, depresion respiratoria, arritmia, infarto agudo de
miocardio, colapso cardiovascular, pérdida de conciencia, convulsiones e incluso la muerte
(Guardia Serecigni et al., 2008). Cabe destacar que la administracion supervisada de disulfiram
consigue una mayor reduccion del numero de dias de consumo excesivo de alcohol, un mayor
namero de dias globales sin beber, e incluso, un mayor nimero de dias hasta el primer consumo
de alcohol que la NTX y el acamprosato (Laaksonen et al., 2008).

El principal problema que deriva del tratamiento con disulfiram es que, si los pacientes no
presentan un alto grado de motivacion por mantenerse sobrios, la adherencia terapéutica es muy
baja, pues el paciente evita tomar la medicacion con el fin de prevenir los efectos desagradables
gue experimenta cuando vuelve a consumir alcohol. Esta problematica ha tratado de paliarse
mediante el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas de disulfiram de liberaciéon prolongada.
Sin embargo, a pesar de constituir una alternativa muy interesante, la marcada variabilidad de la
biodisponibilidad de este farmaco tras su implantacidon subcutanea (Garbutt et al., 1999), asi
como la notable incoherencia entre los resultados obtenidos (revisién: (Garbutt et al., 1999)), han
provocado la desestimacion de esta alternativa terapéutica como una opcién superior a la

administracion oral de disulfiram.

3.2.2 Farmacos anti-deseo

El deseo de consumo o “craving” es un estado motivacional intenso por consumir una
pequefia cantidad de alcohol o de otras sustancias psicotropicas, que puede ser acentuado por
estimulos condicionados, asi como por eventos que puedan provocar estrés en el paciente
(Anton, 1999). Durante los ultimos veinte afios, diversos estudios han tratado de explicar el
sustrato neurobiolégico del “craving”, sefialando la responsabilidad directa de las estructuras
anatomicas y los sistemas de neurotransmisién que componen el circuito de la recompensa
cerebral en el desarrollo de este estado (Koob et al., 1998). Entre los farmacos que poseen un
notable efecto anti-deseo o “anti-craving” destaca la NTX, farmaco con afinidad por los receptores

opioides y, & y k. Su utilidad farmacoldgica en la deshabituacion alcohdlica se relaciona
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principalmente con el antagonismo del receptor p, que produce: a) inhibicion de la estimulacién
de neuronas dopaminérgicas en el NAc, a pesar del aumento de la liberacién de -endorfinas
inducido por el alcohol; y b) reduccion de la desinhibicion mediada por -endorfinas en distintas
regiones cerebrales.

Hasta la fecha, distintos metaanalisis y revisiones sistematicas han confirmado que el uso de
NTX parece efectivo en el manejo del TUA, pues reduce el “craving” o deseo irrefrenable de
consumo, asi como el nimero de dias en los que se produce un consumo elevado de alcohol
(Rosner et al., 2010b; Maisel et al.,, 2013). Sin embargo, diversos estudios han puesto de
manifiesto la elevada variabilidad interindividual entre los pacientes tratados con NTX (Kranzler
and Van Kirk, 2001; Streeton and Whelan, 2001; Srisurapanont and Jarusuraisin, 2005a),
mostrando que el tratamiento con este farmaco no resulta siempre efectivo. Entre las posibles
causas de esta variabilidad, se ha postulado que el trasfondo genético de los pacientes tratados
podria influir notablemente en la respuesta terapéutica (Monterosso et al., 2001; Rubio et al.,
2005). Concretamente, se ha visto que un SNP en el exdn 1 del gen del receptor U opioide
(Oprm1l) (118 A>G) provoca una sustitucion de una asparagina (Asn) por un aspartato (Asp) en
la posicion 40 de la secuencia de aminodacidos del receptor p-opioide (Asn40Asp), produciéndose
3 genotipos distintos (AA, AG y GG). De entre estos, la B-endorfina se une con una afinidad 3
veces superior al receptor que presenta la variante mutada (AG) cuando se compara con la forma
alélica comun (AA)(Bond et al., 1998; Chamorro et al., 2012). En base a la evidencia disponible,
parece que este motivo es responsable de que el tratamiento con NTX sea mas efectivo en
aquellos pacientes que presentan el genotipo AG o GG (Chamorro et al., 2012).

A lo largo de los dltimos afios, otros farmacos capaces de modular el sistema opioide interno
han sido propuestos como nuevas herramientas farmacologicas en el manejo terapéutico del
TUA (Mann et al., 2016). Este es el caso del nalmefeno, un antagonista de los receptores
opioides P y ©, que actlia, a su vez, como agonista parcial de los receptores k (Bart et al., 2005).
Sin embargo, a pesar de que existen numerosas revisiones sistematicas y metaanalisis que
avalan su eficacia a la hora de reducir el consumo de alcohol (Keating, 2013; Soyka, 2014; Mann
et al., 2016), otros estudios sefialan la necesidad de ensayos clinicos en los que este farmaco
se compare con un control activo (NTX) y no frente a placebo (Fitzgerald et al., 2016). Asimismo,
varios autores ponen de manifiesto la inexistencia de estudios coste-efectividad que sustenten
el uso del nalmefeno y critican las irregularidades metodoldgicas de estudios que apoyan su uso
(Braillon, 2014; Spence, 2014; Fitzgerald et al., 2016), o bien, directamente concluyen que no
existe evidencia suficiente que avale su uso en el manejo del TUA (Palpacuer et al., 2015).

21



Otro de los farmacos comunmente empleados en el tratamiento de la deshabituacion
alcohdlica es el acamprosato. Este farmaco, esta relacionado estructuralmente con la taurina, el
GABA y el glutamato. Su mecanismo de accién se basa en restaurar la actividad GABAérgica
disminuida por el consumo crénico de alcohol, corrigiendo asi el estado de hiperexcitabilidad
neuronal observado en pacientes con TUA en proceso de deshabituacién (Guardia Serecigni et
al., 2008). Esta neurorregulacion reduce el “craving” o deseo compulsivo de beber, hecho que
explica que el acamprosato reduzca la gravedad y el nimero de recaidas en el tratamiento de
pacientes alcoholicos en periodo de abstinencia (Chick et al., 2003; Mann et al., 2004; Donoghue
et al., 2015; Plosker, 2015).

No obstante, Spanagel y colaboradores han propuesto recientemente que el efecto
terapéutico que presenta el acamprosato sobre el TUA se debe al calcio presente en su
formulacién como sal (Spanagel et al., 2014). Segun los estudios que llevaron a cabo in vitro, el
acamprosato no es capaz de activar el receptor glutamatérico metabotrépico 5 (mGIuR5) ni el de
NMDA, a los que clasicamente se ha atribuido su accion terapéutica, demostrando que carece
de efectos psicoactivos. Ademas, comprobaron que la administracion de la sal calcica de
acamprosato o solamente la administracion de cloruro de calcio reducia el consumo de etanol
en ratas, mientras que la administracion de una sal sédica de este farmaco no producia ningin
efecto. A la vista de estos resultados, se llevé a cabo un ensayo clinico en el cual se observé que
la concentracién plasmatica de calcio de los pacientes se correlacionaba con el éxito del
tratamiento, esto es, los pacientes que presentaban una calcemia mas elevada permanecian
abstinentes durante mayor tiempo (Spanagel et al., 2014). En base a estos resultados, los
autores concluyeron que el acamprosato no es psicoactivo per se y que su utilidad terapéutica
reside en la sal célcica empleada para su formulacion (Spanagel et al., 2014).

3.2.3 Estrategias terapéuticas adicionales

Al margen de los farmacos aprobados para el tratamiento de la deshabituacion del TUA, es
habitual el empleo de diversos tratamientos farmacolégicos fuera de indicacién, como el
topiramato. Este antiepiléptico presenta un mecanismo de accién de amplio espectro y ha
demostrado ser potencialmente efectivo en el tratamiento de la dependencia alcohdélica (Johnson
et al., 2003; Navarrete et al., 2014; Guglielmo et al., 2015), principalmente por sus propiedades
anti-impulsivas (Rubio et al., 2009; Navarrete et al., 2012), uno de los rasgos conductuales mas

relacionados con la vulnerabilidad por el consumo de sustancias de abuso como el alcohol. Sin
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embargo, la severidad y la frecuencia de algunos efectos adversos sobre la capacidad de
concentracion y memoria ligados al uso del topiramato, registrados en diversos estudios clinicos
(Olmsted and Kockler, 2008; Stringer et al., 2008), resaltan la necesidad de busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas.

En este sentido, durante los uUltimos afios distintos farmacos que actlan sobre el sistema
serotoninérgico, como la buspirona (agonista parcial del receptor 5-HT1a) y el ondansetrén
(antagonista de los receptores 5-HTz) han demostrado ser de utilidad clinica, especialmente en
el manejo de los cuadros de ansiedad que acompafian al TUA (Johnson et al., 2000; Johnson et
al., 2011; Marcinkiewcz et al., 2016). Otros autores también han evaluado la potencial eficacia
de determinados agentes antipsicoticos como la olanzapina, la quetiapina o el aripiprazol, que
han resultado eficaces en la prevencion de recaidas, especialmente en pacientes diagnosticados
de trastornos psicoéticos o esquizofrenia (Hutchison et al., 2006; Ray et al., 2010; Brunetti et al.,
2012; Shibasaki et al., 2012).

Otra estrategia comunmente empleada en el tratamiento del TUA es la asociacion de varios
farmacos, con el objeto de alcanzar un efecto terapéutico superior al obtenido en monoterapia.
Este enfoque se fundamenta en la utilizacién de dosis inferiores de cada uno de los farmacos a
las empleadas en monoterapia, hecho que permite disminuir la frecuencia e intensidad de
algunas reacciones adversasy, por lo tanto, mejorar la adherencia terapéutica. Ademas, el hecho
de combinar varios farmacos que presenten un mecanismo de accion diferente, permite obtener
una respuesta terapéutica superior (Lee and Leggio, 2014). En este sentido, existen diversos
estudios en los que se evalla la combinacion de NTX con otros farmacos, tales como la
gabapentina o los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, mostrando efectos
superiores a los obtenidos en monoterapia con NTX (Anton et al., 2011; Froehlich et al., 2013).
Sin embargo, dada la variabilidad metodolégica entre estos estudios no se puede concluir que el
empleo de una combinacion farmacologica sea mas eficaz en todos los pacientes (Lee and
Leggio, 2014).

Otra de las herramientas esenciales para un correcto manejo terapéutico del TUA es el
abordaje psicoterapéutico, que permite al paciente desarrollar habilidades para mantenerse
abstemio y evitar recaidas. Esto se consigue mediante distintas intervenciones, tales como
entrevista mativacional, intervencion breve, terapia cognitivo-conductual, tratamiento residencial,
grupos de apoyo y manejo de contingencia. En este sentido, los estudios disponibles constatan

gue los tratamientos con mayor evidencia cientifica son las terapias cognitivo-conductuales, las
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técnicas de autocontrol, el abordaje de refuerzo comunitario y el entrenamiento en habilidades
sociales (Martin and Rehm, 2012).

A pesar de todas las herramientas de tratamiento expuestas, el resultado clinico de las
intervenciones en pacientes con TUA sigue siendo limitado, ya que entre el 60% y el 90% de los
pacientes con TUA recae en un periodo de 6 meses (Finney et al., 1996; Swift, 1999). Por este
motivo, resulta indispensable seguir profundizando en los mecanismos neurobiolégicos que
subyacen al TUA, asi como en la identificacién de nuevas dianas y agentes terapéuticos que

permitan disminuir la tasa de recaidas y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

4. POTENCIAL UTILIDAD TERAPEUTICA DEL FITOCANNABINOIDE CANNABIDIOL EN EL
TUA

A lo largo de las ultimas décadas, numerosas investigaciones se han centrado en caracterizar
las bases bioldgicas y moleculares implicadas en las propiedades psicoactivas de los extractos
de la planta Cannabis sativa. Hasta la fecha se han aislado un total de 120 cannabinoides, que
se clasifican en 11 grupos en funcién de su estructura quimica: A°-trans-tetrahidrocannabinol
(A®-THC), Ad-trans-tetrahidrocannabinol (A8-THC), cannabigerol (CBG), cannabicromeno (CBC),
cannabidiol (CBD), cannabinodiol (CBND), cannabielsoina (CBE), cannabiciclol (CBL),
cannabinol (CBN), cannabitriol (CBT) y un tltimo grupo en el que se engloban varios compuestos

con diferente estructura quimica (Kinghorn et al., 2017) (Tabla 3).
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Grupo quimico Estructura del compuesto de referencia Numero de compuestos
dentro del grupo

CH,

23
A°-THC
A3-THC 5
CBG 16
CBC 9
CBD 7

O OH
CBND 2

CBE

CBL

CHj3
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OH
CBN 11

CBT 9

Miscelanea En este grupo se incluyen compuestos de 30
estructuras diversas

Total 120

Tabla 3. Clasificacién de los principales fitocannabinoides extraidos de C. sativa atendiendo a su
estructura quimica (adaptado de (Kinghorn et al., 2017)). A%-THC: A°-trans-tetrahidrocannabinol, A8-THC:
A8-trans-tetrahidrocannabinol, CBG: cannabigerol, CBC: cannabicromeno, CBD: cannabidiol, CBND:
cannabinodiol, CBE: cannabielsoina, CBL: cannabiciclol, CBN: cannabinol y CBT: cannabitriol.

El principal compuesto presente en la planta es el A-9-tetrahidrocannabinol (A°-THC),
caracterizado por Gaoni y Mechoulam en 1964, y al que se le atribuyen las propiedades
reforzantes del cannabis (Gaoni and Mechoulam, 1964; Gaoni and Mechoulam, 1971). El
siguiente compuesto mayoritario, es el cannabidiol (CBD), originalmente aislado por Adams y
colaboradores (Adams et al., 1940), cuya estructura quimica se caracteriz6 por completo en 1963
(Mechoulam and Shvo, 1963).

En base a la proporcion de ambos fitocannabinoides se diferencian 3 fenotipos distintos de
C. sativa: fenotipo I, con mayor proporciéon de AS-THC (>0.5%) que de CBD (<0.5%) (A°-
THC/CBD>>1); fenotipo Il, en el que ambos componentes estan presentes en concentraciones
similares (AS-THC/CBD=1); y fenotipo lll, caracterizado por presentar un bajo contenido en
A°-THC y alto en CBD (AS-THC/CBD<<1) (Kinghorn et al., 2017).

A pesar de que ambos compuestos tienen una estructura quimica parecida, el hecho de que
presenten una conformacién espacial diferente, podria ayudar a explicar, al menos en parte, las
diferencias observadas en relacion a sus propiedades farmacolégicas. En este sentido, el
AS-THC se caracteriza por poseer una estructura plana que le permite unirse al rCB1 (Burstein,
2015). Sin embargo, en el caso del CBD, su estructura ligeramente angular produce un

impedimento estérico que obstaculiza su capacidad de unién a este receptor (Burstein, 2015).
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Este hecho hace que el CBD presente una afinidad por el rCB:1 hasta 100 veces menor que la
gue presenta el A°-THC (Zlebnik and Cheer, 2016). Esta diferencia podria justificar la ausencia
de propiedades reforzantes del CBD en contraposicion al AS-THC (Burstein, 2015). De hecho,
los datos obtenidos hasta la fecha demuestran que la administracién de CBD no produce euforia
ni intoxicacién en voluntarios sanos (Fusar-Poli et al., 2009; Winton-Brown et al., 2011; Martin-
Santos et al., 2012). De manera complementaria, estudios preliminares realizados en ratones
indican que el CBD no es capaz de inducir condicionamiento preferente de lugar, comun en

drogas con potencial de abuso como la cocaina (Parker et al., 2004; Vann et al., 2008).

4.1 Propiedades farmacolégicas del CBD

Durante los ultimos afios, numerosas investigaciones se han centrado en explorar la potencial
utilidad terapéutica del CBD en diferentes patologias poniendo de manifiesto su posible eficacia
antimicrobiana, inmunosupresora, antiemética, antirresortiva, espasmolitica, antitumoral,
antifibrética, antiinflamatoria y anticonvulsivante (EI-Remessy et al., 2006; Aviello et al., 2012;
Karmaus et al., 2013; Pisanti et al., 2017). Algunas de estas propiedades se han explorado mas
en detalle, lo que ha llevado a la aprobacién de su uso tanto por la EMA como por la FDA, del
producto comercializado bajo el nombre de Sativex® (asociacion A%>-THC:CBD (1:1)), para el
alivio sintomético de la espasticidad en esclerosis mdultiple (Syed et al., 2014). Asimismo,
recientemente ha sido aprobado su uso como antiepiléptico (Epidiolex®) en nifios con sindrome
de Lennox-Gastaut (Devinsky et al., 2018; FDA, 2018). Es interesante destacar que no se han
observado efectos adversos significativos derivados del tratamiento con CBD en los estudios
preclinicos ni en los ensayos clinicos realizados hasta la fecha, lo que avala su buen perfil de
seguridad (Zuardi et al., 1995).

Por otro lado, las evidencias encontradas hasta la fecha sugieren que el CBD también podria
ser Util en el abordaje farmacolégico de diferentes trastornos neurodegenerativos (luvone et al.,
2009; Kozela et al., 2011; Martin-Moreno et al., 2011; Perez et al., 2013) y psiquiétricos (de Mello
Schier et al., 2014; Blessing et al., 2015; Iseger and Bossong, 2015; Pisanti et al., 2017). Tanto
los estudios basicos como los preclinicos indican que el CBD presenta propiedades ansioliticas
(Bergamaschi et al., 2011; Crippa et al., 2011; Schier et al., 2012; Blessing et al., 2015; Marinho
et al., 2015), antidepresivas (El-Alfy et al., 2010; de Mello Schier et al., 2014; Linge et al., 2016)
y antipsicoéticas (Zuardi et al., 1995; Leweke et al., 2012).
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En este sentido, se ha observado que el CBD ejerce un efecto ansiolitico en el laberinto
elevado en cruz (Onaivi et al., 1990) y en el test de conflicto de Vogel (Moreira et al., 2006),
modelos animales empleados habitualmente para la evaluacion de farmacos ansioliticos como
las benzodiacepinas. De manera complementaria, el CBD es capaz de reducir la frecuencia
cardiaca en el modelo de ansiedad de condicionamiento al miedo en ratas (Resstel et al., 2006).
Anélogamente, los estudios en humanos ponen de manifiesto la capacidad del CBD para reducir
la ansiedad y mejorar el déficit cognitivo en pacientes con fobia social (Bergamaschi et al., 2011).
El conjunto de estas evidencias ha dado lugar a la realizacion de un ensayo clinico de fase |l
disefiado para evaluar el efecto ansiolitico del CBD como farmaco adyuvante en pacientes
adultos con ansiedad generalizada (identificacion: NCT02548559) empleando como variables de
estudio la capacidad de mejorar la calidad del suefio, el deterioro cognitivo, asi como la
autopercepcion de salud por parte de los pacientes. Los primeros resultados de este proyecto se
conoceran a partir de junio de 2019.

Por otro lado, el CBD ha demostrado presentar efectos antidepresivos en diferentes modelos
animales. En roedores, su administracion es capaz de reducir algunos signos representativos de
conducta depresiva en las pruebas de natacion forzada (Zanelati et al., 2010; de Mello Schier et
al., 2014; de Morais et al., 2018; Sales et al., 2018) y suspension por la cola (El-Alfy et al., 2010).
Recientemente, también se ha observado su eficacia antidepresiva en ratones sometidos a una
bulbectomia olfatoria (Linge et al., 2016), procedimiento experimental que se caracteriza por
inducir cambios conductuales, neuroquimicos e inmunolégicos similares a los observados en
pacientes depresivos (Wang et al., 2007). De igual modo, en un estudio llevado a cabo
empleando un modelo animal genético de depresion con ratas Wistar-Kyoto (WKY), el
tratamiento con CBD mejor6 la capacidad de reconocimiento de objetos y redujo la anhedonia,
incrementando la preferencia por sacarina (Shoval et al., 2016). En base a la potencial utilidad
del CBD como antidepresivo, en 2017 se inicid un ensayo clinico con el objeto de probar su
eficacia terapéutica en la fase depresiva del trastorno bipolar (identificaciéon: NCT03310593); sin
embargo, los resultados de este estudio no se conoceran hasta octubre de 2019.

En relacién a sus propiedades antipsicéticas, varios estudios basados en modelos animales
de esquizofrenia sefialan que la administracion de CBD podria reducir diferentes sintomas
positivos, como los movimientos estereotipados inducidos por apomorfina (Zuardi et al., 1991) y
la hiperactividad motora causada por sustancias psicotomiméticas (Moreira and Guimaraes,
2005; Gururajan et al., 2011). A su vez, el tratamiento con CBD corrige las alteraciones del
procesamiento de la informacidon que afectan a la regulacion sensoriomotora, presentes en
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algunas cepas animales (Levin et al., 2014) o precipitadas por la administracion de anfetamina
(Pedrazzi et al., 2015). Recientemente se ha publicado una revisién sistematica que muestra los
resultados de diferentes estudios llevados a cabo en humanos en los que se sugiere que el CBD
podria resultar de interés como antipsicotico (Iseger and Bossong, 2015). EI CBD es capaz de
contrarrestar el deterioro cognitivo y los sintomas psicéticos derivados del uso de cannabis y/o
de la administracion de THC. Estos efectos parecen explicarse, al menos en parte, por la accion
opuesta del CBD y del THC en regiones clave implicadas en la fisiopatologia de la esquizofrenia,
tales como el estriado, el HIP y la PFC (Iseger and Bossong, 2015). En base a estos resultados,
a lo largo de los Ultimos afios se han iniciado diferentes ensayos clinicos en los que se pretende
comparar la utilidad antipsicotica del CBD frente a placebo (identificacion: NCT02504151,
NCT02932605), otros antipsicéticos (identificacion: NCT00628290, NCT02051387) o como
farmaco coadyuvante (identificacion: NCT02926859). No obstante, alin no hay datos disponibles
sobre estos estudios debido a que la mayoria concluirdn a finales de 2018.

De manera complementaria, el CBD presenta propiedades neuroprotectoras con interés
terapéutico para el tratamiento de determinadas enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson o de Alzheimer. En este sentido, se ha observado que el CBD reduce
la degeneracion progresiva de neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal en un modelo
de enfermedad de Parkinson en ratas (Lastres-Becker et al., 2005; Garcia-Arencibia et al., 2007).
Asimismo, varios estudios muestran la capacidad del CBD para reducir la hiperfosforilacién de la
proteina tau (Esposito et al., 2006), asi como la produccion y la neurotoxicidad mediada por el
péptido B-amiloide (Janefjord et al., 2014; Scuderi et al., 2014) en diferentes modelos
experimentales de enfermedad de Alzheimer. Del mismo modo, su administracion reduce el area
dafiada tras un cuadro de isquemia (Hayakawa et al., 2008a; Hayakawa et al., 2008b; Hayakawa
et al., 2009; Ceprian et al., 2017), independientemente de cuando se administre, asi como las
lesiones estriatales inducidas por hierro (da Silva et al., 2014) y acido 3-nitropropiénico (Sagredo
et al.,, 2007). A pesar de que son necesarios mas estudios, parece que las propiedades
neuroprotectoras del CBD podrian relacionarse con sus efectos antioxidantes (Hampson et al.,
1998; Garcia-Arencibia et al., 2007), antiapoptoticos (luvone et al., 2004; Castillo et al., 2010) y
antiinflamatorios (Santos et al., 2015; Juknat et al., 2016).

De manera conjunta, las propiedades ansioliticas, antidepresivas, antipsicoticas y
neuroprotectoras del CBD, sugieren que podria ser Util en el tratamiento de TUS. Es por ello que
recientemente el nimero de trabajos orientados a esclarecer el posible uso terapéutico del CBD
en la adiccion ha aumentado. Los resultados obtenidos indican que el CBD es capaz de modular
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algunos aspectos relacionados con el consumo problematico de cocaina, anfetamina, opiaceos,
cannabinoides y alcohol. Especificamente, la administracion de CBD disminuye los signos de
abstinencia y las propiedades reforzantes de la morfina en roedores (Bhargava, 1976; Katsidoni
et al., 2013). Al mismo tiempo reduce la recaida y el “craving” en ratas que se autoadministran
heroina (Ren et al.,, 2009). De igual modo, el CBD reduce la autoadministracion y las
convulsiones producidas por cocaina (Gobira et al., 2015; Weiss F LA, 2016) asi como la
preferencia de lugar inducida por anfetamina (Parker et al., 2004). Ademas, un articulo publicado
este mismo afio demuestra la potencial utilidad terapéutica del CBD en el tratamiento de la
abstinencia espontdnea a cannabinoides y cémo la administracion de este farmaco modula las
alteraciones producidas en la expresién génica de determinados genes implicados en las
propiedades reforzantes de las drogas como tirosina hidroxilasa (TH), Oprm1, rCB1 y rCB:
(Navarrete et al., 2018a).

Sin embargo, solamente un estudio llevado a cabo por Liput y colaboradores ha sefialado la
potencial utilidad del CBD en el tratamiento de los efectos derivados de la intoxicacion alcohdlica.
En este trabajo, se demuestra que la administracion intraperitoneal o transdérmica de CBD
consigue reducir la neurotoxicidad observada en un modelo de consumo de etanol en forma de
atracon (Liput et al., 2013). Concretamente, se produce una reduccién del nimero de células
fluoro-jade B positivas (FJB+) en la corteza entorrinal (Liput et al., 2013), indicador empleado

para conocer el grado de neurodegeneracion (Schmued and Hopkins, 2000)

4.2 Efectos del CBD sobre dianas relacionadas con el sistema de recompensa

Hasta la fecha se han identificado mas de 65 sustratos moleculares sobre los que parece
actuar el CBD (Ibeas Bih et al., 2015). Entre ellos se incluye el receptor serotoninérgico 5-HTia,
el receptor acoplado a proteinas G 55 (GPR55), el transportador de nucleésidos 1 (ENT1), la
proteina de union a acidos grasos (FABP), el factor 2 asociado al factor nuclear eritroide 2
(NRF2), el receptor de potencial transitorio V1 (TRPV1), los canales de calcio voltaje-
dependientes tipo T, los receptores de glicina y adenosina, los receptores opioides yy 8 y el
canal de voltaje dependiente de aniones 1 (VDAC1), entre otros (Ibeas Bih et al., 2015).

Respecto al sistema cannabinoide enddgeno, los primeros estudios in vitro indicaron que el
CBD, a concentraciones submicromolares, podia actuar como antagonista del rCB1 y agonista
inverso del rCB:2 (Thomas et al., 2007). Sin embargo, evidencias posteriores obtenidas en

estudios in vivo muestran que el CBD presenta baja afinidad por estas dianas (Mechoulam et al.,

30



2007; lzzo et al., 2009; McPartland et al., 2015). En el caso del rCBzy, el CBD parece actuar como
modulador alostérico negativo (McPartland et al., 2015), alterando la potencia y eficacia con la
gue los EC activan el receptor (Laprairie et al., 2015). En relacién al rCBz, los Ultimos estudios
realizados muestran que, a pesar de que el CBD puede actuar como un agonista inverso del
mismo, esta accion se observa solo a concentraciones muy elevadas (McPartland et al., 2015).
Asimismo, el CBD inhibe la recaptacion de AEA induciendo un aumento del tono cannabinoide
endogeno. Sin embargo, al igual que ocurre con el rCB2, la concentracién efectiva media (CEso)
de CBD requerida para producir este efecto in vivo es muy elevada (De Petrocellis et al., 2011).

De manera complementaria, varios estudios han demostrado la capacidad del CBD para
actuar como antagonista de otros receptores no cannabinoides como el GPR18 y el GPR55
(Whyte et al., 2009; Sylantyev et al., 2013), proponiéndose el GPR55 como una de las principales
dianas del CBD (Ibeas Bih et al., 2015).

También se ha observado que el CBD puede actuar sobre otras dianas clave en la via de la
recompensa, como el sistema opioide enddgeno (Vaysse et al., 1987; Kathmann et al., 2006), el
sistema dopaminérgico (Poddar and Dewey, 1980; Pandolfo et al., 2011; Seeman, 2016) y
glutamatérgico (Pandolfo et al., 2011). En este sentido, el CBD parece actuar como modulador
alostérico de los receptores opioides y y & (Vaysse et al., 1987; Kathmann et al., 2006).
Asimismo, el CBD inhibe in vitro la recaptacién de dopamina y glutamato en sinaptosomas de
neuronas hipotalamicas y estriatales de rata y ratén (Poddar and Dewey, 1980; Pandolfo et al.,
2011). Recientemente se ha demostrado, por primera vez, la capacidad del CBD para actuar
como agonista parcial sobre los receptores dopaminérgicos D2 en el estriado de ratas, al competir
con la domperidona, un antagonista D2, impidiendo su union a este receptor (Seeman, 2016).
Estos datos confirman la accion directa del CBD sobre este sistema de neurotransmision y
avalando su potencial uso como antipsicatico.

Durante los Ultimos afios, también se ha evaluado la implicacion del sistema serotoninérgico
en la accion farmacolégica del CBD (Kinghorn et al., 2017). Varios estudios in vitro han
demostrado que la administracién de concentraciones submicromolares de CBD aumenta la
actividad del receptor 5-HT1a en respuesta a un agonista (Russo et al., 2005; Rock et al., 2012).
Analogamente, estudios in vivo ponen de manifiesto la capacidad del CBD para inducir
respuestas fisioldgicas mediadas por los receptores 5-HT1a. Concretamente, su administracion
produce una reduccién dosis dependiente de la frecuencia cardiaca y de la presion arterial media
en ratas sometidas a un modelo de restriccion de movimiento, a la vez que aumenta la conducta
exploratoria en el laberinto elevado en cruz (Resstel et al., 2009). Ademas, el tratamiento con
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CBD disminuye el tiempo de flotacién o de desesperanza en ratones expuestos al test de
natacién forzada de Porsolt, por lo que parece reducir los rasgos depresivos en roedores
(Zanelati et al., 2010). Curiosamente, en estos estudios se ha observado que estos efectos se
bloguean con la administracién de WAY100635, un antagonista de receptores 5-HT1a, 0 que

confirma la implicacion de este receptor en las acciones farmacoldgicas del CBD.

5. MODELOS ANIMALES DE ADICCION

Los modelos animales son paradigmas experimentales, que tratan de reproducir algunos de
los sintomas observables en las diversas patologias psiquiatricas que modelan, y en este sentido,
deberia entenderse su validez y utilidad. Actualmente, el empleo conjunto de varios paradigmas
experimentales constituye una valiosa herramienta para estudiar las alteraciones neurobioldgicas
gue subyacen a un determinado trastorno psiquiatrico, el mecanismo de accién de farmacos
comercializados y la eficacia terapéutica de nuevas moléculas (McGonigle and Ruggeri, 2014).

Con el objetivo de asegurar que los resultados que se obtengan con el uso de los modelos
animales sean aplicables a humanos, se han establecido diferentes tipos de validez: 1) de
semejanza, que compara la analogia entre la conducta observada en el modelo experimental
animal y la sintomatologia clinica del trastorno que pretende modelar; 2) causal y de constructo,
referida a que los factores que inducen el modelo animal se correspondan con los factores que
podrian desencadenar el trastorno en el ser humano; y 3) predictiva o de correlacién, que se
fundamenta en la existencia de correlacion entre los efectos de determinados farmacos en
paradigmas experimentales llevados a cabo en animales y los observados en la clinica.

En el campo de las adicciones, el empleo de modelos animales ha permitido comprender de
manera mas detallada los TUS (Koob and Volkow, 2016), principalmente debido al desarrollo de
paradigmas experimentales de naturaleza muy heterogénea que permiten evaluar distintos
aspectos del proceso de adiccién. En el caso del TUA, durante el ultimo siglo se han validado
modelos animales que permiten evaluar diferentes aspectos del consumo de etanol (Koob, 2014)
como el “craving”, la motivacion por adquirir la droga, la preferencia por la droga frente a una
sustancia no reforzante y el proceso de recaida. La combinacion de estos modelos conductuales
con estudios de biologia molecular, cominmente empleados para analizar cambios en la
expresion génica o proteica de distintas dianas implicadas en el proceso de adiccion, permite
comprender en mayor profundidad las distintas alteraciones neuroplasticas y funcionales que

subyacen al TUA.
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La ejecucién de todos los procedimientos descritos a continuacion, se describe con mayor
detalle en el apartado de materiales y métodos de los articulos adjuntados como parte del

presente trabajo.

5.1. Metodologias empleadas en el estudio de las propiedades reforzantes de las drogas

de abuso

Gran parte de los modelos animales empleados en la investigacion de conductas adictivas se
fundamentan en el aprendizaje condicionado, que implica modificaciones en la conducta como
respuesta a cambios en las condiciones ambientales. El aprendizaje condicionado puede
clasificarse en clasico o Pauloviano y operante o instrumental.

El condicionamiento clasico o Pauloviano, descrito originalmente por Ivan Pavlov en 1927, se
fundamenta en el aprendizaje asociativo, es decir, en como los estimulos biol6gicamente
relevantes como comida, agua, sexo y drogas son capaces de producir por si mismos una
respuesta en un organismo, actuando como estimulos incondicionados.

Este tipo de condicionamiento se fundamenta en las siguientes premisas:

1) Un estimulo incondicionado (EI) activa una respuesta incondicionada (RI). Sin necesidad

de un aprendizaje previo, un estimulo puede provocar un reflejo denominado respuesta
incondicionada, que es involuntaria y no requiere ser aprendida para que se produzca.

2) Un estimulo neutro (EN) no provoca una RI. Cuando un organismo es expuesto a un EN,

no se produce ningun tipo de respuesta.
3) EIEN puede convertirse en un estimulo condicionado (EC). Si el El y EN se emparejan

de forma repetida y son presentados conjuntamente al organismo, el EN se transforma
en un EC, que es capaz por si mismo de provocar una respuesta parecida a la que

provocaba el El.

En relacién al condicionamiento operante o instrumental, introducido por Skinner en 1938
(F. Skinner, 1938), este propone que los animales adquieren conductas en funcién de las
consecuencias de cada accién. Segun esta premisa, para producir un condicionamiento
operante o instrumental es necesario que una accion vaya sucedida por un refuerzo (positivo o
negativo), entendiéndose por refuerzo positivo cualquier estimulo que incremente la frecuencia
de la respuesta operante, y por refuerzo negativo, lo contrario. En este tipo de condicionamiento

el animal debe aprender una tarea tal como presionar una palanca o introducir la cabeza en un
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agujero para asi obtener una recompensa, en este caso una droga de abuso. El estudio de las
propiedades reforzantes y la motivacién por las drogas en modelos animales se ha venido
realizando a lo largo de los afios mediante la utilizacion de los paradigmas de condicionamiento
espacial (condicionamiento por preferencia de lugar (CPP)) y condicionamiento operante
(autoadministracion). Los estudios de CPP y autoadministracion han proporcionado una valiosa

informacion en relacion a las acciones reforzantes de la mayoria de drogas de abuso.

5.1.1 Condicionamiento espacial: condicionamiento por preferencia de lugar (CPP)

Este paradigma experimental permite evaluar las propiedades reforzantes de una droga de
abuso cuando se asocian con un contexto determinado (Cunningham et al., 2006). Para su
realizacion, se requiere de una caja con dos compartimentos claramente diferenciados (distintas
texturas y colores en las superficies) comunicados por una puerta que permanecera abierta o
cerrada en funcién de la fase del procedimiento (Cunningham et al., 2000; Cunningham et al.,
2006):

Fase de precondicionamiento: el primer dia de la prueba el ratén explora libremente los dos
compartimentos durante un periodo de 15-20 minutos. El objetivo de esta fase es descartar
aquellos animales que presentan preferencia por uno de los dos compartimentos de manera
natural. Consecuentemente, los ratones que permanezcan mas del 75% del tiempo en cualquiera
de los dos compartimentos, seran excluidos de la prueba.

Fase de condicionamiento: durante los 8-10 dias que dura la fase de condicionamiento, los
animales se distribuyen aleatoriamente en dos grupos (droga o vehiculo). La mitad de los
animales de cada grupo recibiran la droga o el vehiculo en un compartimento y el resto lo hara
en el otro, evitando de esta forma la preferencia natural del roedor por uno de los contextos
determinados.

Test de preferencia: una vez concluida la fase de condicionamiento, los ratones se dejan
transitar libremente entre los dos compartimentos durante 15-20 minutos, midiéndose el tiempo
de permanencia en el lado donde fueron condicionados a la droga. Los animales que muestren
una preferencia por el compartimento asociado con las propiedades reforzantes de la droga
permaneceran mas tiempo en el compartimento donde la recibieron. Una de las principales
ventajas de este disefio experimental es la ausencia de la sustancia que se pretende estudiar
durante la realizacion del test de preferencia, evitando de esta forma muchos efectos secundarios

de las drogas como sedacion o alteraciones motoras que podrian falsear los resultados.
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5.1.2 Condicionamiento operante: auto-administracién oral

La autoadministracion oral es un procedimiento experimental basado en el condicionamiento
operante, cominmente empleada como alternativa a la autoadministracion intravenosa para el
estudio de refuerzos naturales y drogas de abuso. Este procedimiento se realiza en cajas
modulares de Skinner, en las que el accionamiento de una palanca o agujero activo
desencadenard la liberacion de una sustancia reforzante, permitiendo conocer la cantidad de
sustancia consumida por el roedor, mientras que, la activacion de la palanca inactiva no tiene
ninguna consecuencia.

En el caso de la autoadministracién oral de etanol, el procedimiento comienza con una fase
de entrenamiento en la que los roedores reciben como recompensa una solucién de sacarina,
favoreciendo asi la adquisicion de la conducta operante. A continuacién, se reduce
progresivamente el contenido de sacarina de esta solucion y se incrementa la concentracion de
etanol. De esta forma, la palatabilidad del etanol no resulta tan aversiva hasta que los roedores
se acostumbran a su ingesta (Samson, 1986). Una vez habituados al consumo de etanol, los
animales son expuestos a fases de razon fija (FR) creciente, de forma que, conforme avance el
experimento, tienen que realizar un esfuerzo superior para conseguir la misma cantidad de droga
gue en las fases previas. Por Ultimo, se lleva a cabo una fase de razén progresiva (PR) en la que
se evalla la motivacion del animal por conseguir la droga. Para ello, se aplica un incremento
gradual del nimero de activaciones necesario para conseguir un refuerzo y se evalla el punto
de corte que alcanza cada ratdn, que equivale al nUmero de veces que es capaz de accionar la

palanca para conseguir un refuerzo (Soria et al., 2005).

5.2 Evaluacion del consumo crénico voluntario v preferencia de etanol

5.2.1 Sistema de dos botellas

Este procedimiento, ampliamente utilizado en modelos animales de alcoholismo (Little, 1999;
Hungund et al., 2003; Oliva and Manzanares, 2007; Femenia et al., 2010; Femenia and
Manzanares, 2012), permite conocer la preferencia y el consumo de etanol en roedores. Con
este fin, los animales son estabulados individualmente en jaulas equipadas con dos biberones
volumeétricos, que permiten medir la cantidad exacta de liquido ingerido.

Durante los primeros dias, ambos biberones contienen agua, lo que permite la habituacién al

biberdn y la estabilizacion de la ingesta de liquido. Una vez transcurrido este periodo, uno de los
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biberones contendra etanol y su concentracion se incrementara cada 3 dias (2, 4, 6, 8% v/v) (ver
Figura 9), mientras que el otro biberén siempre contendra agua, lo que permitira evaluar la
preferencia de consumo por un liquido u otro. La posicion de los biberones se va intercambiando
a lo largo de los dias para evitar sesgos de preferencia de lugar. La cantidad total de etanol
consumido se calcula individualmente para cada animal y se promedia para cada concentracion
de etanol como g/kg/dia. La preferencia por el consumo de etanol se determina como consumo

etanol / consumo etanol + consumo agua.

EtOH 8%

S Evaluacion farmacoldgica
Estabilizacion del consumo

Agua EtOH 2% EtOH 4% EtOH 6% EtOH 8%

0

Ll
L L J
y T 1

w B - -
o B -
o X -

12 26 41 dias

Figura 9. Diagrama temporal del consumo voluntario de etanol. EtOH: etanol.

5.3 Evaluacion de diferentes patrones de consumo de etanol

5.3.1 Consumo de etanol en atracén o “binge drinking”

El modelo de “drinking in the dark”, puesto a punto por Rhodes y colaboradores, es un modelo
de consumo de etanol en forma de atracén o “binge drinking” (Rhodes et al., 2005). Este
paradigma permite aproximarse al TUA con un enfoque mas traslacional, debido al aumento de
frecuencia de patrones de consumo de riesgo como el “binge drinking” registrado durante los
Ultimos afios (Rhodes et al., 2005). Este modelo permite alcanzar concentraciones plasmaticas
de etanol superiores (>1 mg/ml) a las obtenidas con otros modelos animales. Ademas, esta tasa
de etanol en sangre se mantiene invariable durante un periodo de tiempo mas largo en
comparacién con otros modelos como la autoadministracién oral, simulando de forma mas
fehaciente un cuadro de intoxicacién alcohélica (Rhodes et al., 2005).

Dos semanas antes del comienzo del procedimiento experimental, los ratones se
individualizan en jaulas con biberones volumétricos que contienen agua para garantizar la
adquisicion de un consumo estable. Los ratones son expuestos a un modelo de “binge drinking”

(4 dias/semana) en el que tendran acceso a una solucién de etanol al 20% v/v durante dos horas
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al dia, tres dias a la semana. El cuarto dia, el acceso a la solucion de etanol se ampliard hasta
un total de 4 horas. Este ciclo se repetira una vez por semana, durante 4 semanas consecutivas
(ver figura 10). Se medira el consumo de etanol (ml) todos los dias, expresandose el consumo
en g/kg.

Estabilizacion agua DID
L 1 1 1 1 L 1
I T T T T 1 1
Semanas 1 2 3 4 5 6
EtOH 20% EtOH 20% EtOH 20% EtOH 20%
2 horas 2 horas 2 horas 4 horas

L 1 1 1 1

I 1 1 Ll 1
Dias 1 2 3 4

Evaluacion  Evaluacion Evaluacion Evaluacion
consumode consumode consumode consumo de
alcohol alcohol alcohol alcohol

Figura 10. Diagrama temporal del consumo en atracén. DID: drinking in the dark.

5.4 Precipitacion del sindrome de abstinencia

El sindrome de abstinencia se define como el conjunto de manifestaciones somaticas que
aparecen al interrumpir el consumo de una droga que previamente ha producido un cuadro de
dependencia fisica. La utilizacion de un modelo animal de abstinencia permite evaluar este
componente fisico de la dependencia para algunas drogas tales como los cannabinoides (Cook
et al., 1998; Hutcheson et al., 1998) y el alcohol (Macey et al., 1996). Este sindrome de
abstinencia puede deberse a la interrupcion del tratamiento crénico de la droga (abstinencia
espontanea) o precipitarse tras la administracion de un antagonista especifico de la diana de la
droga objeto de estudio (abstinencia inducida). Independientemente del modelo, ambos inducen
un sindrome de abstinencia en el animal, con la aparicion de una serie de signos y
manifestaciones cuantificables (acicalamientos, rascaduras, levantamientos, etc..), similares a
los descritos en humanos. Ademas, la precipitacion de un sindrome de abstinencia afecta a la
conducta motora de los animales, incrementandola, por lo que la evaluacion de la distancia

recorrida también se emplea para estudiar la abstinencia. En el caso de los cannabinoides, se
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ha descrito un cuadro de abstinencia espontanea en ratones cuando se interrumpe el tratamiento
con un agonista del rCB: (Oliva et al., 2003, 2004; Aracil-Fernandez et al., 2013). Al mismo
tiempo, se ha observado un aumento de la liberacion de factor liberador de corticotropina en la
AMY central, que podria estar directamente relacionado con la manifestaciéon de los efectos

ansiogénicos del sindrome de abstinencia (Rodriguez de Fonseca et al., 1997).

5.5 Evaluacion de los efectos fisiolégicos inducidos por el consumo de etanol

Como método complementario se pueden emplear diversas pruebas que tienen como objeto
estudiar los efectos fisioldgicos del etanol, evaluando el grado de metabolizacién del mismo y la
sensibilidad que presentan los animales de experimentacién a esta sustancia, o que permite
conocer los efectos de una determinada manipulacion genética o tratamiento farmacoldgico
sobre sus propiedades farmacocinéticas y/o farmacodindmicas. Estas pruebas incluyen la
medicién de la concentracién plasmatica de etanol, y la evaluacion del grado de
hipotermia, de la pérdida del reflejo de enderezamiento y de la presencia de movimientos
y/o convulsiones inducidas por etanol.

La medicion de la concentracion plasmatica de etanol tras su administracion por via oral
de manera aguda (3 g/kg) permite conocer los niveles de etanol en sangre, pudiendo detectar
asi posibles alteraciones en su absorcion y/o metabolismo (Nowak et al., 2006). De esta forma,
se puede concluir que, si la administracion de un tratamiento modifica las concentraciones
plasméticas de etanol en comparacién al grupo control pertinente, puede estar produciéndose
una alteracion en la farmacocinética del etanol.

La evaluacion del grado de hipotermia inducida por etanol permite evaluar la sensibilidad de
los roedores a los efectos del etanol sobre la temperatura corporal tras la administracion oral de
una dosis aguda de etanol (3 g/kg), que puede verse afectada por diferencias genéticas entre
distintas cepas o como consecuencia de la exposicion a un tratamiento farmacolégico (Radcliffe
et al., 2005; Chen and Holmes, 2009). En este test, se mide la temperatura rectal antes de la
administracion de etanol, para obtener los valores basales, y después, a diferentes tiempos,
hasta que se vuelve a alcanzar la temperatura basal, relaciondndose una menor hipotermia con
una mayor resistencia a los efectos fisiol6gicos del etanol.

La evaluacioén de la pérdida del reflejo de enderezamiento inducido por el etanol se emplea
para evaluar la sensibilidad del roedor a una administracién intraperitoneal aguda de etanol (3,8

g/kg), midiendo el tiempo que tarda en despertar, 0 en recuperar su postura, tras las
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administracion de etanol (Vinod et al., 2008a). Existe una mayor sensibilidad al etanol si el animal
no consigue recuperar su postura o si transcurre mucho tiempo hasta que consigue hacerlo.

La evaluacion de la presencia de movimientos y/o convulsiones inducidos por la
manipulacion tras la administracién oral de altas dosis de etanol (4 g/kg), permite analizar la
magnitud del sindrome de abstinencia tras la intoxicacion de etanol (Goldstein, 1972; Ripley et
al., 2002; Vinod et al., 2008a). Para ello, la respuesta del animal se evalGa valorando signos
fisicos (ausencia de respuesta, movimientos faciales, convulsiones ténicas, clénicas y crisis
ténico-cldnicas), relacionandose la aparicion de crisis ténico-clénicas con una mayor gravedad

del sindrome de abstinencia.
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HIPOTESIS DE TRABAJO







En la actualidad, el TUA constituye uno de los principales problemas de salud publica a nivel
mundial. De hecho, segun los ultimos informes emitidos por la OMS, un 5,1% de la carga de
enfermedad y hasta un 5,9% de las defunciones registradas a nivel global derivan del consumo
de alcohol. De estos datos se desprende el hecho de que la prevencion y el tratamiento adecuado
de esta patologia psiquiatrica suponen una necesidad sociosanitaria innegable.

Hasta la fecha, el manejo terapéutico de los pacientes con TUA se ha fundamentado en la
combinacion de un tratamiento farmacoldgico con terapias cognitivo-conductuales. No obstante,
los tratamientos y recursos disponibles presentan una limitada eficacia, que se refleja en la
elevada tasa de recaidas (60-90%) dentro del primer afio de deshabituacion. Ante este hecho,
se hace necesario desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que, por si mismas o combinadas
con las ya existentes, supongan una mejora en el tratamiento de la dependencia alcohdélica. En
este sentido, diversos estudios han sugerido que el CBD podria ser util en el tratamiento de
diferentes patologias psiquiatricas que presentan una alta comorbilidad con TUA tales como
ansiedad, depresion y psicosis.

En base a la evidencia disponible, parece plausible hipotetizar que el CBD podria presentar
potencial utilidad terapéutica en el tratamiento del TUA. Para confirmar o descartar dicha
hipotesis, en la presente propuesta de tesis doctoral se pretende estudiar en detalle la eficacia
del CBD en distintos modelos animales empleados para evaluar las propiedades reforzantes del
etanol. Con este fin, se evaluaran los efectos del tratamiento con este cannabinoide sobre la
preferencia, el consumo, la motivacion y la recaida por el etanol, empleando diferentes dosis y
patrones de administracién. Asimismo, se profundizard en los mecanismos neurobiolégicos por

los cudles el CBD podria ser til en el tratamiento de TUA.
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OBJETIVOS







OBJETIVO GENERAL

Este proyecto pretende analizar la potencial utilidad terapéutica del CBD en el tratamiento del

TUA. Con este fin, se evaluaran los efectos de la administracion del CBD (solo 0 en combinacion

con otros farmacos) sobre las propiedades reforzantes del etanol en diferentes paradigmas

experimentales llevados a cabo en ratones C57BL/6J. De manera complementaria, se

caracterizaran cambios neurobiolégicos inducidos por el CBD sobre distintas dianas relacionadas

con el sistema de recompensa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.

VII.

VIII.

Evaluar las propiedades reforzantes intrinsecas del CBD mediante modelos animales
disefiados especificamente para este fin (Articulo 1).

Explorar la potencial utilidad terapéutica del CBD en la modulacion de las propiedades
reforzantes del etanol (motivacién y consumo) en los paradigmas de consumo
voluntario de etanol y en la autoadministracién oral de etanol, asi como su potencial
utilidad terapéutica en la prevencion de recaidas (Articulo 2).

Estudiar el efecto del CBD sobre los efectos fisiologicos inducidos por una
administracion aguda de etanol (Articulo 2).

Caracterizar los efectos de la administracion del CBD en la expresién génica relativa
de distintas dianas relacionadas con las propiedades reforzantes del alcohol: TH en
VTA 'y Oprml, rCBy, rCB2 y GPR55 en NAc (Articulo 2).

Evaluar la eficacia de la asociacion de dosis subefectivas de CBD y NTX en la
modulacién de las propiedades reforzantes del etanol (motivacion y consumo) en la
autoadministracion oral de etanol (Articulo 3).

Analizar los cambios producidos por el CBD, solo y asociado a NTX, en la expresién
génica relativa de dianas relacionadas con las propiedades reforzantes del alcohol: TH
en VTA, Oprm1 en NAc y 5-HTia en DR (Articulo 3).

Explorar si la administracion previa del antagonista del 5-HT1a, WAY-100635, modifica
los efectos de la asociacion CBD + NTX, para comprender con mayor profundidad la
relevancia de este receptor en las acciones farmacoldgicas del CBD (Articulo 3).
Estudiar la potencial utilidad terapéutica del CBD en un patrén de consumo de etanol

en forma atracén (Articulo 4).
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RESULTADOS: RESUMEN GLOBAL







En el presente estudio se ha explorado la posible utilidad terapéutica del CBD en el
tratamiento del TUA. En primer lugar, se ha evaluado el potencial del CBD como droga de abuso.
Para ello, se han empleado diversos modelos animales usados habitualmente en el estudio de
las propiedades reforzantes de distintas drogas: 1) condicionamiento preferente de lugar, 2)
modelo de sindrome de abstinencia espontaneo a cannabinoides, y 3) autoadministracién oral
de CBD. Los resultados muestran como la administracién de CBD a distintas dosis (15, 30 o0 60
mg/kg; i.p.) no induce preferencia de lugar en ratones C57BL/6J (Anexo I: articulo 1, figura 1).
De manera complementaria, no se observan diferencias en ninguno de los parametros evaluados
(distancia recorrida, nimero de acicalamientos, rascaduras y levantamientos) tras la
precipitacion de un sindrome de abstinencia espontaneo en ratones tratados con CBD (30 mg/kg;
i.p.; 2 veces al dia durante 6 dias) (Anexo I: articulo 1, figura 3). Para garantizar que la ausencia
de sintomas de abstinencia no es debida a la presencia residual de CBD, se han analizado las
concentraciones plasmaéticas de este cannabinoide a diferentes intervalos durante 24 horas tras
su administracién aguda (30 mg/kg; i.p.). Se observa que transcurridas 12h la concentracién de
CBD en plasma ha disminuido considerablemente (-85%) (Anexo I: articulo 1, figura 2).
Asimismo, los ratones expuestos a la autoadministracion oral de CBD no presentan un mayor
namero de palancas activas accionadas (Anexo |: articulo 1, figura 4d) ni un mayor consumo
en comparacién con su correspodiente grupo control expuesto a una solucion no reforzante
(agua) (Anexo I: articulo 1, figura 4g). En conjunto, estos datos sugieren que el CBD no
presenta potencial como droga de abuso.

Seguidamente, se ha evaluado la posible eficacia del CBD en la modulacion de diferentes
aspectos relacionados con el proceso de adiccion al alcohol mediante el empleo de distintos
paradigmas experimentales: consumo voluntario de etanol (preferencia y consumo de etanol) y
autoadministracion oral de etanol (motivacion y consumo de etanol). Los resultados indican que
dosis crecientes de CBD (30, 60 y 120 mg/kg, i.p.) son capaces de reducir la preferencia (-45%)
(Anexo I: articulo 2, figura 1b) y el consumo de etanol (-40%) en el sistema de dos botellas
(Anexo I: articulo 2, figura 1c).

De manera analoga, el tratamiento con una formulacién de microparticulas de liberacion
controlada de CBD (30 mg/kg/dia; s.c.), que proporciona concentraciones estables de CBD
durante 14 dias, disminuye notablemente el nimero de palancas activas accionadas (-30%)
(Anexo I: articulo 2, figura 3b) y el consumo de etanol (-35%) (Anexo I: articulo 2, figura 3c)
durante las fases FR1 y FR3, asi como el punto de corte o “breaking point” durante la fase de PR
(Anexo [: articulo 2, figura 3d). Por consiguiente, el CBD reduce tanto el consumo como la
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motivacion por el etanol. Cabe destacar que el tratamiento con CBD no produce ningun efecto
en la autoadministracién oral de agua (Anexo I: articulo 2, figura suplementaria 3), lo que
permite inferir que este farmaco actla sobre los efectos reforzantes del etanol sin alterar el
consumo de sustancias neutras.

Otro de los aspectos que se ha estudiado es la posible interaccién entre el CBD y el alcohol,
evaluando los efectos del CBD sobre diferentes pardmetros representativos de la respuesta
fisioldgica al etanol. Los resultados sefialan que el tratamiento con CBD (60 mg/kg; i.p.) previene
las convulsiones inducidas por una dosis elevada de etanol (4 g/kg; i.p.) (Anexo I: articulo 2,
figura suplementaria 2a) y la hipotermia (3 g/kg; p.o.) (Anexo [ articulo 2, figura
suplementaria 2b). Al mismo tiempo, se ha comprobado que el CBD no reduce la concentracién
plasmatica de etanol (Anexo I. articulo 2, figura suplementaria 2c), sugiriendo que la
administracion de este cannabinoide no alteraria ni la absorcién ni el metabolismo del etanol.

Para investigar algunos de los posibles cambios funcionales asociados a las acciones
conductuales inducidas por el CBD, se ha analizado la expresién génica relativa de diferentes
dianas implicadas en el proceso de adiccion. Los ratones tratados con CBD presentan una
reduccion de la TH en VTA y del Oprm1, rCBy, rCB2 y GPR55 en NAc, y un aumento del rCBzen
el NAc, tanto en el consumo voluntario (Anexo I: articulo 2, figura 2a-e) como en la
autoadministracion oral de etanol (Anexo I: articulo 2, figura 4a-e).

Adicionalmente se ha evaluado la potencial eficacia del CBD en la prevencién de recaidas en
el paradigma experimental de autoadministracion oral de etanol. La administracién de CBD
(60 mg/kg; i.p.) no produce cambios significativos en ninguno de los parametros evaluados
(numero de palancas activas accionadas y consumo de etanol). Sin embargo, empleando una
dosis mas elevada (120 mg/kg; i.p.) si se ha observado una reduccion del nimero de palancas
activas accionadas (-35%) (Anexo I: articulo 2, figura 5a) y del consumo de etanol (-40%)
(Anexo I: articulo 2, figura 5b) en ratones C57BL/6J reexpuestos a la droga tras un periodo de
extincion.

El estudio del valor terapeutico del CBD en el manejo del TUA se ha completado mediante la
evaluacién de sus efectos en combinacion con NTX, farmaco habitualmente empleado en el
tratamiento de la dependencia por el alcohol. En la autoadministracién oral de etanol, el
tratamiento con CBD (20 mg/kg/dia; s.c.), NTX (0,7 mg/kg; p.o.) o la combinacién de ambos
farmacos reduce el niUmero de palancas activas accionadas (-30%) (Anexo I: articulo 3, figura
2a) y el consumo de etanol (-37,5%) (Anexo [: articulo 3, figura 2b) durante FR1. Sin embargo,
Unicamente su combinacion resulta eficaz a la hora de disminuir el nimero de palancas activas
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accionadas (-30%) (Anexo |: articulo 3, figura 2a) y la ingesta de etanol (-32,5%) (Anexo I:
articulo 3, figura 2b) durante FR3 y la motivacion (“breaking point”) durante la fase de PR
(Anexo [: articulo 3, figura 2c). Estos datos sefialan que la combinacion farmacolégica CBD +
NTX presenta una mayor eficacia a la hora de reducir el consumo y la motivacién que cualquiera
de los tratamientos administrados de forma aislada. De igual modo, en los estudios de gPCR se
ha observado que, a pesar de que el tratamiento con CBD o la combinacion CBD + NTX reduce
la expresion génica de la TH en VTA (Anexo I: articulo 3, figura 3a) y del 5-HT1a en el DR
(Anexo I: articulo 3, figura 3c), solamente la administracion de CBD + NTX reduce la expresion
génica del receptor opioide Oprm1 en el NAc (Anexo I: articulo 3, figura 3b).

En resumen, los resultados en el andlisis de expresion génica, sugieren que las alteraciones
inducidas por el CBD en dianas clave en el proceso de adiccién al etanol (TH, Oprm1, GPR55,
CBar, CBur, 5-HT1a), podrian contribuir, al menos en parte, a su eficacia en reducir la preferencia,
el consumo, la motivacién y prevenir la recaida. Para precisar la importancia de alguna de estas
dianas en el efecto del CBD, se ha estudiado si el bloqueo del receptor 5-HT1a puede bloquear
los efectos del CBD. Los resultados muestran que la administracion del antagonista del receptor
5-HT1a, WAY-100635 (0,3 mg/kg; i.p.), bloquea los efectos terapéuticos de la combinacion
CBD + NTX sobre la motivacion y el consumo de etanol (Anexo I: articulo 3, figura 4), lo que
pone de manifiesto la relevancia del receptor 5-HT1a en la accidn terapéutica del CBD.

De manera complementaria, se ha evaluado la eficacia del CBD en un patrén de consumo en
forma de atracén empleando el modelo de “drinking in the dark”. En este estudio se han empleado
ratones C57BL/6J de ambos sexos, debido al mayor consumo y velocidad de progresiéon de
“binge drinking” a TUA descrita en mujeres. Los resultados obtenidos confirman que las hembras
expuestas a un modelo de “binge drinking” presentan un mayor consumo de etanol al observado
en machos (Anexo [: articulo 4, figura 2). Es de interés destacar que la administracién aguda
de CBD (15, 30 o 60 mg/kg; i.p.) no tiene efectos sobre el consumo de etanol en atracon en
ninguno de los dos sexos (Anexo I: articulo 4, figura 3a 'y 3b). Sin embargo, su administracion
repetida (30 o 60 mg/kg; i.p., durante 4 dias) reduce el consumo de etanol (30-50%) en machos
(Anexo I: articulo 4, figura 3c-d).

A nivel neuroquimico, las hembras tratadas con vehiculo presentan mayor expresion génica
de la TH en el VTA (Anexo I: articulo 4, figura 4a) y del Oprm1 en el NAcc (Anexo I: articulo
4, figura 4d) en comparacién con los machos. Asimismo, los cambios comportamentales
observados en machos tratados con CBD (60 mg/kg; i.p.) se acompafian de una reduccion de la
expresion de la TH en (-25%) (Anexo I: articulo 4, figura 4b) y del Oprm1 (-30%) (Anexo I:
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articulo 4, figura 4e) en el VTA y en el NAc, respectivamente. No obstante, el tratamiento
repetido con CBD no produce cambios significativos en ninguna de las dianas analizadas en
hembras (Anexo I: articulo 4, figura 4c y 4f).

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la potencial utilidad
terapéutica del CBD, solo 0 en combinacion con NTX, en el tratamiento del TUA. Asimismo, los
hallazgos presentados sefialan que el CBD modifica la expresion génica de distintas dianas
cerebrales relacionadas con las propiedades reforzantes del etanol (TH en VTA, Oprm1, rCBs,
rCB2y GPR55 en NAc y 5-HT1a).
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DISCUSION GENERAL







Los resultados obtenidos en el presente trabajo ponen de manifiesto la potencial utilidad
terapéutica del CBD en el tratamiento del TUA. Esta afirmacion se apoya en las siguientes
evidencias: 1) el CBD carece de potencial como droga de abuso; 2) el tratamiento con CBD
reduce la preferencia, el consumo, la motivacién y la recaida al etanol, en una serie de modelos
animales clasicamente empleados para evaluar diferentes aspectos del proceso de adiccion
alcohdlica; 3) la asociacion de CBD con dosis subefectivas de NTX induce una reduccion de la
motivacion y del consumo de etanol en la autoadministracion oral superior a la producida por
cualquiera de los farmacos por separado; 4) el tratamiento con CBD modula la expresion génica
de distintas dianas relacionadas con las propiedades reforzantes del etanol (TH en VTA, Oprm1,
rCBu, rCB2y GPR55 en NAcy 5-HT1a en DR) y 5) la administracion repetida de CBD reduce el
consumo de etanol en forma de atracén y las alteraciones en la expresién génica relacionadas
(TH en VTAy Oprm1 en NAc) en ratones machos.

En la actualidad, el TUA se encuentra entre las tres primeras causas de enfermedad,
discapacidad y muerte (Organizacién Mundial de la Salud, 2014). A pesar de las herramientas
terapéuticas disponibles para su tratamiento, entre un 60-90% de los pacientes presenta
recaidas durante el primer afio de abstinencia (Finney et al., 1996; Swift, 1999; Moos and Moos,
2006). Por este motivo, es imprescindible el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que,
por si mismas o en combinacidn con las ya existentes, permitan su correcto manejo terapéutico,
contribuyendo a reducir la tasa de recaidas y la morbimortalidad asociada, aumentando en Ultima
instancia la calidad de vida de los pacientes y de sus familiares.

En este sentido, el creciente nUmero de estudios que sugiere que el CBD presenta eficacia
como ansiolitico, antidepresivo, antipsicotico y como neuroprotector (El-Alfy et al., 2010; Leweke
et al., 2012; Liput et al., 2013; Blessing et al., 2015) ha propiciado que se evalle su posible
eficacia en el tratamiento de diferentes patologias psiquiatricas, como los TUS. Al tratarse de un
compuesto extraido del cannabis, en algunos paises se encuentra clasificado como droga de
abuso (Gobierno de Estados Unidos., 1970; Gobierno de Canada., 2018), hecho que dificulta la
realizacion de estudios basicos y clinicos. Cabe destacar que esta consideraciéon resulta
incoherente con la evidencia disponible, que demuestra que el CBD: 1) presenta baja afinidad
por el rCBy, responsable de las propiedades reforzantes del A°-THC (Burstein, 2015; Zlebnik and
Cheer, 2016), y 2) no induce sintomas de euforia o intoxicacién en voluntarios sanos (Fusar-Poli
et al., 2009; Winton-Brown et al., 2011; Martin-Santos et al., 2012). Sin embargo, hasta la fecha
ningun estudio ha sido disefiado especificamente para explorar las posibles propiedades
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reforzantes del CBD. Por consiguiente, el primer bloque de experimentos se ha centrado en
caracterizar el posible perfil del CBD como droga de abuso.

En primer lugar, se ha observado que la administracion de CBD a dosis elevadas (15, 30y 60
mg/kg; i.p.) no produce sesgo atencional en la prueba de CPP. Estos resultados coinciden con
el trabajo realizado por Vann y colaboradores, en el que se demuestra que el CBD (1y 10 mg/kg;
i.p.) no induce CPP en ratas (Vann et al., 2008). Seguidamente, se ha evaluado la capacidad del
CBD para inducir sintomas de dependencia fisica analizando los signos somaticos y la actividad
motora tras la precipitacion de un sindrome de abstinencia espontanea a CBD, empleando un
protocolo previamente descrito (Oliva et al., 2003, 2004; Aracil-Fernandez et al., 2013). Los datos
obtenidos muestran como tras la interrupcion del tratamiento con CBD (60 mg/kg; i.p. 2 veces al
dia), no aumenta el numero de levantamientos, rascaduras, acicalamientos ni la distancia
recorrida, lo que pone de manifiesto la incapacidad del CBD para inducir abstinencia. Ademas,
el hecho de que no se detecten concentraciones plasméticas de CBD en el momento de la
evaluacion de estos parametros (12 horas tras la interrupcion del tratamiento con CBD), confirma
gue la ausencia de signos somaticos y de alteraciones en la actividad motora no es debida a
concentraciones residuales de CBD. Adicionalmente, en este estudio se ha podido comprobar
gue el CBD no induce autoadministracion oral, al no observarse diferencias entre el nimero de
palancas activas accionadas entre los ratones que se autoadministran CBD en comparacion con
una sustancia neutra (agua). Estos resultados coinciden con un estudio previo publicado por
Katsidoni y colaboradores, en el que se propone que el CBD por si mismo no parece activar el
sistema de recompensa (Katsidoni et al., 2013). En conjunto, estos hallazgos ratifican que el CBD
no presenta potencial como droga de abuso, permitiendo descartar que sus posibles efectos
sobre otras drogas puedan ser debidos a sus propias propiedades reforzantes.

A continuacion, se ha evaluado si el CBD puede modular el consumo y la preferencia por el
etanol empleando el modelo de consumo voluntario de las dos botellas. Los resultados indican
que el CBD (30, 60 y 120 mg/kg; i.p.) reduce la preferencia y el consumo de etanol, sugiriendo
asi que el CBD podria regular las propiedades reforzantes del etanol.

Posteriormente, se han analizado los efectos del CBD sobre la motivacion por consumir etanol
en el paradigma de la autoadministracion oral de etanol. En este estudio, se ha empleado una
formulacion de microparticulas de liberacion controlada de CBD (30 mg/kg; s.c.) que proporciona
concentraciones plasmaticas estables durante 2 semanas (Hernan Pérez de la Ossa, 2012). Esta
formulacion supone un gran avance terapéutico, puesto que evita el marcado efecto de primer
paso hepatico caracteristico de la administracién por via oral de CBD (Siemens et al., 1980;
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Mattes et al., 1993), mejorando asi su biodisponibilidad. Ademas, la via subcutanea constituye
una alternativa mas traslacional que la administracion intraperitoneal, pues ayuda a mejorar la
adherencia al tratamiento. Los datos obtenidos indican que el tratamiento con CBD, mediante
esta nueva formulacién, reduce la ingesta de etanol y la motivacion por su consumo,
representada a través del nimero de palancas activas accionadas, en todas las fases de la
autoadministracién (FR1, FR3 y PR). En esta misma linea, otros autores han demostrado que el
tratamiento con una formulacién transdérmica de CBD (2,5g de CBD por cada 100 g de gel)
reduce notablemente la autoadministracién de cocaina en ratas (Weiss F LA, 2016; Gonzalez-
Cuevas et al., 2018). De manera complementaria, el CBD no produce ninguna alteracion en el
consumo de sustancias sin propiedades reforzantes, como el agua, lo que permite confirmar que
la accion del CBD es especifica sobre drogas con potencial de abuso.

Teniendo en cuenta la elevada tasa de recaidas en pacientes diagnosticados de TUA (Finney
et al., 1996; Swift, 1999) y la capacidad del CBD para reducir la recaida a determinadas drogas,
como los opiaceos (Hurd et al., 2015), se ha analizado también su posible eficacia en minimizar
el proceso de recaida a alcohol. La recaida se ha evaluado empleando un modelo de
autoadministracion oral de etanol (Blegen et al., 2018), con pequefias modificaciones, en el que
se alternan periodos de deprivacion de etanol (2 dias) con periodos de consumo (5 dias). Tras
el segundo periodo de deprivacion, y una vez estabilizado el consumo de etanol, se lleva a cabo
una fase de extincibn de la conducta operante durante 5 dias. Durante esta fase, el
accionamiento de la palanca activa no provoca la emisién de ningan estimulo (ni acustico ni
visual) ni la liberacion de etanol (Zghoul et al., 2007). Transcurrido este periodo de abstinencia
forzada, los sujetos se exponen de nuevo al etanol. EI CBD (120 mg/kg; i.p.) reduce la recaida
por el etanol (nimero de palancas y consumo). Estos resultados coinciden con los publicados
por Gonzéalez-Cuevas y colaboradores recientemente, donde muestran que el tratamiento con
una formulacion transdérmica de CBD (15 o 30 mg/kg) reduce la recaida por el etanol inducida
farmacolégicamente o por contexto en ratas Wistar (Gonzalez-Cuevas et al., 2018). A pesar de
que son necesarios futuros estudios en los que se exploren dosis y patrones de administracion
de CBD adicionales, los datos obtenidos hasta el momento sefialan la posible utilidad del CBD
en el proceso de recaida en el TUA.

Para completar estos resultados, se han estudiado los efectos de la administracion de CBD
sobre la respuesta fisiolégica inducida por etanol. El tratamiento con CBD (60 mg/kg; i.p.) bloquea
la hipotermia y las convulsiones inducidas por una dosis elevada de etanol. Ademas, el CBD (60
mg/kg; i.p.) no modifica las concentraciones plasmaticas de etanol. En su conjunto, estos datos
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ponen de manifiesto que el CBD no induce ninguna alteracion en el metabolismo/absorcion del
etanol. Consecuentemente, es posible afirmar que la accién del CBD sobre las propiedades
reforzantes del etanol no es debida a interacciones farmacocinéticas.

La asociacién de dos 0 mas farmacos se ha convertido en una de las estrategias terapéuticas
empleadas con mayor frecuencia en la practica clinica para el tratamiento del TUA. Con este tipo
de abordaje se pretende alcanzar un efecto terapéutico superior al observado en monoterapia y
reducir las reacciones adversas derivadas del tratamiento farmacologico. Por ello, en los ultimos
afios, miltiples estudios se han centrado en evaluar la eficacia de la combinacion de NTX,
farmaco de referencia en el tratamiento del TUA, con otras herramientas farmacoldgicas
comunmente empleadas en la deshabituacion alcohdlica (Lee and Leggio, 2014; Navarrete et al.,
2014; Sawicka and Tracy, 2017; Nicholson et al., 2018). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos
realizados, ninguna combinacion ha resultado ser terapéuticamente superior como consecuencia
de la elevada variabilidad entre los resultados obtenidos en los diferentes estudios realizados
(Lee and Leggio, 2014). Dada la descrita eficacia del CBD para modular las propiedades
reforzantes del etanol, se ha evaluado si la administracion conjunta de CBD y NTX podria resultar
de interés terapéutico en el tratamiento del TUA. Para ello, se han explorado los efectos de la
combinacion de dosis subefectivas de NTX (0,7 mg/kg; i.p.) y CBD (20 mg/kg; s.c.) en la
autoadministracion oral de etanol. La seleccién de estas dosis se ha realizado teniendo en cuenta
estudios previos. En el caso de la NTX, se ha seleccionado la dosis de 0,7 mg/kg (p.o.), dosis
considerablemente inferior a la utilizada en la mayoria de estudios, ya que a pesar de ser eficaz
en reducir el consumo de etanol en algun trabajo (Navarrete et al., 2014), esta dosis no siempre
resulta efectiva (Oliva and Manzanares, 2007). En el caso del CBD, se ha seleccionado una dosis
inferior (20 mg/kg; s.c.) a la dosis utilizada (30 mg/kg; s.c.) en el estudio previo que habia
demostrado ser eficaz en reducir el consumo y la motivacion por el etanol (Viudez-Martinez et
al., 2018b). Los resultados obtenidos reflejan que la asociacién de CBD y NTX reduce tanto el
consumo como la motivacién por el etanol (ndmero de palancas activas accionadas) en todas
las fases de la autoadministracién oral de etanol estudiadas (FR1, FR3 y PR). A pesar de que,
tanto el CBD (20 mg/kg; s.c.) como la NTX (0,7 mg/kg; p.o.) administrados por separado
consiguen reducir el consumo de etanol y el nimero de palancas activas durante FR1, solamente
su asociacion es capaz de reducir ambos parametros conforme se aumenta el esfuerzo necesario
para conseguir la recompensa (FR3 y PR). Consecuentemente, este estudio demuestra la

superioridad terapéutica de la combinacion CBD + NTX frente a la administracion de cualquiera
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de estos farmacos por separado, sugiriendo asi la potencial utilidad de esta asociacién en el
manejo del TUA.

Para profundizar en los mecanismos neuroquimicos a través de los cuales el CBD ejerce sus
efectos sobre las propiedades reforzantes del etanol, se ha analizado mediante gPCR la
expresion génica de diferentes dianas implicadas en el sistema de recompensa. Este sistema
estéd integrado por las proyecciones dopaminérgicas del VTA al NAc (Nestler et al., 1993; Koob
et al.,, 1998). Diversos estudios revelan que tras el consumo de alcohol, se produce una
activacion de las neuronas dopaminérgicas del VTA, que resulta en una marcada liberacién de
dopamina en el NAc (Volkow et al., 2007; Mitchell et al., 2012). Este aumento del tono
dopaminérgico parece ser dosis-dependiente (Weiss et al., 1993; Weiss et al., 1996) y resulta
coherente con la sobreexpresion de la TH, enzima limitante para la sintesis de dopamina,
descrita en el VTA de ratones y ratas tras la exposicion aguda (Oliva et al., 2008) o crénica a
etanol (Ortiz et al., 1995; Lee et al.,, 2005). Al mismo tiempo, estos cambios parecen estar
regulados mediante el sistema opioide enddégeno. Concretamente, las B-endorfinas y las
encefalinas producen un aumento de la liberacion de dopamina en el NAc a través de la
activacion de los receptores p y 0 tras la ingesta de etanol, por lo que las alteraciones en estas
dianas también tienen una repercusion directa en el sistema de recompensa (Koob, 1992). En
base a esta evidencia, se ha estudiado la expresion de TH en el VTA y del Oprm1 en el NAc de
ratones tratados con CBD y sometidos a las pruebas de consumo voluntario y autoadministracion
oral de etanol. En todos los estudios realizados se ha observado que el CBD (30 mg/kg; i.p.)
reduce la expresién de TH en el VTA, independientemente del patron de consumo de etanol
analizado (consumo voluntario y autoadministraciéon oral). Estos resultados concuerdan con
estudios previos, en los que se demuestra que la reduccion de la TH es caracteristica de
farmacos que modulan el consumo de etanol (Jacobsen et al., 2018). En el estudio de la
asociacion CBD + NTX, la reduccidon observada tras la administracion conjunta de ambos
farmacos fue mas significativa (-50%) que la producida por el CBD (-35%). A diferencia de los
resultados obtenidos en estudios previos realizados por nuestro grupo (Navarrete et al., 2014),
no se ha observado ninguna alteracién de la expresion de la TH en el VTA de los ratones tratados
Unicamente con NTX. Esta discrepancia podria deberse, al menos en parte, a que las dosis
subefectivas de NTX empleadas en este estudio no siempre resultan eficaces a la hora de reducir
el consumo de etanol en roedores (Oliva and Manzanares, 2007) y a las diferencias en el fondo

genético de los animales empleados en cada estudio (C57BL/6 OlaHsd en el estudio de

50



(Navarrete et al., 2014) y C57BL/6J en los realizados en la presente tesis (Viudez-Martinez et al.,
2018a; Viudez-Martinez et al., 2018b).

En el caso del Oprml, se ha observado una disminucion de su expresion génica en los
animales tratados con CBD, solo o en combinacién con NTX. Estos resultados coinciden con los
datos publicados en un estudio reciente, en el que se observa que la administracién de CBD es
capaz de reducir la expresion de Oprm1 en ratones tratados con CP-55,940, un agonista del rCB1
(Navarrete et al., 2018a). Asimismo, son coherentes con los resultados obtenidos previamente
por Kathmann y colaboradores, en los que se muestra la capacidad del CBD para actuar como
modulador alostérico de los receptores y y & opioides (Kathmann et al., 2006). Cabe destacar
gue determinados farmacos aprobados para el tratamiento del TUA, como la NTX, actdan a
través de este receptor. En su conjunto estas evidencias demuestran que los efectos del CBD
sobre las propiedades reforzantes del etanol podrian deberse, en parte, a su accion a través de
este receptor.

Considerando el creciente nimero de estudios que sefialan la implicacién del sistema
cannabinoide endégeno en el TUA (Rodriguez de Fonseca et al., 1999; Onaivi et al., 20083a;
Onaivi et al., 2008b; Ortega-Alvaro et al., 2015; Liu et al., 2017) y la posible accién directa e
indirecta del CBD sobre sus principales receptores (rCB1 y rCB2) (Ibeas Bih et al., 2015; Kinghorn
et al., 2017), también se han analizado los efectos del CBD sobre estas dianas en el NAc de
ratones expuestos a los modelos de consumo de etanol descritos anteriormente.

En primer lugar, el tratamiento con CBD reduce la expresion génica del rCBi1. Estos datos
coinciden con un estudio previo publicado por Ren y colaboradores, en el que se muestra como
el CBD disminuye la expresibn de este receptor en el NAc de ratas expuestas a la
autoadministracion de heroina (Ren et al.,, 2009). Asimismo resultan coherentes con los
resultados derivados de otras investigaciones, donde se propone que el CBD podria actuar como
como modulador alostérico no competitivo del rCB1, alterando la hidrélisis de AEA por inhibicion
de la FAAH (Bisogno et al., 2001; Laprairie et al., 2015).

En relacion al rCBz, se produce un aumento de su expresion en el NAc de los ratones tratados
con CBD. Este resultado indica que el CBD podria bloquear el descenso de rCB2 observado tras
el consumo de etanol (Sanchez-Marin et al., 2017). Ademas, teniendo en cuenta que la ausencia
de rCB: se ha relacionado con una mayor vulnerabilidad por el consumo de etanol (Ortega-Alvaro
et al., 2015), los datos derivados de este estudio permiten inferir que los efectos del CBD sobre
las propiedades reforzantes del etanol también podrian estar regulados por los efectos de este
farmaco sobre el rCB:.
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Otro de los receptores sobre los que actlian los cannabinoides enddgenos es el GPR55, que
ademas parece ser uno de los principales sustratos descritos para el CBD (Kinghorn et al., 2017).
En este trabajo se puede comprobar como el CBD reduce la expresion del GPR55 en el NAc en
el consumo voluntario y la autoadministracion de etanol. Estos hallazgos son coherentes con los
publicados recientemente por Agudelo y colaboradores, en los que se muestra una alteracion en
la expresién del GPR55 en células mononucleares de sangre periférica de pacientes alcohdlicos
(Agudelo et al., 2013), reforzando asi la potencial implicacién de este receptor en el proceso de
adiccion al alcohol.

Durante las ultimas décadas, diferentes estudios han demostrado la implicacion del sistema
serotoninérgico en el TUA (Sellers et al., 1992; Kelai et al., 2003; Koob, 2003). En este sentido,
se ha propuesto que la region del DR podria desempefiar un papel importante en el
procesamiento de los estimulos reforzantes, dado el elevado numero de proyecciones
serotoninérgicas que proceden de esta regién cerebral (Simon et al., 1976; Rompre and
Miliaressis, 1985) y forman conexiones con distintas estructuras de la via de recompensa (Peyron
et al.,, 1998; Johnson, 2004; Liu et al., 2014; Ogawa et al., 2014; Weissbourd et al., 2014).
Analogamente, se ha observado como el consumo prolongado de etanol produce alteraciones
significativas en la homeostasis de 5-HT a nivel central como consecuencia de la
supersensibilidad del 5-HT1a en el DR (Kelai et al., 2008). Asimismo, la modulacion farmacolégica
de este receptor mediante agonistas parciales reduce el consumo de alcohol (Hedlund and
Wahlstrom, 1996; Belmer et al., 2018). Este dato resulta de especial interés, ya que el CBD ha
sido propuesto como un posible agonista 0 modulador alostérico del 5-HT:a (Ibeas Bih et al.,
2015; Kinghorn et al., 2017). Por este motivo, se ha analizado la expresion de este receptor en
el DR de los ratones empleados en el estudio de la combinaciéon CBD + NTX. El tratamiento con
CBD, solo o en combinacion con NTX, reduce la expresion génica del 5-HTia en el DR. Sin
embargo, no hay ninguna modificacion en el grupo tratado Unicamente con NTX. Estos datos
estan en consonancia con estudios previos en los que se muestra que el CBD puede actuar como
modulador alostérico del 5-HT1a (Russo et al., 2005; Campos et al., 2012).

En base a los cambios observados hasta el momento como consecuencia del tratamiento con
CBD (disminucién de TH en VTA y de 5-HTia en DR, reduccion de Oprml, rCB:1 y GPR55 y
aumento del rCB2 en el NAc) se ha disefiado un estudio farmacologico empleando la
autoadministracion oral de etanol para profundizar en el mecanismo de accién por el cual el CBD
parece modular las propiedades reforzantes del etanol. El tratamiento previo con WAY 100635,
antagonista del 5-HT14, bloquea los efectos inducidos por la combinacion CBD+NTX (reduccion
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de la motivacién y el consumo de etanol), sin presentar accion por si mismo. Estos datos estan
de acuerdo con el estudio previo realizado por Kastidoni y colaboradores, en el que el pre-
tratamiento con WAY 100635 evita los efectos del CBD sobre la autoadministracion intracerebral
de morfina (Katsidoni et al., 2013). En su conjunto, estos resultados confirman que el efecto
terapéutico del CBD sobre las propiedades reforzantes del etanol parece estar regulado, al
menos en parte, por el receptor 5-HT1a.

Durante los Ultimos afios se ha registrado una evolucion en el patrén de consumo de alcohol,
siendo cada vez mas comunes ciertos patrones de consumo de riesgo, entendidos como aquellos
en los que la ingesta de alcohol supera los limites del consumo prudente (Gunzerath et al., 2004).
Un claro ejemplo de esto es el aumento de frecuencia del consumo de alcohol en atracén o “binge
drinking” (Soler-Vila et al., 2014; Substance Abuse and Mental Health Services Administration,
2014), caracterizado por la ingesta de 5 bebidas alcohélicas o0 mas en el caso de los hombres, y
4 0 més en el de las mujeres, en un lapso de tiempo inferior a 2 horas. Este incremento de la
prevalencia de “binge drinking” es especialmente notable entre la poblacién adolescente
(Hermens and Lagopoulos, 2018), ya que el 75% de los entrevistados en la encuesta EDADES
admite haber consumido alcohol durante el dltimo afio y un 22,2% lo ha hecho en forma atrac6n
en los ultimos 30 dias (Observatorio Espafiol de la Droga y las Adicciones, 2016). Estos datos
son altamente preocupantes considerando que este tipo de consumo resulta especialmente
perjudicial para los adolescentes cuyo sistema nervioso esta en fase de maduracion (Dir et al.,
2017) y aumenta el riesgo de desarrollar TUA durante la etapa adulta (Hingson et al., 2006b,
a). Por otro lado, las diferencias en funcién del sexo respecto a este tipo de patrones de consumo
han cobrado una gran importancia. Diversos autores han descrito que las mujeres progresan de
un consumo en atracon a TUA de manera mas rapida que los hombres (Becker et al., 2012) y
gue existe una mayor vulnerabilidad a la hora de desarrollar trastornos psiquiatricos atribuibles
al consumo de alcohol en mujeres (Erol and Karpyak, 2015; Dir et al., 2017). En base a esta
evidencia, el Ultimo objetivo de esta tesis ha sido evaluar la potencial utilidad del CBD en un
patrén de consumo en atracon en ratones de ambos sexos. Los datos obtenidos en este estudio
muestran como las hembras consumen una mayor cantidad de etanol que los machos,
reforzando asi los resultados publicados por otros autores en los que se pone de manifiesto la
influencia del sexo en la ingesta de etanol (Melon et al., 2013; Satta et al., 2018). Esta divergencia
también fue evidente en los analisis de expresion génica, donde se registran unos valores de TH
en el VTA y del Oprm1 en el NAc mas elevados en hembras, que podrian ser debidos al mayor
consumo de etanol detectado en los estudios de conducta. Cabe destacar que, previamente otros
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autores han descrito una regulacién diferencial de los sistemas dopaminérgico y opioide
endogeno entre ambos sexos (Gillies et al., 2014; Dir et al., 2017), que resulta coherente con los
datos obtenidos en este estudio. Puesto que el CBD parece actuar sobre las propiedades
reforzantes del etanol modulando estas dianas, parece plausible hipotetizar que las diferencias
entre machos y hembras podrian resultar especialmente significativas para observar un efecto
terapéutico. Para dilucidar si esta hipétesis es correcta, se han evaluado los efectos de la
administracion aguda y repetida de CBD sobre el consumo de etanol en atracén en ratones
macho y hembra. A pesar de que el tratamiento agudo con este fArmaco no produce ninguin
efecto relevante sobre la conducta de los roedores, la administracion repetida de CBD es capaz
de reducir notablemente el “binge drinking” en machos, asi como la expresion de la TH en el VTA
y del Oprm1 en el NAc. En contraposicién, no se observa ningin cambio significativo en el
consumo o en la expresion génica de ambas dianas en las hembras. En base a estas evidencias,
parece sensato inferir que las diferencias descritas por otros autores, respecto a los sistemas
dopaminérgico y opioidérgico entre ambos sexos, podrian condicionar la respuesta terapéutica
al CBD. Esta afirmacion refuerza la idea propuesta por Becker y colaboradores, quienes sugieren
gue los tratamientos que actlan sobre dianas relacionadas con estos sistemas de
neurotransmisidn podrian tener un efecto diferencial en funcién del sexo del sujeto (Becker et al.,
2012).

En resumen, los resultados presentados en esta tesis ponen de manifiesto la potencial utilidad
terapéutica del CBD en el TUA. La administracién de este cannabinoide reduce la preferencia, el
consumo, la motivacién y la recaida a etanol en roedores, a la vez que modifica la expresion
génica de diversas dianas implicadas en el proceso de adiccion alcohdlica (TH en VTA, Oprml1,
rCBsi, rCB2 y GPR55 en NAc y 5-HTiaen DR). Estos efectos sobre las propiedades reforzantes
del etanol parecen estar mediados, al menos en parte, por el receptor 5-HTia, pues tras el
tratamiento previo con un antagonista, la administracion de CBD no presenta ninguna accion
observable en la prueba de autoadministracion oral de etanol. Por dltimo, la capacidad del CBD
para reducir el consumo de etanol en un modelo de atracdn en roedores termina de completar el
cuerpo de evidencia que avala que este farmaco puede resultar de potencial interés en el
tratamiento del TUA.

54






FUTURAS DIRECCIONES







Los resultados de la presente tesis suponen el primer paso para el desarrollo de estudios
clinicos sobre la potencialidad terapéutica del CBD en el tratamiento de TUA en humanos.
Teniendo en cuenta que el CBD ya se encuentra aprobado por la AEM y la FDA para el
tratamiento de la espasticidad en esclerosis multiple (Sativex®, CBD:THC, 1:1) y recientemente
para diferentes sindromes epilépticos en nifios (Epideolex®), y su buen perfil de seguridad, ya
que no se han descrito efectos adversos destacables, se hace factible realizar un estudio piloto
gue permita obtener datos preliminares sobre la eficacia del CBD en pacientes que presentan
TUA.

De manera complementaria, otras lineas a explorar seria evaluar la utilidad del CBD en otros
TUS, como opioides y cocaina, algunas de las cuales ya se han empezado a estudiar en nuestro
laboratorio.

Ademés, también se evaluara la capacidad del CBD de modular la ansiedad y depresion,

patologias que presentan una alta comorbilidad con los TUS, como el TUA.
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. EI'CBD no se comporta como una sustancia de abuso, por lo que su accién terapéutica sobre
otras drogas no parece deberse a sus propiedades reforzantes intrinsecas.

. La administracién de CBD reduce el consumo, la preferencia, la motivacion y la recaida al
etanol en diferentes paradigmas experimentales en roedores.

. Eltratamiento con CBD evita que se produzcan los efectos fisiolgicos inducidos por el etanol
sin alterar su concentracion plasmatica, lo que permite afirmar que la accion del CBD no se
debe a una interferencia en el proceso de absorcion o de metabolizacién del etanol.

. La administracién de dosis subefectivas de la asociacion de CBD con NTX reduce mas
significativamente la motivacion y el consumo de etanol que cualquiera de los dos farmacos
por separado.

. La administracién repetida de CBD reduce la ingesta de etanol en forma de atracon.

. El tratamiento con CBD modula la expresion de diferentes dianas cerebrales implicadas en el
proceso de adiccién a alcohol (TH en VTA, Oprm1, rCB1, rCB2 y GPR55 en NAc y 5-HT1a en
DR).

. Conjuntamente, estos resultados sefialan al CBD como una potencial herramienta
farmacoldgica en el tratamiento del TUA.
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Abstract

Recent evidence suggests that cannabidiol (CBD) may be useful for the treatment of different
neuropsychiatric disorders. However, some controversy regarding its profile as a drug of abuse
hampers the further development of basic and clinical studies. In this study, the behavioral profile
of CBD as a potential drug of abuse was evaluated in C57BL/6J mice. Reinforcing properties of
CBD (15, 30 and 60 mg/kg; i.p.) were assessed using the conditioned place preference (CPP)
paradigm. Spontaneous withdrawal symptoms and motor activity in the open field were examined
12 h after the last CBD administration (30 mg/kg/12 h, i.p., 6 days). CBD plasma concentrations
were measured at 2, 4, 8, 12 and 24 h after the administration of CBD (30 mg/kg, i.p.).
Furthermore, an oral CBD self-administration paradigm (50 mg/kg; CBD water-soluble 1.2
mg/mL) was performed to evaluate if this drug produced any effects on motivation compared to a
non-reinforcing substance (water). We found that CBD failed to induce CPP, withdrawal
symptoms or altered motor behavior 12 h after its administration. At that time, only traces of CBD
were detected, ensuring that the lack of alterations in somatic signs and locomotor activity was
not due to residual drug in plasma. Interestingly, mice displayed similar motivation and
consumption of CBD and water. Taken together, these results show that CBD lacks activity as a
drug of abuse and should stimulate the development of the basic and clinical studies needed to
elucidate its potential therapeutic use for the treatment of neuropsychiatric and drug use

disorders.

Keywords: cannabidiol; cannabinoid receptor; drug abuse; conditioned place preference; oral

CBD self-administration; withdrawal syndrome.
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Introduction

The plant Cannabis Sativa contains more than 400 natural compounds, 120 of which are
phytocannabinoids™. The main psychotropic constituent is delta-9-tetrahydrocannabinol (A9-
THC), isolated for the first time by Gaoni and Mechoulam in 19641, A9-THC mediates the
rewarding properties of cannabis through binding to specific G-protein-coupled receptors, mainly
the cannabinoid type 1 receptor (CB:R)®. In contrast, the structure of cannabidiol (CBD), the
second major ingredient of cannabis, was characterized by Mechoulam and Shvo in 1963. This
compound appears to lack activity as a drug of abuse!® due to its low affinity on CB1 receptors
(100-fold lower affinity than THC)[,

In the last two decades, a variety of research groups has examined the effects of CBD in
basic and clinical studies. The results obtained suggest that CBD has beneficial effects highly
relevant for the management of neurological disorders such as epilepsy!®1%, multiple sclerosis!**
121 Parkinson’s diseasel*> 4 and Alzheimer diseasel*> 6. Moreover, there is a large body of
evidence revealing that CBD improves cognition*”! and neurogenesisi*® 19 with anxiolytic!20-23],
antidepressanti?#2¢1 and antipsychotic-like effectsl?’-32, supporting its potential usefulness for the
treatment of neuropsychiatric and drug-use disorders.

The mechanisms underlying these effects are still not well understood®® but seem to include
more than 65 key targetsi® 3%, To date, the orphan G protein-coupled receptor GPR55, the
intracellular vanilloid the nuclear peroxisome proliferator-activated receptor-y and the serotonin
5-HT:1a receptor appear to be crucial for the effects of CBDI® 203537 |n addition, CBD is a putative
inhibitor of anandamide reuptake and hydrolysis and the adenosine transporter, indirectly
increasing the levels of this endocannabinoid and adenosine, respectively 3739, Although CBD
appears to indirectly activate CB1R by increasing anandamide levels, several studies have also

identified CBD as a negative allosteric modulator of CB1R™. Furthermore, there is evidence
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suggesting that CBD seems to act as an inverse agonist or antagonist of the cannabinoid type 2
receptor CBzRI 41421,

Despite the number of findings suggesting the potential therapeutic use of CBD, there is some
controversy regarding its profile as a drug of abuse. CBD is currently classified as a Schedule 1
drug according to the United Nations Single Convention on Narcotic Drugs of 1961 and the
Comprehensive Drug Abuse Prevention and Control Act of the United States (US)*3l. A Schedule
1 controlled substance is defined by the Controlled Substance Act (CSA) as a substance
presenting “no currently accepted medical use, a lack of accepted safety for the use under
medical supervision, and a high potential for abuse”. Furthermore, CBD is classified as a
Schedule 2 drug according to the Controlled Drugs and Substances Act in Canada also inferring
“a high potential for abuse which may lead to severe psychological or physical dependence”*4,
This fact significantly hampers the further development of basic and clinical studies, even though
there is no scientific/experimental evidence supporting these considerations“’l. To date, no
previous studies have been specifically designed to evaluate the potential properties of CBD as
a drug of abuse, but several studies have suggested that CBD lacks potential as a drug of abuse.
This assumption is based on the lack of an autonomic response (euphoria or intoxication) in
patients treated with CBD“>47 and the failure of CBD to induce conditioned place preference in
two animal studies!*® %1, However, no further behavioral assays commonly used for the evaluation
of drug addiction have been performed.

To shed light on the potential properties of CBD, this study evaluated the behavioral profile of
CBD as a potential drug of abuse by using widely accepted behavioral tests commonly used for
the evaluation of different aspects of drug addiction: attentional bias, motivation to consume and
withdrawal syndrome. Dose-response effects of CBD were tested in the conditioned place

preference (CPP) test, symptoms of potential spontaneous withdrawal syndrome (motor activity
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and withdrawal signs after the cessation of CBD administration) were evaluated, and oral CBD

self-administration was tested in C57BL/6J mice.

Material and methods

Animals

Male C57BL/6J mice from Harlan (Barcelona, Spain) weighing 20-25 g were housed in groups
of six per cage (40 x 25 x 22 cm) under controlled conditions (temperature, 21 + 2°C; relative
humidity, 60 = 10 %; 12-h light/dark cycle, lights on from 8:00 AM to 8:00 PM). Behavioral
analyses were initiated 1 week after acclimatization to the animal room and were performed by
placement of the home cage in the operant-task room during the development of conditioning
experiments. All studies were conducted in compliance with the Spanish Royal Decree
1201/2005, the Spanish Law 32/2007 and the European Union Directive of September 2214, 2010

(2010/63/UE), regulating the care of experimental animals.

Drugs

For CPP and the evaluation of CBD withdrawal syndrome, CBD was obtained from STI
Pharmaceuticals (Essex, United Kingdom), dissolved in ethanol:cremophor:saline (1:1:18) and
injected intraperitoneally (i.p.) at the appropriated doses (CPP: 15, 30 and 60 mg/kg; CBD
withdrawal syndrome: 30 mg/kg/12 h, 6 days).

For the oral CBD self-administration procedure, water-soluble CBD (purified CBD organic plant
extract, 99.9% purity (HPLC), total THC content (%) <0.01%; CBD Pur US, Hilton Head Island,
SC, USA) was purchased. This formulation is a water-soluble powder with certain excipients that
increase the oral bioavailability of CBD. The water-soluble CBD contains 99.9% pure CBD, arabic
gum, maltodextrin and polyphosphates and is a nano-sized formulation to avoid the stickiness-

related problems of CBD. CBD was immediately dissolved in distilled water (37 °C) before its use,
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following the instructions of the manufacturer, at the desired concentration (50 mg/kg; CBD water-
soluble solution (1.2 mg/mL)). This concentration was calculated considering the average number
of active lever presses (50), the volume released in each lever’s activation (25 pL) and the weight

of the mice to provide a final dose of 50 mg/kg.

Dose-response effects of CBD on CPP

CPP was performed following a protocol previously described®!. The CPP apparatus consisted
of two compartments (30 x 20 x 20 cm), one black with a smooth plastic floor and the other one
white with a stainless-steel grid floor, separated by a sliding door. The CPP procedure consisted
of three phases:

A) Pre-conditioning phase: on day 1, mice were placed between the two compartments and
allowed free access to the entire apparatus for a period of 20 min. Mice that spent more than 75%
of time in any of the two compartments were discarded from the experiment.

B) Conditioning phase: on days 2-11, the animals were randomized and assigned to the
vehicle (VEH) or CBD groups (15, 30, 60 mg/kg; i.p.) (n = 8/group). CBD groups were
counterbalanced for chamber type (context A/B) associated with VEH and CBD. Animals
remained in the conditioned compartment for 15 min.

C) Test day: on day 12, the door was opened, and mice were placed in the center to allow free
exploration of the two compartments. The time that mice spent in each compartment was
recorded during the 15-min session using the SMART (Spontaneous Motor Activity Recording

and Tracking) software system (Panlab, Barcelona, Spain).
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Determination of plasma CBD concentrations
Before the evaluation of the CBD withdrawal syndrome, plasma concentrations of CBD were
measured to confirm that there was no significant amount of CBD remaining in the blood that
could disturb the interpretation of the results.

Briefly, after a single administration of CBD (30 mg/kg; i.p.), trunk blood was collected from
mice at different time points (2, 4, 8, 12 and 24 h). The extraction and analysis of plasma was
performed using a method previously described with some modifications®®l. Aliquots of 0.1 mL of
plasma were transferred to 12-mL glass tubes and spiked with cannabidiol-d3 (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain). After dilution with 0.1 M ammonium acetate buffer (pH 4.0), samples were
extracted with tert-butyl methyl ether. The dry organic extracts were reconstituted in 75 pL of a
mixture of water:acetonitrile (10:90, v/v) with 0.1% formic acid (v/v). Detection of CBD in plasma
was performed using an Agilent 1200 series HPLC system (Agilent Technologies, CA, USA)
coupled to a 6410 Triple Quadrupole LC-MS (Agilent Technologies, CA, USA) mass spectrometer
with an electrospray interface. Chromatographic separation was achieved on a C18-CSH column
(3.1 x 100 mm, 1.8 um particle size) (Waters Corp., Milford, MA, USA) at 40 °C. The electrospray
ion source was set on the positive ionization mode. The mass spectrometry detection was done
by single-reaction monitoring. Quantification was calculated with the slope (s), intercept and
correlation coefficient (r) by weighting the (1/x) least-squares linear regression of the peak area
ratio (analyte/IS) versus the concentration of the standard. The detection limit (LOD) and
quantification limit (LOQ) of the analytical procedure were 0.15 ng/mL and 0.45 ng/mL,

respectively.

CBD withdrawal syndrome
The analysis of the CBD withdrawal syndrome was carried out according to a protocol

previously described by our group for cannabinoid spontaneous withdrawal? 531, Briefly, CBD (30
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mg/kg; i.p.) or VEH were administered twice a day for 6 days (n = 8/group). On day 7, 12 h after
the last administration of CBD or the corresponding VEH, motor activity and behavioral withdrawal
signs (rearing, grooming and rubbing) were evaluated during a 15-min period of 15 min (see
schematic representation, Figure 3A).

Motor activity was recorded using SMART software, and withdrawal signs were recorded using

video cameras and further analyzed by a blind observer.

Oral CBD self-administration paradigm

Oral CBD self-administration paradigm was based on a method previously described by our
group with some modifications®®. Oral CBD self-administration tests were carried out in 12
modular operant chambers (Panlab, Harvard Apparatus) equipped with a chamber light, two
levers, one receptacle to receive a drop of liquid solution, one syringe pump, one stimulus light
and one buzzer. Packwin software (Panlab) controlled the stimulus and fluid delivery and
recorded the operant responses. Pressing one lever did not produce any action (inactive lever),
whereas pressing the other lever delivered 25 pL of fluid combined with the delivery of a 0.5-s
light stimulus and a 0.5-s, 2850 Hz, 85 dB buzzer (active lever), followed by a 6-s timeout period.
The experiment was divided into three phases (see schematic representation, Figure 4):

A) Training phase: mice were given 1-h daily saccharin (0.2%) self-administration sessions
during days 1-10. During the first five days of the training phase, food was provided 1 h before
the beginning of each session to increase the motivation for the active lever (postprandial). The
following five days of the training phase and during the rest of the experiment, food access was
provided after the end of each daily session (preprandial).

B) Saccharin substitution phase: during this phase, the saccharin concentration was reduced,
and the CBD concentration was increased. Mice were given 1-h daily saccharin 0.15% + 50 mg/kg

CBD (CBD water-solution 1.2 mg/mL) or VEH (days 11-13), saccharin 0.1% + 50 mg/kg CBD
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(CBD water-solution 1.2 mg/mL) or VEH (days 14-16) and saccharin 0.05% + 50 mg/kg (CBD
water-solution 1.2 mg/mL) or VEH (days 17-19) sessions. Mice that maintained a stable response
with less than 30% deviation from the mean of the last 3 consecutive sessions and gave at least
75% of their responses on the active lever were selected for the following phase.

C) CBD (50 mg/kg, 1.2 mg/mL) consumption phase: for days 20-25, saccharin was removed
from the solution, and mice were given 50 mg/kg CBD (CBD water-solution 1.2 mg/mL) or VEH
for 1 h a day under a fixed ratio 1 (FR1) reinforcement schedule.

All solutions used in this paradigm were prepared daily, immediately prior to the beginning of

the experimental procedure.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) with
repeated measures (RM) followed by the Student-Newman-Keul test to compare CBD plasma
concentrations at different time points. The CPP and oral CBD self-administration paradigms data
were analyzed using two-way analysis of variance (ANOVA) with repeated measures (RM)
followed by the Student-Newman-Keul test. Motor activity and somatic withdrawal signs (rearing,
grooming and rubbing) were analyzed using Student’s t-test. Statistical analyses were performed
with SigmaStat (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) software. Differences were considered

significant if the probability of error was less than 0.05.

Results

Conditioned place preference

Statistical analysis revealed that CBD did not induce CPP at any of the doses evaluated (15,
30 and 60 mg/kg, i.p.). No differences were observed between the time spent in the drug-paired
compartment during pre-conditioning (Pre-C) and post-conditioning (Post-C) at any of the CBD
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doses tested (Figure 1) (two-way RM ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test;
treatment: F@20) = 0.305, P = 0.821; time: F,20) = 1.104, P = 0.306; treatment x time: F@g20) =

0.535, P = 0.663). No differences between the groups were observed with respect to Pre-C

Scores.

CBD plasma concentrations
CBD plasma concentrations were significantly reduced after its administration (30 mg/kg; i.p.).
Indeed, after 8 h, CBD plasma concentrations were reduced by 90% (Figure 2) (One-way ANOVA

followed by Student-Newman-Keuls test; Fs, 47y = 38.532, P<0.001).

CBD withdrawal syndrome

The cessation of CBD administration did not induce any alteration in motor activity or somatic
signs. No significant differences in the distance travelled were observed between the CBD- and
VEH-treated groups (Figure 3B) (Student’s t-test: t = 1.648, 14 df, P = 0.122). Furthermore, there
were no differences in number of rearings (Student’s t-test: t = 1.129, 14 df, P = 0.278, Figure
3C), groomings (Student’s t-test: t =-1.026, 14 df, p = 0.322, Figure 3D) or rubbings (Student’s t-

test: t =-1.163, 14 df, P = 0.268, Figure 3E) between the CBD- and VEH-treated group.

Oral CBD self-administration

During the training phase, there were no differences in the number of effective responses (two-
way RM ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, treatment, F(,230) = 1.602, p = 0.219;
day, F.239) = 37.847, P < 0.001; treatment x day, F,239 = 0.547, P = 0.839, Figure 4B) nor in the
volume of fluid intake between both groups (two-way RM ANOVA, treatment, F,239) = 1.561, P =
0.225; day, F9,239) = 38.000, P < 0.001; treatment x day, F,239 = 0.568, P = 0.822, Figure 4E).

Likewise, no differences were found between VEH- and CBD-treated mice during the substitution
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phase in the number of effective responses (two-way RM ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls test, treatment, F1,215 = 0.272, P = 0.607; day, F@,215) = 12.155, P < 0.001; treatment x day,
F@.215 = 1.293, p = 0.25, Figure 4C) nor in the volume of fluid intake (two-way RM ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls test, treatment, Fu215 = 1.82, P = 0.191; day, F@215 = 10.204, p<
0.001; treatment x day, F,215 = 1.035, P = 0.412, Figure 4F).

During FR1 stage, no differences were found in the number of effective responses (two-way
RM ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, treatment, Fq,143 = 0.176, p = 0.679; day,
F.143) = 2.394, P< 0.679; treatment x day, Fs,143) = 0.352, P = 0.880, Figure 4D) nor in the volume
of fluid intake between groups (two-way RM ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test,
treatment, F@,143) = 0.134, P = 0.718; day, F,143 = 5.033, P< 0.001; treatment x day, F,143) =

0.264, P = 0.932, Figure 4G).

Discussion

The present study demonstrates that CBD does not seem to present a pharmacological profile
as a drug of abuse. This assumption is supported by the following observations: 1) the
administration of CBD at different doses (15, 30, 60 mg/kg) did not induce any evidence of CPP;
2) cessation of CBD administration failed to induce a withdrawal syndrome, as neither locomotor
activity alterations nor somatic withdrawal signs were detected 12 h after the last administration
of CBD administration (30 mg/kg, twice daily, 6 days); and 3) CBD failed to induce oral self-
administration, as CBD did not increase the number of active lever presses nor the consumption
during the FR1 schedule compared to water.

During the last two decades, CBD has been increasingly noted as a potential candidate for
the treatment of different psychiatric and neurological disorders [® 1315 20.24. 28] NMgreover, CBD
has also shown potential utility for the treatment of drug use disorders. For example, animal

studies revealed that CBD reduced the reward-facilitating effect and withdrawal signs associated
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with morphinel®® 581, heroin craving and relapse®? and cocaine intake in rats®8l. In addition, our
group demonstrated that the administration of CBD reduced ethanol consumption, motivation to
drink and relapse®.

In humans, preliminary clinical studies have indicated that CBD induces a rapid decrease in
cannabis withdrawal symptoms!®® and improves patient retention in withdrawal treatment®3,
Conversely, a different study showed that CBD failed to modify the subjective, reinforcing or
cardiovascular effects induced by smoked cannabis?. This disagreement may be due to the
short period of CBD treatment, the experimental design (authors did not evaluate the long-term
effect in abstinent patients to measure the relapse rate) and/or the oral administration of CBD,
which provides a low bioavailability. Nevertheless, the available preclinical and clinical data
suggest a high therapeutic potential of CBD for the management of drug use disorders.

However, in some countries, CBD is still classified as a substance with abuse potentiall*3 441,
which hampers the development of further basic and clinical studies and creates a misconception
that does not match any scientific evidence/criteria®?l. In fact, available evidence suggests that
CBD is not a drug of abuse in animals“® 49 or humans[*446l, Our study further supported this
consideration by demonstrating that CBD did not exert drug abuse potential in any of the
behavioral tests evaluated.

CPP, a well-established test used to determine whether a substance induces reinforcing
properties 506365 \was not produced by CBD at any of the doses tested (15, 30 or 60 mg/kg, i.p).
These results complement previous data reported by Vann and colleagues!*® demonstrating that
CBD (1 and 10 mg/kg) did not induce CPP in mice. Similarly, another study showed that CBD (5
mg/kg) did not induce CPP in ratsi“®. Moreover, the present study also provides further
information since higher unexplored doses of CBD (30 and 60 mg/kg, i.p.), commonly employed

in other studies, were evaluated here. Taken together, these results strongly suggest that CBD
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does not induce CPP at low nor high doses, indicating that CBD does not induce reinforcing
properties.

To evaluate if CBD may induce a potential withdrawal syndrome, we examined locomotor
activity and somatic signs after the cessation of repeated exposure to CBD, a common test used
to assess withdrawal symptoms after the interruption of the administration of a drug with abuse
potential [52 861 Neither alterations in locomotor activity nor somatic signs (rearing, grooming and
rubbing) were observed 12 h after CBD cessation. The absence of CBD plasma concentrations
12 h after i.p. CBD administration confirmed that the lack of alterations in somatic signs and
locomotor activity was not due to residual drug in the body.

Furthermore, this study also demonstrated that CBD failed to induce oral self-administration.
The number of effective responses in FR1 phases revealed that the motivation to acquire CBD
did not differ from a non-reinforcing substance (water). Notably, no differences were observed
between the intake of CBD and water. Therefore, it seems plausible to discard a potential aversive
effect induced by the taste of CBD that may mask the interpretation of the results. Indeed, the
results provided are also in agreement with previous studies that demonstrated that the
administration of CBD in an intracranial self-stimulation paradigm also reduced brain reward

function, suggesting that CBD is unlikely to present abuse potential 31,

Conclusions

In summary, the present study provides further information suggesting that CBD may not
present reinforcing properties since it did not exhibit drug abuse potential in any of the different
behavioral assays evaluated, including conditioned place preference, spontaneous withdrawal
and oral self-administration. In light of the data available, the classification of CBD by certain
administrations should be reconsidered, since the categorization of CBD as a drug with abuse

potential is not based on evidence and is pharmacologically unsupported.
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In addition, no significant side effects have been observed in any of the preclinical or clinical
studies using CBD to date. Indeed, CBD is present in nabiximols (marketed as Sativex®) currently
approved for the treatment of spasticity in multiple sclerosis in several countries in Europe.
Therefore, there is a large body of evidence supporting its safety and lack of side effects. Together
with the established literature, the results of this study may encourage the acceleration of the
development of the basic and clinical studies needed to elucidate the potential therapeutic use of

CBD for the treatment of a wide variety of neuropsychiatric disorders.

Acknowledgments

The authors disclosed receipt of the following financial support for the research, authorship,
and/or publication of this article. This work was supported by the ‘Instituto de Salud Carlos III’
(RETICS, RD12/0028/0019), ‘Plan Nacional Sobre Drogas’ (PNSD 2016/016) and ‘Ministerio de
Economia y Competitividad’ (FIS, P114/00438) to JM. AVM is a predoctoral fellow supported by

“Plan Nacional Sobre Drogas” (PNSD 2016/016).

Author contribution

AVM, MSGG, JMR, and CMN carried out the experimental procedures, undertook the statistical
analysis and took part in the interpretation of the results obtained. JMR, AVM, CMN, FN and
MSGG wrote the first draft of the manuscript. MSGG and JM designed the study, wrote the

protocol, interpreted the results and approved the final manuscript.

Declaration of conflicting interests

All authors state that they have no biochemical financial interests or potential conflicts of interest.

92



Figures

=4
o o
T 1

D Pre-C

Post-C

Time spent in
conditioned side (%)

== M W B D
o

15 30 60
Dose (mg/kg)

Figure 1. Evaluation of conditioned place preference (CPP) for cannabidiol (CBD) in
C57BL/6J mice. Columns represent the percentage of total time spent in the drug-paired side for
the different doses of CBD (15, 30 and 60 mg/kg, i.p.) or vehicle (VEH) groups during the pre-

conditioning (Pre-C) and post-conditioning (Post-C) tests.
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Figure 2. Plasma concentration after a single administration of CBD (30 mg/kg; i.p.). The
columns represent the means = the standard error of the mean (SEM). *P<0.05 vs. CBD plasma

concentration at 2 h. #P<0.05 vs. CBD plasma concentration at 4 h.
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Figure 3. Evaluation of potential CBD withdrawal signs. (a) Schematic diagram of the protocol
used to evaluate CBD withdrawal signs in C57BL/6J mice. (b) Motor activity and quantification of
(c) rearing, (d) grooming and (e) rubbing in CBD-treated and vehicle (VEH)-treated mice. Data

are means + SEM.

94



a Training ” Substitution (saccharin > CBD water-solution) | | FR1
FR1
Postprandial Preprandial
0.15% saccharin 0.1% saccharin 0.05% saccharin 0% saccharin
| 0.2% saccharin | CBD 50 mg/kg CBD 50 mg/kg CBD 50 mglkg CBD 50 mg/kg
Days 1-5 Days 6-10 Days 11-13 Days 14-16 Days 17-19 Days 20-25
w b Training c Substitution d FR1
a 80r BO 80
§_ O VEH
o 60 70 F 4 CBD
“ 60}
S
-§ 401 60
£ 40t
2 20f 50
3
2 A g0l vy 20
g 12345678910 012 3456178 01 2 3 4 5 6 Days
= Sacc Sacc  Sacc
e f 0.15% 0.4%  0.05% g
2.0 251 16
0 L L
E 1.5 2.0 14
£
© 1.0 151 12}
£
]
5 0.5 1.0 1.0F
r
0.5 1 1 1 1 1 L 1 1 ' u.s L L L 1 '
123456782910 1234567829 0 2 3 4 5 6 Days

Figure 4. Evaluation of CBD’s effect on motivation. Schematic diagram of oral CBD self-
administration including the different experimental phases: training, substitution, and consumption
under a fixed ratio 1 (FR1) schedule (a). The dots represent the means + SEM of the number of
effective responses (b) and the fluid intake (e) during training, the number of effective responses

(c) and the fluid intake (f) during substitution, and the number of effective responses (d) and the

fluid intake (g) during consumption under a fixed ratio 1 (FR1) schedule.
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Abstract

This study evaluated the effects of cannabidiol (CBD) on ethanol reinforcement, motivation and
relapse in C57BL/6 J mice. The effects of CBD (60 mg/kg, i.p.) on blood ethanol concentration,
hypothermia and handling-induced convulsions associated to acute ethanol administration were
evaluated. The two-bottle choice paradigm was performed to assess the effects of CBD (30, 60
and 120 mg/kg/day, i.p.) on ethanol intake and preference. In addition, an oral ethanol self-
administration experiment was carried out to evaluate the effects of CBD [a single s.c.
administration of a microparticle formulation providing CBD continuous controlled release (30
mg/kg/day)] on the reinforcement and motivation for ethanol. The effects of CBD (60 and 120
mg/kg/day, i.p.) on ethanol-induced relapse were also evaluated. Gene expression analyses of
tyrosine hydroxylase in ventral tegmental area and p-opioid (Oprm1), cannabinoid (CB1r and
CB2r) and GPR55 receptors in nucleus accumbens (NAcc) were carried out by real-time
polymerase chain reaction. Cannabidiol reduced the ethanol-induced hypothermia and handling-
induced convulsion but failed to modify blood ethanol concentration. CBD reduced ethanol
consumption and preference in the two-bottle choice, significantly decreased ethanol intake and
the number of effective responses in the oral ethanol self-administration, and reduced ethanol-
induced relapse. Furthermore, the administration of CBD significantly reduced relative gene
expression of tyrosine hydroxylase in the ventral tegmental area, Oprm1, CB1r and GPR55 in the
NAcc and significantly increased CB2r in the NAcc. Taken together, these results reveal that the
administration of CBD reduced the reinforcing properties, motivation and relapse for ethanol.
These findings strongly suggest that CBD may result useful for the treatment of alcohol use

disorders.

Keywords: AUD; cannabidiol; gene expression.
101



INTRODUCTION

Alcohol use disorders (AUD), including alcohol dependence or alcohol abuse, represent a
serious public health problem worldwide according to the World Health Organization (WHO 2011).
Although patients receive pharmacological treatment and psychosocial therapies, the clinical
outcome is poor, with up to 70 percent of patients resuming drinking within 1 year (Aronson 2015).
Therefore, it is necessary to invest much effort and resources in identifying new therapeutic drugs
to improve the efficacy of the treatment of alcoholism.

Cannabidiol (CBD) is one of the main compounds present in the plant Cannabis sativa that
lacks psychoactive properties. Several studies showed that CBD presents anxiolytic (Guimaraes
et al. 1990; Moreira et al. 2006; Resstel et al. 2006; Lemos et al. 2010; de Mello Schier et al.
2014), antidepressant (El-Alfy et al. 2010; Zanelati et al. 2010; Schiavon et al. 2016), antipsychotic
(Zuardi et al. 1991; Moreira & Guimaraes 2005; Long et al. 2006; Leweke et al. 2012; Levin et al.
2014) and neuroprotective activity (Hamelink et al. 2005). Furthermore, the administration of CBD
decreased defensive behaviors evoked by predator exposure, a proposed model of panic attack
and post-traumatic stress disorder (Campos et al. 2012; Uribe-Marino et al. 2012). In agreement
with these findings, in humans, the administration of CBD reduced anxiety and the psychotic-like
symptoms induced by A9-THC (Zuardi et al. 1982; Morgan & Curran 2008).

In addition, the administration of CBD attenuated the neurodegeneration induced by a binge-
drinking model of alcohol by reducing the number of Fluoro-Jade B positive cells in the entorhinal
cortex, a common situation derived from ethanol intoxication (Liput et al. 2013).

Despite all the potential therapeutic uses suggested for CBD, its precise mechanism of action
remains to be elucidated. Indeed, CBD may interact with more than 65 different targets, including
voltage-gated sodium channel-1, voltage-gated calcium channels, cannabinoid receptors (CB1r

and CB2r), G protein-coupled receptor 55 (GPR55r), vallinoid receptor 1 (TRPV), serotoninergic

102



receptor 1A (5-HT1Ar), u and & opioid receptors and peroxisome proliferator-activated receptor
(PPARYy) (Bisogno et al. 2001; Russo et al. 2005; Kathmann et al. 2006; Ryberg et al. 2007;
Thomas et al. 2007; Campos et al. 2012; Ibeas Bih et al. 2015).

It is also important to note that CBD presents low oral bioavailability (approximately 6 percent)
and poor solubility in aqueous solutions (Agurell et al. 1981; Agurell et al. 1986). The topic
administration of CBD provided more constant plasma levels of CBD because transdermal gels
bypass the first pass phenomenon (Liput et al. 2013). In addition, i.p. administration of CBD
presents a higher bioavailability when compared with oral administration (650 percent higher in
plasma and 530 percent in brain) (Deiana et al. 2012). However, this option is limited in the daily
practice. Therefore, further routes of administration for CBD deserve more exploration.

The aim of this study was to evaluate the potential efficacy of CBD in ethanol consumption,
motivation and ethanol-induced relapse. To this purpose, the effects of CBD (60 and 120
mg/kg/day, i.p.) on ethanol consumption and preference for ethanol were evaluated in the two-
bottle choice (TBC) paradigm. The oral ethanol self-administration (OEA) paradigm evaluated the
effects of CBD (poly-¢-caprolactone spherical microparticles with small pores providing a
continuous controlled release, a single administration lasted up to 2 weeks) (30 mg/kg/day, s.c.)
on the reinforcement and motivation for ethanol. The effects of CBD (60 and 120 mg/kg/day, i.p.)
on ethanol-induced relapse were also evaluated. Specific changes in the gene expression of
tyrosine hydroxylase (TH) in the ventral tegmental area (VTA), y-opioid (Oprm1l), cannabinoid
(CB1r and CB2r) and GPR55 receptors in the nucleus accumbens (NAcc) were measured by

real-time polymerase chain reaction.
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MATERIALS AND METHODS
Mice

Male C57BL/6 J mice from Charles River (Lille, France)weighing 20-25 g, were housed in
groups of six per cage (40 x 25 x 22 cm) under controlled conditions (temperature, 23 + 2°C;
relative humidity, 60 £ 10 percent; 12- hour light/dark cycle, lights on from 8:00 AM to 8:00 PM).
Behavioral analyses were initiated 1 week after acclimatization to the animal room and were
performed by placing the home cage in the operant-task room during the development of
conditioning experiments. All the studies were conducted in compliance with the Spanish Royal
Decree 1201/2005, the Spanish Law 32/2007 and the European Union Directive of September

22, 2010 (2010/63/UE), regulating the care of experimental animals.

Drugs

Cannabidiol for i.p. administration was obtained from STl Pharmaceuticals (Essex, UK) and
dissolved in ethanol : cremophor : saline (1:1:18) immediately before the use to obtain the
required doses (30, 60 and 120 mg/kg). Poly-e-caprolactone spherical microparticles with small
pores providing a CBD continuous controlled release (30 mg/kg/day) for s.c. administration was
obtained from the Pharmaceutical Technology Department (Complutense University of Madrid,
Madrid, Spain) (for more details, see Supporting Information). For the oral self-administration
procedures, absolute ethanol and saccharin sodium salt were dissolved in distilled water [8

percent (v/v) ethanol solution (EtOH)].

Handling-induced convulsions test
The effects of CBD (60 mg/kg, i.p.) or vehicle (VEH) on handling-induced convulsions (HICs)
associated with the acute administration of ethanol (4 g/kg, p.o.) or its saline vehicle were

evaluated. To this aim, mice were divided into three experimental groups: VEH + EtOH, CBD +
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EtOH and CBD + saline. CBD or VEH were administered 30 minutes before the administration of
ethanol or saline. Briefly, each mouse was picked up gently by the tail and, if necessary, lightly
rotated. The HIC was scored as follows: 0, no convulsion; 1, facial grimace only after a gentle
spin; 2, no convulsion when lifted, but tonic convulsion elicited by a gentle spin; 3, tonic—clonic
convulsion after a gentle spin; 4, tonic convulsion when lifted; 5, tonic—clonic convulsion when
lifted; and 6, spontaneous tonic—clonic convulsions (Crabbe et al. 1990; Crabbe et al. 1991). The

HIC score was measured hourly up to 6 hours after ethanol administration.

Sensitivity to acute ethanol-induced hypothermia

The effects of CBD on the hypothermia induced by the acute administration of ethanol were
evaluated. To this aim, body temperature was determined in three different experimental groups
(VEH + EtOH, CBD + saline and CBD + EtOH) by inserting a rectal probe of approximately 1 cm
into the mice’s rectum (Radcliffe et al. 2005). Briefly, CBD (60 mg/kg, i.p.) or VEH was
administered 1 hour before the administration of ethanol (3 g/kg, p.o.) or saline. Body temperature
was measured before and 30, 60, 120, 240 and 480 minutes after the administration of ethanol.
The degree of hypothermia was expressed as the difference between the baseline temperature
and the temperature measured at the times specified earlier. Only statistical differences higher

than 1.1°C were considered significant.

Blood ethanol concentrations (BEC)

Mice were divided into three different groups (VEH + EtOH, CBD + saline and CBD + EtOH).
CBD (60 mg/kg, i.p.) or VEH were administered 30 minutes before the administration of ethanol
(3 g/kg, p.o.) or saline. One hour after the administration of ethanol, trunk blood was collected
after rapid decapitation. Concentrations of EtOH were determined in plasma using an ethanol

assay kit (Abcam, Cambridge, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
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Voluntary ethanol consumption in a two-bottle choice paradigm

Mice were evaluated in a voluntary and chronic ethanol intake following a modified protocol
(Hungund et al. 2003; Ortega-Alvaro et al. 2015). One week before the beginning of the
experiment, all mice were individually housed in cages equipped with two feeding bottles
containing only water to be acclimated and avoid possible stress. The two-bottle free choice
paradigm with ethanol and water was performed as follows: one bottle always contained water,
and the other contained gradually increasing ethanol concentrations (2, 4, 6 and 8 percent per 4
days). Once the ethanol intake/consumption was stabilized, mice were administered with different
doses of CBD (30, 60 and 120 mg/kg, i.p.) each one of them for 5 days (6 days for the 120 mg/kg
dose) until day 16. Bottles were alternated in order to prevent any place preference bias. Food
was available ad libitum, and mice were weighed every 4 days. The volume of ethanol and water
consumed was carefully measured every day. The amount of ethanol consumed was calculated
individually for each mouse, and the values were expressed as g/kg/ day. The ratio of ethanol
preference was also determined [ethanol preference: ethanol intake/(ethanol intake + water

intake)].

Oral ethanol self-administration
Experiment 1: effects of cannabidiol on the reinforcement and motivation for ethanol

The OEA evaluation was carried out in 12 modular operant chambers (Panlab) equipped with
a chamber light, two levers, one receptacle to drop liquid solution, one syringe pump, one stimulus
light and one buzzer. PACKWIN software (Panlab) controlled stimulus and fluid delivery and
recorded operant responses. Pressing one lever did not have any consequence (inactive lever),
whereas pressing the other lever delivered 36 pl of fluid combined with a 0.5-second stimulus
light and a 0.5-second, 2850- Hz, 85-dB buzzer beep (active lever), followed by a 6- second

timeout period. The experiment was divided into four phases: training, saccharin substitution and
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basal 8 percent ethanol consumption as previously described (Navarrete et al. 2014) (for more
details, see Supporting Information).

Once the animals underwent fixed ratio 1 (FR1), fixed ratio 3 (FR3) and progressive ratio (PR)
stages, they were selected according to the following learning criteria: (1) reaching =270 percent
of preference for the active lever; (2) 210 reinforced trials by session in FR1 and FR3, and =5
reinforced trials in PR; (3) <30 percent deviation in the number of reinforced trials, all during three
consecutive days (FR1 and FR3); (4) mean 8 percent ethanol consumption 2500 pl (1.5 g/kg) in
FR1, =300 pl (0.9 g/kg) in FR3 and =2117.5 pl (0.35 g/kg) in PR; and (5) a breaking point 212 in
PR. Mice reaching these criteria were randomly distributed into two treatment groups: CBD or
VEH. Once the ethanol intake was normalized again, mice received a single administration of
CBD (microparticle formulation providing a constant release of CBD, 30 mg/kg/ day, s.c.) or VEH.

Subsequently, the selected mice underwent FR1 (5 days), FR3 (5 days) and PR (1 day).

Experiment 2: effects of cannabidiol on the reinforcement and motivation for water
In order to discard that the pharmacological treatment with CBD could also modify the
motivation of mice for natural stimulus, an oral self-administration with water was performed as

previously described (Navarrete et al. 2014) (for more details, see Supporting Information).

Experiment 3: effects of cannabidiol on ethanol-induced relapse

In order to evaluate the effects of CBD on ethanol-induced relapse, another OEA was carried
out following the previously mentioned protocol with the following exception: after training,
substitution and intake stabilization (8 percent ethanol), the OEA paradigm used in the present
experiment included the following consecutive experimental sessions: deprivation period 1—
reintroduction 1—deprivation period 2—reintroduction 2-extinction— relapse (Supporting

Information Fig. S1). The periods of deprivation consisted in 2-day suspension of ethanol self-
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administration. Mice remained in their home cages and received water and food ad libitum. After
this period, mice were exposed again to the operant chambers, and their responses were
assessed for 5 days (re-introduction sessions). Once stable responses for ethanol after the
second re-introduction were reached (5 days), an extinction period, in which responding on the
active lever delivered water, was introduced. Test for reinstatement began after 5 days of
extinction, once the mice reached the extinction criteria: a significant reduction in the number of
active lever presses compared with the number of active lever presses during the last day of FR1.
During the days of reinstatement evaluation, responding on the active lever delivered EtOH 8
percent (v/v). During the last 2 days of reinstatement evaluation, mice received CBD (60 mg/kg,

i.p.) (first day) and CBD (120 mg/kg, i.p.) (second day) 90 minutes before the session.

Gene expression studies by real-time polymerase chain reaction

Relative gene expression analyses of TH in the VTA and p-opioid (Oprm1), cannabinoid (CB1r
and CB2r) and GPR55 receptors in the NAcc were carried out in mice exposed to the TBC and
OEA-experiment 1. Briefly, brain sections were cut (500 um) in a cryostat (-10°C), containing the
regions of interest according to Paxinos and Franklin (Paxinos & Franklin 2001), mounted onto
slides and stored at -80°C. Sections were microdissected following the method described by
Palkovits (Palkovits 1983; Garcia-Gutierrez et al. 2010).Total RNA was obtained from brain
micropunches with TRl Reagent extraction reagent (Applied Biosystems, Madrid, Spain). After
DNAse digestion, reverse transcription was carried out following the instructions of the
manufacturer (Applied Biosystems, Madrid, Spain). Quantitative analysis of the relative
abundance of TH (Mm00447546_m1), Oprm1 (Mm01188089_m1), CB1lr (Mm00432621_s1),
CB2r (Mm00438286_m1) and GPR55 (Mm02621622_s1) gene expressions was performed on
the StepOne Sequence Detector System (Applied Biosystems, Madrid, Spain). All reagents were

obtained from Life Technologies, and the manufacturer’s protocols were followed. The reference
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gene used was 18S rRNA (Mm03928990 g1), detected using Tagman ribosomal RNA control
reagents. All primer-probe combinations were optimized and validated for relative quantification
of gene expression. Data for each target gene were normalized to the endogenous reference
gene, and the fold change in target gene expression was determined using the 222CT method

(Livak & Schmittgen 2001).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using two-way analysis of variance (ANOVA) with
repeated measures followed by the Student—Newman—Keuls test to compare the treatment and
control groups at different time points on the TBC and OEA paradigms. HIC, BEC and the
sensitivity to acute ethanol-induced hypothermia test were also analyzed using two-way analysis
of variance (ANOVA) with repeated measures followed by the Student—Newman—Keuls test.
Statistical analyses of gene expression studies and progressive ratio phase in OEA were
performed using the Student’s t-test. Statistical analyses were performed with SIGMASTAT
(Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) software. Differences were considered significant if the

probability of error was less than 5 percent.

RESULTS
Handling induced convulsions test

Handling-induced convulsion score was measured every hour, up to 6 hours after ethanol
administration. A single dose of ethanol (4 g/kg, i.p.) produced significantly more signs of
withdrawal in VEH + EtOH group (n = 10) than in CBD + EtOH (n = 10) and CBD + saline (n =
10) groups during the first and second hours of withdrawal (Supporting Information Fig. S2a)
[twoway repeated measures (RM) ANOVA, treatment F,2009) = 27.630; P < 0.001, time course

F,200 = 29.246; P < 0.001, treatment x time course F(2,200 = 25.408; P < 0.001].
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Ethanol-induced hypothermia

After an acute administration of ethanol (3 g/kg, p.o.), VEH + EtOH (n = 10) mice reached their
greatest hypothermia at 30 minutes, while CBD + saline (n = 10) and CBD + EtOH (n = 10) mice
did not alter their basal temperature. The temperature in VEH + EtOH mice decreased notably at
30 minutes and then gradually increased to reach almost baseline temperature at 480 minutes
(Supporting Information Fig. S2b) (two-way RM ANOVA, treatment F(2,149) = 0.803; P = 0.459,

temperature F(4,149) = 10.352; P < 0.001, treatment x temperature F(8,149) = 5.548; P < 0.001).

Blood ethanol concentration
No significant differences were found in BEC between CBD + EtOH (n = 10) and VEH + EtOH
groups (n = 10) (Supporting Information Fig. S2c) (Student’s t-test, t = -0.00977, 16 d.f., P =

0.992).

Voluntary ethanol consumption in a two-bottle choice paradigm

A significant reduction of ethanol consumption (Fig. 1b) (two-way RM ANOVA, treatment
Fa,446) = 41.104; P < 0.001, day Fs,446) = 8.386; P < 0.001, treatment x day Fs,446) = 3.583; P <
0.001) and preference (Fig. 1c) (two-way RM ANOVA, treatment F 438 = 56.554, P <0.001; day
Fas.438) = 3.085, P < 0.001; treatment x day Fs.446) = 2.796, P < 0.001) were observed in the CBD

treated group (n = 10) compared with VEH group (n =10).

Gene expression alterations induced by cannabidiol i.p. administration during two-bottle choice
The results showed that the administration with CBD decreased TH gene expression in the
VTA (Fig. 2a) (Student’s t-test: t = 9.865, 28 d.f., P < 0.001) and Oprm1 (Fig. 2b) (Student’s t-test:

t = 3.859, 15 d.f., P = 0.002), CB1r (Fig. 2c) (Student’s t-test: t = 7.235, 28 d.f., P = <0.001) and
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GPRS5 gene expression (Fig. 2e) (Student’s t-test: t = 5.691, 15 d.f., P < 0.001) in the NAcc. On
the other hand, a significant increase of CB2r gene expression in the NAcc was observed in CBD-
treated group compared with VEH treated group (Fig. 2d) (Student’s t-test: t =-5.313, 28 d.f., P <

0.001).

Oral ethanol self-administration
Experiment 1: effects of cannabidiol on the reinforcement and motivation for ethanol

During the stabilization phase, no significant difference was observed in the number of active
lever presses (Fig. 3b) (two-way RM ANOVA; group F.99 = 0.05, P = 0.826; day F4.99) = 12.269,
P < 0.001; group x day Fua,09) = 0.528, P = 0.715) nor in the ethanol intake (Fig. 3c) (two-way RM
ANOVA; group Fa,9 = 0.254, P = 0.620; day Fu99 = 12.434, P < 0.001; group x day Fu4,9) =
0.147, P = 0.964) between mice that will be treated with CBD and those that will be treated with
VEH.

The administration of the CBD-controlled release microparticle s.c. formulation (30 mg/kg/day,
s.c.) significantly reduced the number of active lever presses (Fig. 3b) (two-way RM ANOVA,;
treatment F,1309) = 21.911, P < 0.001; day F,139) = 1.659, P = 0.138; treatment x day F,139) =
3.236, P = 0.006) and ethanol intake (Fig. 3c) (two-way RM ANOVA, treatment F(,139) = 11.851,
P = 0.003; day F,139) = 1.861, P = 0.094; treatment x day F,139) = 3.238, P = 0.006) in FR1.

Also, CBD reduced the number of active lever pressers (Fig. 3b) (two-way RM ANOVA;
treatment F(1,99) = 70.971, P < 0.001, day F@4.99) = 6.129, P < 0.001; treatment x day F,99) = 2.745,
P = 0.035) and ethanol intake (Fig. 3c) (two-way RM ANOVA; treatment F,99) = 156.687, P <
0.001; day F@e = 12.765, P < 0.001; treatment x day Fwo9 = 2.551, P = 0.046) in FR3.
Interestingly, CBD-treated mice achieved a lower breaking point compared with the VEH group

(Fig. 3d) (Student’s t-test, t = 2.368, 18 d.f., P = 0.029).
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Experiment 2: effects of cannabidiol on the reinforcement and motivation for water

The administration of the CBD-controlled release microparticle s.c. formulation (30 mg/kg/day,
s.c.) did not reduce the number of active lever presses in FR1 (two-way RM ANOVA,; group F,104)
=0.0477, P =0.829; day F,104) = 6.958, P < 0.001; group x day Fw,104 = 0.877, P = 0.482) nor in
FR3 (two-way RM ANOVA; group F@104) = 0.0451, P = 0.510; day F4,104) = 1.988, P = 0.105;
group x day Fua,104) = 0.611, P = 0.656) (Supporting Information Fig. S3a).

No reduction in the water intake was seen after the administration of CBD in FR1 (two-way
RM ANOVA,; group F,104 = 0.0081, P = 0.929; day F@,104) = 6.996, P < 0.001; group x day F,104)
=0.876, P =0.483) nor in FR3 (two-way RM ANOVA,; group F,104) = 0.213, P = 0.65; day F@,104)
=1.219, P =0.310; group x day Fa,104 = 0.747, P = 0.563) (Supporting Information Fig. S3b). No
difference was found between the breaking point achieved in the PR stage by the group treated
with CBD and the one treated with VEH (Student’s t-test, t = 0.257, 19 d.f., P = 0.800) (Supporting

Information Fig. S3c).

Gene expression alterations induced by cannabidiol controlled release microparticle
subcutaneous formulation (30 mg/kg, s.c.)

The administration of CBD significantly decreased TH gene expression (Fig. 4a) (Student t-
test: t = 3.859, 15 d.f.,, P = 0.002) in the VTA and Oprm1 (Fig. 4b) (Student t-test: t = 3.173, 18
d.f., P = 0.005), CB1r (Fig. 4c) (Student t-test: t = 2.722, 16 d.f., P < 0.05) and GPR55 gene
expression (Fig. 4e) (Student t-test; t= 5.691, 15 d.f., P = <0.001) in the NAcc. Interestingly, CBD
significantly increased CBar gene expression in NAcc (Fig. 4d) (Student t-test: t =-15.700, 14 d.f.,

P < 0.001) compared with VEH group.
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Experiment 3: effects of cannabidiol on ethanol relapse

During the normalization FR1 phase, no significant difference in the number of active lever
presses (Fig. 5a) (two-way RM ANOVA; group F(1,543) = 0.227, P = 0.637; day F(15,543) =
3.037, P < 0.001; group x day F(15,543) = 0.849, P = 0.622) nor in the ethanol intake (Fig. 5b)
(two-way RM ANOVA group F(1,543) = 0.005; P = 0.943, day F(15,543) = 2.924; P < 0.001 and
group x day F(1,543) = 1.207; P = 0.262) were observed between mice that will be treated with
CBD and those that will be treated with VEH.

During the extinction period, a significant reduction in the number of active presses was
observed in both groups compared with the last day of FR1 before extinction. The degree of
reduction was similar in both groups: 66.29 percent in mice that will be treated with VEH and
57.94 percent in those that will be treated with CBD (Fig. 5a) (two-way RM ANOVA; group
F(1,169) = 0.392, P = 0.536; day F(4,169) = 0.855, P = 0.493; group x day F(4,169) = 1.850, P =
0.123).

The administration of CBD (60 mg/kg, i.p.) did not induce any modification in the number of
active lever presses nor in ethanol intake. However, the administration of CBD (120 mg/kg, i.p.)
significantly reduced the number of active lever presses (Fig. 5a) (two-way RM ANOVA; group
F(1,101) = 2.472, P = 0.126; day F(2,101) = 4.794, P = 0.011; group x day F(2,101) = 5.528, P =
0.006) and ethanol intake (Fig. 5b) (two-way RM ANOVA; group F(1,101) = 3.860, P = 0.058; day
F(2,101) = 1.336, P = 0.270; group x day F(2,101) = 6.927, P =0.002) compared with its

corresponding control group.

DISCUSSION
The present study clearly demonstrated that the administration of CBD reduced the reinforcing
properties, motivation and relapse for ethanol. This statement is supported by the following

observations: (1) The administration of CBD (60 mg/kg, i.p.) reduced hypothermia and HICs
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associated with high acute doses of ethanol. Indeed, CBD did not modify BEC. (2) CBD (30, 60
and 120 mg/kg, i.p.) significantly decreased ethanol consumption and preference in the TBC. (3)
A single s.c. administration of a microparticle formulation providing CBD continuous controlled
release (30 mg/kg/day) significantly reduced ethanol intake and motivation to drink ethanol in the
OEA; nevertheless, CBD administration had no effect over natural stimulus such as water. (4)
Furthermore, the administration of CBD (60 and 120 mg/kg, i.p.) reduced alcohol-induced relapse
in the OEA. (5) These behavioral alterations were accompanied by gene expression alterations
in cannabinoid (CB1r and CB2r) and GPR55 receptors and Oprm1l in the NAcc and TH in the
VTA.

Recently, CBD has emerged as a promising therapeutic option for the treatment of AUD based
on its anxiolytic, antidepressant, antipsychotic and neuroprotective properties (Guimaraes et al.
1990; Zuardi et al. 1991; Hamelink et al. 2005; Long et al. 2006; Moreira et al. 2006; EI-Alfy et al.
2010; Zanelati et al. 2010; Leweke et al. 2012; Levin et al. 2014). In our study, several paradigms
were used to evaluate the effects of CBD on ethanol reinforcement, motivation and relapse in
C57BL/6 J mice.

Initially, we evaluated the effects of CBD (60 mg/kg, i. p.) on BEC, hypothermia and HICs
associated to acute ethanol administration. The administration of CBD reduced the hypothermia
and HICs associated with the acute administration of high doses of ethanol. Interestingly, the
results demonstrated that CBD did not modify BEC. Despite further studies are needed to
elucidate the exact mechanism underling these effects, it is tempting to speculate that a
pharmacodynamic interaction between CBD and ethanol may be involved.

To elucidate if CBD may modulate the reinforcing properties of ethanol, the effects of CBD
were evaluated in the TBC. The results demonstrated that CBD (30, 60 and 120 mg/kg, i.p.)
significantly reduced ethanol consumption and ethanol preference. These results suggest that

CBD reduces the motivational properties of ethanol.
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Furthermore, to evaluate the effects of CBD on motivation for ethanol consumption, an oral
selfadministration study was performed. As previously mentioned, one of the main limitations to
study the effects of CBD is the low bioavailability associated to certain patterns of administration,
such as the oral and oral-mucosal/sublingual administrations (Hawksworth & McArdle 2004). For
this reason, other routes of administration, such as inhaled route, were examined. However, the
specialized equipment and patient cooperation needed hampered its potential therapeutic use
(Ohlsson et al. 1986). In our study, we evaluated an s.c. formulation (poly-e-caprolactone
spherical microparticles with small pores formulation) providing a continuous controlled release
of CBD (30 mg/kg, s.c.) during 14 days (de la Ossa Hernan Pérez et al. 2012). Data analysis
demonstrated that one s.c. administration of this formulation significantly reduced the motivation
(number of active lever pressers) and ethanol intake during FR1 and FR3 and PR 11 days after
its administration, but had no effect on the water oral self-administration paradigm.

In addition, we also evaluated if CBD may modulate the ethanol-induced relapse. Interestingly,
the administration of CBD (60 and 120 mg/kg, i.p.) significantly reduced ethanol-induced relapse
in the OEA. Taken together, these results demonstrated that CBD reduced the reinforcing and
motivational properties of ethanol and the relapse to ethanol. These studies are in agreement
with preliminary results suggesting the potential utility of CBD for the treatment of drug addiction;
however, further studies of the effects of CBD in stress-induced or context-induced relapse are
needed. Animal studies revealed that CBD reduced reward-facilitating effect of heroin (Katsidoni
et al., 2013), withdrawal signs associated with naloxone (Bhargava, 1976) and cue-induced
heroin-seeking behavior in rodents (Ren et al. 2009). In humans, a case report study revealed
that CBD induced a rapid decrease of withdrawal symptoms of cannabis (Crippa et al., 2013). In
addition, preliminary clinical studies suggest the potential therapeutic use of CBD for nicotine

(Morgan et al., 2010) and heroin-related use disorders (Hurd et al., 2015).
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Despite CBD was proposed to activate or modify the function of several receptors in the central
nervous system, including CB1r, CB2r, GPR55r, TRPV, 5-HT1A, u and 0 receptors (Bisogno et
al. 2001; Campos et al., 2012; Kathmann et al. 2006; Russo et al. 2005; Ryberg et al. 2007;
Thomas et al. 2007), the exact mechanisms underlying CBD’s actions remain unclear. In this
study, we investigated potential alterations in key targets closely related with alcohol addiction,
including Oprm-1, TH, CB1r, CB2r and GPR55 receptors by real-time polymerase chain reaction
in mice exposed to TBC and OEA (Manzanares et al. 2005; Erdozain & Callado 2014; Ortega-
Alvaro et al. 2015). These neurobiological studies were measured in the NAcc and VTA, critical
regions for reward, goal-directed behavior and habit formation (Ikemoto & Bonci 2014; Navarrete
et al. 2014). The results demonstrated that CBD significantly reduced Oprm-1, CB1r, GPR55 and
TH and significantly increased CB2r gene expression in the VTA in both patterns of administration
(i.p. in TBC and s.c. in OEA). Despite few data are available, these results are in agreement with
some preliminary studies demonstrating a reduction CB1r in the NAcc after the administration of
CBD (Ren et al. 2009). Previous studies suggested that CBD acts as a non-competitive allosteric
modulator of CB1r through the alteration of anandamide hydrolysis by inhibiting its catabolic
enzyme, fatty acid amide hydrolase (Bisogno et al. 2001; Laprairie et al. 2015). Based on that, it
is possible to speculate that the modification of the endocannabinoid levels may be responsible
(at least in part) of the neurochemical changes induced by CBD. Further studies are needed to
elucidate the exact mechanism underlying these neurochemical effects.

In conclusion, the present results clearly demonstrated that CBD reduced the reinforcing and
motivational properties of ethanol and prevent ethanolinduced relapse. These behavioral
alterations are associated with alterations in key targets closely related with alcohol addiction
(Oprm-1, TH, CB1r, CB2r and GPR55). Besides, this study points out the CBD poly-¢-
caprolactone microspheres formulation as an ideal type of administration that deserves further

exploration and CBD as a potential therapeutic drug for the treatment of AUD.
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Figure 1. Evaluation of two-bottle choice experiment in C57BL/6 J mice treated with VEH or
cannabidiol (CBD). (a) Schematic diagramof the two bottle choice paradigm. The ethanol
concentration was gradually increased (2, 4, 6 and 8 percent v/v) every 4 days until ethanol 8
percent v/v was stabilized. After that, mice underwent treatment with CBD (starting dose was 30
mg/kg, and it was increased every 3 days until reaching 120 mg/kg). (b) Preference for ethanol
consumption expressed as the ratio of the preference for ethanol consumption [ethanol
preference = ethanol consumption/( ethanol consumption + water consumption)]. (c)
Themeasures were taken fromvolume of ethanol consumed every 24 hours and expressed as
g/kg/day. The dots represent the means and vertical lines + the standard error of the mean.
*Represents values from CBD-treated mice that are significantly different (two-way repeated

measures ANOVA, P < 0.005) (Student’s t-test, P < 0.005) from vehicle-treated group (VEH).
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Figure 2. Real-time polymerase chain reaction studies of tyrosine hydroxylase (TH) in the VTA
and Oprm1, CB1r, CB2r and GPR55 in the nucleus accumbens and of C57BL/6 J mice treated
with increasing doses of cannabidiol (CBD) (30, 60 and 120 mg/kg) during the two-bottle choice
paradigm. 2-AACT relative gene expression of (a) TH, (b) Oprm1, (c) CB1 receptor, (d) CB2
receptor and (e) GPR55. Columns represent the means and vertical lines * the standard error of
the mean. *Represents values from CBD-treated mice that are significantly different (Student’s t-

test, P < 0.005) from vehicle-treated group (VEH).
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Figure 3. Evaluation of oral ethanol self-administration in C57BL/6 J mice treated with vehicle or
cannabidiol (CBD). (a) Schematic diagram including the different experimental phases of ethanol
self-administration FR1, fixed ratio 1; FR3, fixed ratio 3; and PR, progressive ratio. (b) Number of
effective responses of both groups (VEH and CBD) during the FR1 stabilization and FR1 +
treatment and FR3 + treatment stages; (c) ethanol intake expressed as ml of both groups (VEH
and CBD) during the FR1 stabilization, FR1 + treatment and FR3 + treatment; (d) breaking point
achieved during progressive ratio. The dots represent the means and vertical lines * the standard
error of the mean (SEM) and the columns represent the means and vertical lines £+ SEM of.
*Represents values from CBD-treated mice that are significantly different (Figs 3b& 3c, two-way

RM ANOVA, P < 0.005) (Fig. 3d, Student’s t-test, P < 0.005) from vehicle-treated group (VEH).
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Figure 4. Real-time polymerase chain reaction studies of Oprm1, GPR55, CB1r and CB2r in the
nucleus accumbens and tyrosine hydroxylase (TH) in the VTA of C57BL/6 J mice treated with
cannabidiol (CBD) (a single administration of a microparticle formulation providing CBD
continuous controlled release (30 mg/kg/day, s.c.) during the oral ethanol self-administration.
2AACT relative gene expression of (a) TH, (b) Oprm1, (c) CB1 receptor, (d) CB2 receptor and (e)
GPR55. Columns represent the means and vertical lines + the standard error of the mean (SEM).
*Represents values from CBD treated mice that are significantly different (Student’s t-test, P <

0.005) from vehicle-treated group (VEH).
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Figure 5. Effects of cannabidiol (CBD) (60 and 120 mg/kg/day, i.p.) on ethanol relapse. (a) The

number of effective responses of both groups (VEH and CBD) during the fixed ratio 1 (FR1),

extinction and relapse phases; (b) the ethanol intake (EtOH 8 percent v/v) during FR1 and relapse

phases. The dots represent the means and the vertical lines + the standard error of the mean.

*Represents values from CBD treated mice that are significantly different (two-way RM ANOVA,

P < 0.005).
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
MATERIAL AND METHODS

Oral ethanol self-administration

Experiment 1: Effects of CBD on the reinforcement and motivation for ethanol

Training (8 days)
Two days before beginning the experiment, standard chow was restricted to only 1-h access

per day. Before the first training session, water was deprived for 24 hs, and food was provided 1
h prior to the 1 h session to increase the motivation for lever pressing. During the subsequent four
days, water was provided ad libitum except during food access for 1 h before beginning each
session, in which the water bottle was removed from the cages (postprandial). The following five
days and during the rest of the experiment, food access was provided for 1 h after the end of each
daily session, and water was available ad libitum to avoid ethanol consumption due to thirst
(preprandial). C57BL/6 mice were trained to press on the active lever to receive 36 pl of 0.2%

(w/v) saccharin reinforcement (Navarrete et al, 2014).

Substitution (9 days)

The saccharin concentration was gradually faded out as the ethanol concentration was
gradually increased. Each solution combination was fixed to three consecutive sessions per

combination (0.15% Sac-2.5% EtOH, 0.10% Sac—5% EtOH, 0.05% Sac—8% EtOH).

8% basal EtOH consumption (11 days)

In this phase, the objective was to evaluate the number of responses on the active lever, the
8% ethanol (v/v) consumption and the motivation to drink in C57BL/6 mice without
pharmacological treatment. There were three stages: (1) fixed ratio 1 (FR1): C57BL/6 mice
responding on the active lever to obtain 8% ethanol and no saccharin were evaluated using an

FR1 reinforcement schedule during five daily consecutive sessions; (2) fixed ratio 3 (FR3): after
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FR1, C57BL/6 mice underwent five daily sessions using an FR3 reinforcement schedule (mice
have to respond three times on the active lever to achieve one reinforcement); (3) progressive
ratio (PR): on the day subsequent to FR3, a PR session was carried out. In this session, the
response requirement to earn reinforcements escalated according to the following series: 1-2-3-
5-12-18-27-40-60-90-135-200-300-450-675-1000. The PR session lasted for 1 h and the
‘breaking point’ (the maximum number of lever presses each animal is able to perform to achieve

one reinforcement) was determined in each animal.

Experiment 2: Effects of CBD on ethanol relapse

Training (8 days)

Two days before beginning the experiment, standard chow was restricted to only 1-h access
per day. Before the first training session, water was deprived for 24 h, and food allotment was
provided 1 h prior to the 1 h session to increase the motivation for lever pressing. During the
subsequent four days, water was provided ad libitum except during food access for 1 h before
beginning each session, in which the water bottle was removed from the cages (postprandial).
The following five days and during the rest of the experiment, food access was provided for 1 h
after the end of each daily session, and water was available ad libitum to avoid ethanol
consumption due to thirst (preprandial). C57BL/6 mice were trained to press on the active lever

to receive 36 ul of 0.2% (w/v) saccharin reinforcement.

Substitution (9 days)

The saccharin concentration was gradually faded out as the ethanol concentration was
gradually increased. Each solution combination was fixed to three consecutive sessions per

combination (0.15% Sac-2.5% EtOH, 0.10% Sac—5% EtOH, 0.05% Sac—8% EtOH).
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8 % basal EtOH consumption (7 days)

In this phase, the objective was to evaluate the number of responses on the active lever and
the 8% ethanol (v/v) consumption in C57BL/6 mice without pharmacological treatment. A FR1
was maintained during 7 days, following the consecutive experimental sessions: deprivation

period 1 - reintroduction 1 - deprivation period 2 - reintroduction 2-extintion-relapse.

Oral water self-administration

Experiment 3: Effects of CBD on the reinforcement and motivation for water
To discard that the pharmacological treatment could be modifying the motivation of mice for a
natural stimulus, the water self-administration protocol comprehended two stages, as detailed in

(Navarrete et al, 2014):

Training phase (10 days)

Two days before beginning the experiment, standard chow was restricted to only 1-hour access
per day. Before the first training session, water was deprived during 24 hours, and food allotment
was provided 1 hour prior to the session to increase the motivation for lever pressing. The
C57BL/6 mice were trained to press on the active lever to receive 36 pl of water reinforcement

(FR1).

Pharmacological treatment effect on water consumption (11 days)

Once the animals underwent the training phase, all mice fulfilled the following learning task
criteria: (1) 270% of preference for the active lever; (2) 210 reinforced trials per session; and (3)
<30% deviation in the number of reinforced trials for three consecutive days. They were then
randomly distributed into two groups (CBD or VEH) and underwent the FR1 (5 days), FR3 (5

days) and PR (1 day).
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Microparticle manufacture

Materials

Cannabidiol (CBD) was obtained from THC Pharm GmbH (Frankfurt, Germany), poly-e-
caprolactone (PCL) (Mw: 42.500), polyvinyl alcohol (PVA, MW= 30.000-70.000) and Sigmacote®
were from Sigma-Aldrich (Barcelona, Spain). Methylene chloride (DCM) (HPLC grade),
potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4), disodium hydrogen phosphate dihydrate
(Na2HPO4-2H20), Tween®-80 and acetic acid were obtained from Panreac (Barcelona, Spain).
Acetonitrile and methanol HPLC grade were supplied by Lab-Scan (Dublin, Ireland). All chemicals
and reagents were used as received. In order to avoid cannabinoid binding to lab ware, materials

were pretreated with Sigmacote®. Milli-Q® water (Millipore, Madrid, Spain) was used.

Microparticle preparation and characterization

Biodegradable polymeric microparticles (MPs) were prepared by the oil-in-water emulsion
solvent evaporation technique using a protocol previously described (Hernan Pérez de la Ossa,
2012). Briefly, CBD and poly-e-caprolactone, in a ratio 1:10 were dissolved in methylene chloride
(at a drug concentration of 10 mg/ml). Subsequently, the organic solution was poured onto a 0.5%
PVA aqueous solution (in a volume ratio of 1:100) under stirring at 3000 rpm for 6 min (Polytron
PT 3000, Kinematica® AG, Lucern, Switzerland). The resulting O/W emulsion was stirred for 3 h
to evaporate the organic solvent (double-bladed propeller, IKA® Laboratory Technology, Staufen,
Germany). Finally, the MPs obtained were collected by filtration through 5 pum membrane filters,
washed with distilled water, and freeze-dried (Flexi-dry MP TM, FTS ® Systems, USA). Blank
MPs were prepared using the same procedure but without adding drug. Microparticles were
characterized in terms of size (by laser diffraction-Microtrac® SRA 150 Particle Size Analyser,
Leeds & Northrup Instruments, Ireland), surface characteristics (by scanning electron

microscopy-Jeol-JSM-6400, Tokyo, Japan), drug content and in vitro drug release (by sampling
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and separation method using simulated body fluid as release medium). Samples from drug
content test and in vitro drug release test were analyzed by HPLC (1200 series HPLC, Agilent
Technologies Spain, controlled by ChemStation sofware), using a method previously validated

for these uses (Martin-Sabroso, 2013).

Microparticles were spherical with small pores in the surface. Their average size is 46.8 £ 20.3
pm and the drug loading of 9.6 + 0.8mg of CBD/100 mg MPs. CBD was released from MPs in a

continuous way for 13 days, showing a burst initial next to 30%.

FIGURES
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Supplementary Figure 1 (S.1). Schematic diagram of the oral ethanol self-administration

followed in experiment 2 to evaluate the effects of CBD on relapse.
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Supplementary Figure 2 (S.2): Evaluation of physiological effects of ethanol. The dots
represent the means and vertical lines + the standard error of the mean (SEM) of: (A) the hourly
measured HIC score of CBD + VEH, CBD + EtOH or VEH + EtOH treated mice (n=10 per group)
after the administration of ethanol (4 g/kg i.p.); (B) results of ethanol (3 g/kg p.o.) induced
hypothermiain CBD + VEH, CBD + EtOH or VEH + EtOH treated mice (n=10 per group). Columns
represent the means and vertical lines £ SEM of (C) blood ethanol concentration (BEC) (mg/dl) 1
h after the administration of ethanol (3 g/kg p.o.). *Represents values from CBD treated mice that

are significantly different (Student’s t-test, P<0.005).
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Supplementary Figure 3 (S.3): Effects of CBD on the reinforcement and motivation for
water. (A) Schematic diagram including the different experimental phases of oral water self-
administration: training; FR1= fixed ratio 1; FR3= fixed ratio 3; PR= progressive ratio. (B) Number
of effective responses of both groups (VEH and CBD) during FR1, FR3 and PR stages;
(C) water intake expressed as mL of both groups (VEH and CBD) during FR1, FR- and PR stages;
(D) breaking point achieved during progressive ratio. The dots represent the means and vertical
lines £ the standard error of the mean (SEM) and the columns represent the means and vertical
lines = SEM of. *Represents values from CBD-treated mice that are significantly different (Figures
3B and 3C, two-way RM ANOVA, P<0.005) (Figure 3D, Student’s t-test, P<0.005) from vehicle-

treated group (VEH).
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ABSTRACT

Background and Purpose: The aim of this study was to explore if the administration of
naltrexone (NTX) together with cannabidiol (CBD) may improve the efficacy in reducing alcohol
consumption and motivation rather than any of the drugs given separately.

Experimental Approach: The effects of low doses of NTX (0.7 mg/kg; p.o.) and/or CBD (20
mg/kg/day; s.c.) on ethanol consumption and motivation to drink were evaluated in the oral-
ethanol self-administration paradigm in C57BL/6 mice. Gene expression analyses of p opioid
receptor (Oprm1l) in the nucleus accumbens (NAc), tyrosine hydroxylase (TH) in the ventral
tegmental area (VTA) and serotonin 1A receptor (5-HT1a) in the dorsal raphe nucleus (DR) were
carried out by real-time polymerase chain reaction. The role of 5-HT1a on the ethanol reduction
induced by the administration of CBD + NTX was analysed by using the 5-HTia receptor
antagonist WAY100635 (0.3 mg/kg, i.p.).

Key Results: The administration of CBD + NTX significantly reduced motivation and ethanol
intake in the oral self-administration procedure in a greater proportion than the drugs given alone.
Only the combination of both drugs significantly reduced Oprm1, TH and 5-HT1a gene expressions
in the NAc, VTA and DR, respectively. Interestingly, the administration of WAY100635
significantly blocked the actions of CBD + NTX but had no effects by itself.

Conclusion and Implications: the combination of low doses of CBD plus NTX resulted more
effective to reduce ethanol consumption and motivation to drink. These effects, appears to be

mediated, at least in part, by 5-HT1a receptors.

Keywords: cannabidiol, naltrexone, oral ethanol self-administration, tyrosine hydroxylase, mu

opioid receptor,5-HT1a.
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1. INTRODUCTION

The limited efficacy of current pharmacological treatments for alcohol use disorders (AUD)
justifies the development of alternative drugs. In this respect, cannabidiol (CBD), one of the main
compounds present in the plant Cannabis sativa, that lacks activity as a drug of abuse (Fusar-
Poli et al., 2009; Manzanares J, 2016; Martin-Santos et al., 2012; Mechoulam, Parker & Gallily,
2002; MS, 2017; Winton-Brown et al., 2011; Zlebnik & Cheer, 2016), has been pointed out as a
new potential therapeutic drug for the treatment of drug use disorders due to its anxiolytic
(Blessing, Steenkamp, Manzanares & Marmar, 2015; de Mello Schier et al., 2014; Guimaraes,
Chiaretti, Graeff & Zuardi, 1990; Lemos, Resstel & Guimaraes, 2010; Moreira, Aguiar &
Guimaraes, 2006; Resstel, Joca, Moreira, Correa & Guimaraes, 2006), antidepressant (El-Alfy et
al., 2010; Zanelati, Biojone, Moreira, Guimaraes & Joca, 2010), antipsychotic (Levin et al., 2014;
Leweke et al., 2012; Long, Malone & Taylor, 2006; Moreira & Guimaraes, 2005; Peres et al.,
2016; Zuardi, Rodrigues & Cunha, 1991) and neuroprotective properties (Campos, Fogaca,
Sonego & Guimaraes, 2016; Hamelink, Hampson, Wink, Eiden & Eskay, 2005).

Interestingly, recent evidence revealed that CBD reduces heroin craving and relapse (Ren,
Whittard, Higuera-Matas, Morris & Hurd, 2009) and cocaine intake (Weiss F, 2016). Furthermore,
our group has demonstrated that CBD also decreases ethanol intake and ethanol preference in
the two-bottle choice paradigm in mice. In addition, a single administration of a controlled release
formulation of CBD (30 mg/kg/day; s.c.), that lasted up to two weeks, significantly decreased
motivation to drink and ethanol consumption in the oral ethanol self-administration paradigm. CBD
also reduced ethanol-induced relapse, but had no effect over non-reinforcing substances, such
as water. These behavioural effects were associated with alterations in key targets and brain
regions closely related with alcohol consumption, such as tyrosine hydroxylase (TH) in the ventral
tegmental area (VTA), p-opioid receptor (Oprm1) and cannabinoid receptors (CB1r, CB2r, GPR55)

in the nucleus accumbens (NAc), both critical regions for reward, goal-directed behaviour and
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habit formation (Viudez-Martinez et al., 2018). Altogether, these results supported the potential
therapeutic use of CBD in the treatment of AUD.

Despite the devastating impact of AUD on society, current options for treatment are scarce
and have limited efficacy (Lee & Leggio, 2014). Up to date, there are just three drug-based
treatments approved for AUD by the Food and Drug Administration (FDA) and the European
Medicines Agency (EMA): naltrexone (NTX), disulfiram and acamprosate (Jarosz, Miernik,
Wachal, Walczak & Krumpl, 2013; Rosner, Hackl-Herrwerth, Leucht, Lehert, Vecchi & Soyka,
2010; Skinner, Lahmek, Pham & Aubin, 2014). Other drug-based therapies are usually employed
off-label, such as topiramate, an anticonvulsant drug with a broad-spectrum activity that seems
effective in treating alcohol dependence (Johnson et al., 2003). Nevertheless, NTX is still the most
effective drug available for the treatment of AUD since it reduces heavy drinking and ethanol
craving by antagonizing the beta-endorphin-stimulated dopamine release in the NAc induced by
alcohol (Nicholson, Dilley & Froehlich, 2017).

The combination of different drugs is also a commonly used procedure for the treatment of
AUD to achieve a greater effect than individual drug therapies by using lower doses of each drug
than the ones employed in monotherapy. This strategy also prevents certain dose-related side
effects. In this respect, the combination of NTX with other drugs, such as gabapentin or serotonin
reuptake inhibitors showed a greater clinical outcome in several clinical trials (Anton et al., 2011;
Froehlich, Hausauer & Rasmussen, 2013) and animal studies (Froehlich, Hausauer &
Rasmussen, 2013). However, no combination has been proposed as superior due to the
variability among studies (Lee & Leggio, 2014).

In the present study, we further explore if CBD may improve the efficacy of NTX to reduce
alcohol consumption and motivation to drink in mice. To this aim, the effects of a sub-effective
dose of NTX (0.7 mg/kg; p.o.), CBD (20 mg/kg/day, s.c., poly-e-caprolactone spherical

microparticles with small pores providing a continuous controlled release during three weeks) or
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their combination were employed. Dose selection was made according to published evidence
showing that NTX (0.7 mg/kg p.o.), a lower dose than the ones commonly used in most studies,
is able to reduce ethanol intake in mice (Navarrete, Rubio & Manzanares, 2014), though it is not
always effective (Oliva & Manzanares, 2007). For CBD, a lower dose than the one our group
previously reported as effective (Viudez-Martinez et al., 2018), were evaluated in the oral ethanol
self-administration paradigm in C57BL/6 male mice. Subsequent real-time polymerase chain
reaction (Rt-PCR) experiments were performed to analyse gene expression changes in Oprml
in the NAc, TH in the VTA and 5-HT1a in the DR, respectively.

Furthermore, to explore the role of 5-HTia, one of the main targets for CBD (Blessing,
Steenkamp, Manzanares & Marmar, 2015; Ibeas Bih, Chen, Nunn, Bazelot, Dallas & Whalley,
2015), in the effects of CBD plus NTX, the 5-HT1a antagonist, WAY100635 (0.3 mg/kg; i.p.), was
administered previously to CBD and NTX in the oral ethanol self-administration paradigm. To this
purpose, the dose of WAY100635 was chosen according to published studies showing that
administration of this compound (0.5 mg/kg; i.p.) seems to prevent the reduction of ethanol intake
produced by 5-HT:1a receptor agonists, such as 8-OH-DPAT, in male C57BL/6J mice (Kelai,
Hanoun, Aufrere, Beauge, Hamon & Lanfumey, 2006), but did not present effects on its own.
Additionally, another group reported that the antipanic-like effects of CBD were blocked when
WAY100635 (0.3 mg/kg; i.p.) was given to male Swiss mice (Twardowschy et al., 2013) and was

without effects when given alone.

2. EXPERIMENTAL PROCEDURES
2.1 Mice

One hundred and forty C57BL/6J male mice from Charles River (Lille, France), 70 for each
experiment, weighing 20-25 g, were housed in groups of 6 per cage (40 X 25 X 22 cm) under

controlled conditions (temperature, 23 £+ 2°C; relative humidity, 60 + 10%; 12 h light/dark cycle,
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lights on from 8:00 to 20:00 h). The strain and gender of mice were selected based on the results
previously reported by our group (Viudez-Martinez et al., 2018). Behavioural analyses were
initiated 1 week after acclimatization to the animal room and were performed by placing the home
cage in the operant-task room during the development of conditioning experiments. All the studies
were conducted in compliance with the Spanish Royal Decree 1201/2005, the Spanish Law
32/2007 and the European Union Directive of the 22 of September 2010 (2010/63/UE)
regulating the care of experimental animals. In addition, animal studies are reported in
compliance with the ARRIVE and BJP guidelines (Kilkenny, Browne, Cuthill, Emerson & Altman,

2010; McGrath & Lilley, 2015).

2.2 Drugs

Poly-e-caprolactone spherical microparticles with small pores providing a CBD continuous
controlled release (20 mg/kg/day, s.c.) that lasts more than two weeks and its respective vehicle
(empty controlled release microparticles) were obtained from the Pharmaceutical Technology
Department (Complutense University of Madrid, Madrid, Spain)(Viudez-Martinez et al., 2018),
suspended in PBS 1X (pH 7.4) + 1% Pluronic F-68 (w/v) and then administered (0.4 ml). After the
FR1 stabilization phase, CBD continuous controlled release or its vehicle were administered only
once on the first day after the stabilization phase, half an hour after administering WAY 100635
or VEH and half an hour before administering NTX or VEH (one hour and a half before starting
the experimental session).

Naltrexone (naltrexone hydrochloride, Accord Healthcare S.L.U., Barcelona, Spain) was daily
dissolved in tap water to obtain the desired concentration (0.7 mg/kg, p.o., 0.3 ml). The naltrexone
solution or its vehicle were administered once daily after the FR1 stabilization phase, one hour

before the beginning of each session.
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WAY 100635 (WAY 100635 maleate by TOCRIS, Madrid, Spain) was daily dissolved in saline
0.9% w/v to obtain the required concentration (0.3 mg/kg, i.p., 0.3 ml). The WAY 100635 solution
or its vehicle were administered once daily after the FR1 stabilization phase, two hours before the
beginning of each session and one-hour prior the administration of NTX or VEH.

For the oral self-administration procedure, absolute ethanol (Merck, Spain) and saccharin

sodium salt were dissolved in tap water (8% (v/v) ethanol solution (EtOH).

2.3 Behavioural analyses

All the experiments were analysed by observers blind to treatment.

2.3.1 Experiment 1: to evaluate the effects of the combination of CBD plus NTX on ethanol
consumption and motivation to drink

2.3.1.1 Oral ethanol self-administration (OEA) paradigm:

Our group performed the OEA following a published protocol (Navarrete, Rubio & Manzanares,
2014). The OEA was carried out in 18 modular operant chambers (Panlab) placed inside 18 noise
isolation boxes equipped with a chamber light, two levers, one receptacle to drop liquid solution,
one syringe pump, one stimulus light and one buzzer. Packwin software (Panlab) controlled
stimulus and fluid delivery and recorded operant responses.

Pressing on one of the levers did not have any consequence (inactive lever), whereas pressing
the other lever (active lever) delivered 36 pl fluid combined with a 0.5 s bright stimulus and a 0.5
s, 2850 Hz, 85 dB buzzer beep, followed by a time-out period of 6 s, in which no fluid was
delivered. After the 6 s time out, an intertrial interval (ITI) started, the duration of which depended
on each subject’s spontaneous waiting before an active lever press. The experiment was divided
in three phases: training, saccharin substitution and ethanol 8% (v/v) consumption (see figure 1).

Training phase (9 days): two days before beginning the experiment, standard chow was

restricted to only 1-hour access per day. Before the first training session, water access was
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ABSTRACT

Previous studies have shown that cannabidiol (CBD) reduces ethanol consumption, motivation
to drink and relapse in mice, protecting against the neurodegenerative effects induced by ethanol
intoxication. The purpose of this study was to explore the effects of CBD on binge drinking and
evaluate potential gender-related differences.

Male and female C57BL/6J mice (n=40 per sex) were exposed to the drinking in the dark
model (DID) for four weeks (DID-1 to DID-4). Dose-response effects of CBD (15 mg/kg, 30 mg/kg
and 60 mg/kg; intraperitoneally) on the ethanol intake were tested by acute (day-4 of DID-3) or
repeated administration (day-1 to 4 of DID-4). We also analyzed the effects of repeated CBD
administration on the relative gene expression of tyrosine hydroxylase (TH) and u-opioid receptor
(OPRM1) in the ventral tegmental area (VTA) and nucleus accumbens (NAc), respectively, by
real time PCR.

The results revealed that females exhibited higher ethanol intake during each DID session.
Interestingly, females also showed higher expression of TH in the VTA and OPRML1 in the NAc.
Acute CBD failed to induce any effect in either males or females. However, repeated CBD
administration (30 mg/kg and 60 mg/kg) significantly reduced ethanol consumption in males
without having any effect in females. Repeated administration (60 mg/kg) with CBD significantly
reduced TH and OPRM1 expression in males but had no effect in females.

Taken together, these findings suggest that CBD may be of interest for treating binge-drinking

patterns and that gender-related differences may affect the treatment outcome.

Keywords: cannabidiol; drinking-in-the-dark model; gender-dependent effects; mice; RT-PCR.
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INTRODUCTION

Binge drinking, or heavy episodic drinking, has become a major public health concern in
modern societies (Dir et al., 2017; Shin et al., 2009). Approximately 90% of the alcohol consumed
by underage youth, and about 50% of the alcohol consumed by adults, is in the form of binge
drinking (Brewer and Swahn, 2005). This high prevalence among adolescents (Adan et al., 2016;
Hermens and Lagopoulos, 2018), particularly vulnerable to binge drinking effects (Dir et al.,
2017), is troubling, especially considering that the onset of heavy drinking at an early age
significantly increases the risk for developing alcohol use disorder (AUD) in adulthood (Hingson
et al., 2006). Despite these devastating data, the available pharmacological options for binge
drinking management are scarce and limited, mainly due to the dearth of studies evaluating the
efficacy of drugs classically employed for AUD in patients with a binge pattern of consumption
(Rolland and Naassila, 2017).

Lately, gender-related differences in binge drinking have become of great significance,
primarily because women progress from bingeing to alcoholism more rapidly and are more prone
than men to developing alcohol-attributable comorbid psychiatric disorders, such as depression
and stress coping problems (Dir et al., 2017; Erol and Karpyak, 2015). Furthermore, the
accelerated increase in alcohol-related problems registered among women (Caldwell et al., 2005;
Harford et al., 2009; Holmila and Raitasalo, 2005; Kessler et al., 1997; Medina et al., 2008; van
Noorden et al., 2010) and the closing gap in AUD incidence between men and women (Erol and
Karpyak, 2015; Holmila and Raitasalo, 2005; Keyes et al., 2011), highlight the need to perform
more studies considering gender-related differences in alcohol effects.

To date, just a few studies have described the distinct gender-neurobiological effects induced
by alcohol consumption and the gender-related differences in binge drinking patterns. Some
authors reported that female alcoholics exhibited significantly lower levels of N-acetylaspartate in

the frontal grey matter brain, meaning that women are more susceptible to grey matter injury than
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their male counterparts (Schweinsburg et al., 2003). Accordingly, Squeglia and cols. (Squeglia et
al., 2012) reported that binge drinking affects brain morphometry differentially depending on
gender, and Melon and cols (Melon et al., 2013) demonstrated that female C57BL/6J mice reach
a high ethanol intake in a binge-drinking model quicker than males.

Together, these data highlight the need to identify new drugs to improve the therapeutic
management of binge drinking and, ultimately, prevent the development of alcohol dependence,
bearing in mind the potential differences between sexes. In this respect, cannabidiol (CBD), one
of the main compounds present in the plant Cannabis sativa that lacks reinforcing properties
(Fusar-Poli et al., 2009; Manzanares J, 2016; Martin-Santos et al., 2012), has been proposed as
a potential therapeutic drug for the treatment of AUD. Our group demonstrated that CBD
administration reduced ethanol consumption and motivation for ethanol intake, preventing
ethanol-induced relapse in mice (Viudez-Martinez et al., 2018). These findings are in line with
previous reports of the efficacy of CBD to reduce morphine and heroin reward-facilitating effects
(Bhargava, 1976; Katsidoni et al., 2013; Ren et al., 2009), cocaine and amphetamines-induced
conditioned place preference (Parker et al., 2004) and context- and stress-induced cocaine and
alcohol seeking in rats (Mitjans et al., 2013).. Interestingly, CBD prevented relapse for five months
from last administration, even though plasma and brain CBD levels remained detectable for only
three days (Gonzalez-Cuevas et al., 2018). In addition, Liput and cols. reported that CBD showed
neuroprotective effects against alcohol intoxication, since the administration of CBD significantly
reduced the number of Fluoro-Jade B (FJB+) cells in the entorhinal cortex of rats exposed to a
binge-drinking model (Liput et al., 2013). Taken together, these data support the potential
usefulness of CBD in binge drinking patterns. In addition, there is a wide range of studies
demonstrating the efficacy of CBD for diseases that commonly occur in patients with AUDs and

contribute to a worse clinical outcome, such as anxiety (Blessing et al., 2015; de Mello Schier et
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al., 2014; Guimaraes et al., 1990; Moreira et al., 2006), depression (El-Alfy et al., 2010; Schiavon
et al., 2016; Zanelati et al., 2010) and psychosis (Long et al., 2006).

The present study aimed to evaluate the effects of CBD on ethanol intake in mice exposed to
the drinking in the dark (DID) binge-drinking model and to explore potential gender-related
differences. For this purpose, the dose-response effects of acute or repeated administration of
CBD (15 mg/kg, 30 mg/kg and 60 mg/kg, intraperitoneally [i.p.]) were evaluated in male and
female C57BL/6J mice exposed to DID paradigm. Additionally, the effects of repeated CBD
administration on tyrosine hydroxylase (TH) and p-opioid receptor (OPRM1) relative gene
expression were measured in the ventral tegmental area (VTA) and nucleus accumbens (NAc),

respectively, by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR).

MATERIAL AND METHODS

Animals

We obtained 80 four-week-old male and female C57BL/6J mice (n=40 per sex) from Charles
River (Lille, France), weighing 20-25 g. They were individually housed under controlled conditions
with regard to temperature (23 + 2°C) and relative humidity (60 £ 10%). Under a 12-hour inverted
light/dark cycle (lights on from 8:00 pm to 8:00 am), they were placed in the operant-task room.
Behavioral analyses were initiated after two weeks of acclimatization to the animal room and
sipper tubes. All the studies were conducted in compliance with the Spanish Royal Decree
1201/2005, the Spanish Law 32/2007 and the European Union Directive of September 22, 2010

(2010/63/UE), regulating the care of experimental animals.

Drinking in the dark procedure (DID)
For this experimental procedure, we followed a modification of a previously published protocol
(Nentwig et al., 2018; Rhodes et al., 2005; Thiele et al., 2014; Thiele and Navarro, 2014). Over
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the first two weeks, mice were accustomed to drinking water from sipper tubes (Figure 1a). Once
mice were 6 weeks old, they were exposed to the DID model. This paradigm was performed from
Monday to Thursday (day 1 to day 4) for the following four weeks (DID-1 to DID-4). Briefly, three
hours into the dark cycle, the ethanol-filled sipper tubes (20% v/v) were introduced to the mice for
two hours from Monday to Wednesday (11:00 am to 1:00 pm) and four hours on Thursdays (11:00
am to 3:00 pm) (see Figure 1b). While exposed to ethanol, sipper tubes containing water were
removed. Once the session ended, water was provided ad libitum again. Ethanol intake (g/kg)

was measured after the four-hour session.

Drugs

CBD (STI Pharmaceuticals; Essex, UK) was dissolved in ethanol:cremophor:saline (1:1:18)
and injected i.p. at the corresponding doses (15 mg/kg, 30 mg/kg and 60 mg/kg in 0.3 mL) 1 hour
and a half before day 4 of DID-3 exposure (acute administration) or every day of DID-4 (repeated
administration) (see figure 1). The group treated with vehicle was administered 0.3 mL of a
solution of ethanol:cremophor:saline (1:1:18) i.p.
For the DID procedure, absolute ethanol (Merck, Spain) was dissolved in tap water (20% v/v EtOH

solution).

Gene expression studies by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)

Relative gene expression analyses of TH in the VTA and OPRML1 in the NAc were carried out
in male and female mice treated with repeated CBD or vehicle and exposed to the DID procedure.
As soon as the DID experiment ended, mice were killed by cervical dislocation and brains were
harvested and stored at —80°C. Then, brain sections were cut (500 ym) in a cryostat (-10°C)
containing the regions of interest according to Paxinos and Franklin (Franklin, 1997), mounted

onto slides and stored at —80°C. Sections were microdissected following the method described
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by Palkovits (Palkovits, 1983). Total RNA was isolated from brain micropunches with TRl Reagent
extraction reagent (Applied Biosystems, Madrid, Spain). After DNAse digestion, reverse
transcription was carried out following the instructions of the manufacturer (Applied Biosystems,
Madrid, Spain). Quantitative analyses of the relative abundance of TH (Mm00447546_m1) and
OPRM1 (Mm01188089_m1) gene expressions were performed on the StepOne Sequence
Detector System (Applied Biosystems, Madrid, Spain). All reagents were obtained from Life
Technologies, and the manufacturer’'s protocols were followed. The reference gene used was
18S rRNA (Mm03928990 g1), detected using Tagman ribosomal RNA control reagents. All
primer-probe combinations were optimized and validated for relative quantification of gene
expression. Data for each target gene were normalized to the endogenous reference gene, and
the fold change in target gene expression was determined using the 2-22¢T method (Livak and

Schmittgen, 2001).

Blinding, randomization and group size determination

All the experiments were analyzed by observers blinded to treatment. Mice were randomly
distributed to four different groups at the beginning of the experiment. Since no differences were
observed regarding ethanol intake among mice from different groups after undergoing DID-1 and
DID-2, the original randomization was maintained. Group sizes were determined after performing
different power calculations, which showed that to obtain a power of more than 80%, 8 to 12

subjects were needed for each group, so we decided to employ 10 subjects per group.

Statistical analyses
According to the requirements of the experimental data, we performed one-way analysis of
variance (ANOVA), two-way ANOVA with repeated measures (RM) and Student’s t-test analyses.

Post hoc tests were only applied when ANOVA (F value) indicated significance. All statistical
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analyses were performed with SigmaPlot v11.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) software.

Differences were considered significant if the probability of error was less than 5%.

RESULTS

Female mice exposed to the DID procedure showed higher ethanol consumption than
males.

We evaluated male and female mice in the DID binge drinking model to test if there was any
significant difference in ethanol intake between sexes. Binge ethanol consumption across the
two-hour (days 1-3) and four-hour period (day 4) during DID-1 and DID-2 is presented in figures
2a and 2b, respectively (n=10/group). Female mice showed significantly higher ethanol intake
from days 1 to 4 compared to male mice during DID-1 (two-way ANOVA RM followed by Student-
Newman-Keul’s test: gender F.79) = 41.591, p< 0.001) and DID-2 (two-way ANOVA RM followed
by Student-Newman-Keul’s test: gender F,79) = 62.848, p< 0.001). Furthermore, all the mice
exhibited higher ethanol intake in the four-hour binge drinking sessions than in the two-hour
sessions during DID-1 (two-way ANOVA RM followed by Student-Newman-Keul’s test: day Fs,79)
= 22.150, p< 0.001) and DID-2 (two-way ANOVA RM followed by Student-Newman-Keul’s test:
day Fs,79 = 57.796, p< 0.001).

Female mice also consumed significantly more ethanol than males during DID-3 (Fig. 2c) (two-
way ANOVA RM followed by Student-Newman-Keul's test: gender Fus59) = 44.832, p< 0.001).
Again, mice exhibited higher ethanol consumption in the four-hour binge drinking sessions than
in the two-hour sessions during DID-3: day (Fa,39) = 18.437, p< 0.001). A Student’s t-test on day
4 revealed the important effect of gender, with vehicle-treated females showing greater ethanol
intake than their male counterparts (t = 2.474, 18 d.f., p= 0.024) (Fig 2c).

Binge ethanol consumption across the two-hour periods (days 1-3) and four-hour period (day

4) during DID-4, in which mice were treated with repeated administration of vehicle, is
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summarized in Fig. 2d (n=10/group). A two-way repeated measures ANOVA on days 1-4 revealed
a significant higher ethanol intake by female mice treated with vehicle (two-way ANOVA RM
followed by Student-Newman-Keul's test: gender F(,79) = 25.666, p< 0.001). Additionally, a more
pronounced ethanol consumption on day 4 by both, male and female mice, was observed (two-

way ANOVA RM followed by Student-Newman-Keul’s test: gender F,79) = 19.364, p< 0.001).

Acute CBD administration had no effects on ethanol intake in mice exposed to the DID
procedure.

Statistical analyses of ethanol consumption on DID-3 revealed that there was no significant
difference in ethanol intake among the different groups on days 1-3 in males (Fig. 3a) (two-way
ANOVA RM, followed by Student-Newman-Keul’s test: group F,119= 0.583, p= 0.63) or females
(Fig. 3b) (two-way ANOVA RM, followed by Student-Newman-Keul’s test: group F,119= 0.213,
p= 0.886). Moreover, no difference was found throughout days 1-3 for males (two-way ANOVA
RM, followed by Student-Newman-Keul’s test: day F.119= 0.763, p= 0.47) or females (two-way
ANOVA RM, followed by Student-Newman-Keul's test: day F.119= 1.556, p= 0.218). No group
interaction was significant for males (two-way ANOVA RM, followed by Student-Newman-Keul’s
test: group x day Fe,119= 2.151, p= 0.058) or females (two-way ANOVA RM, followed by Student-
Newman-Keul’s test: group x day F,119= 0.400, p= 0.877).

A one-way ANOVA on day 4 revealed that CBD failed to modify ethanol intake at any of the
doses tested in males (Fig. 3a) (one-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keul's test:
between groups Faa9= 0.598, p= 0.62) or females (Fig. 3b) (one-way ANOVA, followed by

Student-Newman-Keul’s test: between groups F,39)= 0.0975, p= 0.961).
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Repeated CBD administration reduced ethanol intake in DID procedure only in male mice.

All the treatments were administered on days 1-4 during DID-4 (Fig. 4a and 4b for males and
females, respectively). Higher ethanol intake was observed on day 4 compared to days 1-3 in
vehicle-treated males (Fig. 4a) (two-way ANOVA RM followed by Student-Newman-Keul’s test:
day F@,159 = 3.908, p< 0.05) and females (Fig. 4b) (two-way ANOVA RM followed by Student-
Newman-Keul’s test: day F,1509= 16.084, p< 0.001).

Repeated administration of CBD at intermediate (30 mg/kg) and higher doses (60 mg/kg)
significantly reduced ethanol intake on day 4 in male mice (Fig. 4a) (two-way ANOVA RM followed
by Student-Newman-Keul's test: treatment F 159= 5.371, p< 0.05). However, CBD administration
failed to modify ethanol consumption in females at any of the doses tested (Fig. 4b) (two-way

ANOVA RM followed by Student-Newman-Keul’s test: treatment F3,159= 0.122, p= 0.947).

Repeated CBD administration modulated TH and OPRM1 gene expression in DID
procedure only in male mice.

Significantly higher gene expression of TH (Fig. 5a) (Student’s t-test: t= 5.002, 18 d.f., p<
0.001) and OPRM1 (Fig. 5d) (Student’s t-test: t= 2.664, 18 d.f., p< 0.05) was observed in the VTA
and NAc, respectively, in females exposed to DID compared to males.

Repeated CBD administration at high doses (60 mg/kg i.p.) was the only treatment that
significantly reduced TH in the VTA (Fig. 5b) (one-way ANOVA, followed by Student-Newman-
Keul's test: F, 39= 3.093, p< 0.05) and OPRML1 in the NAc (Fig. 5e) (one-way ANOVA, followed
by Student-Newman-Keul’s test: F@, 39= 5.127; p< 0.05) in male mice. On the contrary, no
significant effects were observed after repeated administration of CBD in TH (Fig. 5c) (one-way
ANOVA, followed by Student-Newman-Keul’s test: Fs, 39= 1.139; p= 0.347) or OPRM1 (Fig. 5f)
(one-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keul’s test: F, 309= 1.354; p= 0.273) relative

gene expressions in females.
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DISCUSSION

The results of the present study suggest that CBD may be a potentially useful therapy for AUD
with binge drinking consumption patterns, and that gender-related differences in the effects of
ethanol may affect the treatment outcome. The following findings support this statement: 1)
female mice exposed to the DID paradigm showed higher ethanol intake every day of each DID
exposure; 2) female mice showed higher levels of TH and OPRM1 gene expression in the VTA
and NAc, respectively; 3) the repeated administration of CBD at intermediate (30 mg/kg, i.p.) and
high doses (60 mg/kg i.p.) significantly reduced ethanol consumption only in males, without having
effects in females; 4) CBD at high doses (60 mg/kg i.p.) reduced relative gene expression of TH
and OPRML1 in the VTA and NAc, respectively, in males, without any effect in females.

There is evidence that females progress more rapidly and severely from binge drinking to
addiction (Becker et al., 2012), and they present increased vulnerability to ethanol-induced
neurotoxicity (Wilhelm et al., 2016). Moreover, girls binge drink more than boys during early
adolescence (Spanish monitoring center for Drugs and Drug Addiction, 2016). Despite this
devastating data, little attention has been paid to biological sex as an important variable in the
acquisition of alcohol consumption habits (Roth et al., 2004). In this regard, some preclinical
researchers have demonstrated that gender-related differences cause a faster acquisition of
heavy alcohol self-administration in females (Melon et al., 2013) as well as higher ethanol
consumption in DID models, which does not significantly vary across the oestrous cycle (Satta et
al., 2018). Interestingly, these gender divergences also affect dopamine and opioid regulation,
both involved in ethanol addiction, producing differences in binge-like alcohol use (Dir et al.,
2017), which may affect the addiction process and the treatment outcome for pharmacological
interventions targeting these systems (Becker et al., 2012).

Considering all this evidence, in this study we measured the ethanol intake of male and female

C57BL/6J mice exposed to the DID procedure. Female mice exposed to the DID model exhibited
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a significantly higher ethanol intake throughout the whole experiment (DID-1 to DID-4) than their
male counterparts, thereby confirming gender-related differences regarding ethanol consumption
previously reported by other authors (Melon et al., 2013; Satta et al., 2018). Furthermore, we
analyzed the relative gene expression of TH in VTA and OPRML1 in NAc, both well-established,
key targets of addiction. Rewarding and reinforcing properties of ethanol are mediated mainly by
dopaminergic projections from the VTA to the NAc (Koob et al., 1998; Nestler et al., 1993).
Furthermore, OPRM1 modulates dopamine transmission within the cortico-mesolimbic system
(Thorsell, 2013). Thus, the results obtained here agree with previous reports showing an
upregulation of TH gene expression in the VTA under acute (Lee et al., 2005; Ortiz et al., 1995)
or chronic alcohol administration (Oliva et al., 2008) and highlight the role of OPRM1 mediating
the rewarding properties of ethanol (Bilbao et al., 2015). Concurrently, we observed that females
exposed to the DID showed higher values of TH and OPRML1 relative gene expression when
compared to males. These results are also consistent with recent studies indicating that
dopaminergic and opioidergic systems are differentially regulated in males and females (Dir et
al., 2017).

One of the main problems of binge drinking is the lack of drug-based therapies. Although they
may not be the first-line treatment, drugs are a common therapeutic tool employed in cases when
psychotherapy fails to produce a clinical improvement or in patients with poorer overall outcomes
(Rolland and Naassila, 2017). In this sense, CBD has recently emerged as a potential drug for
treating AUD (Viudez-Martinez et al., 2018). Here we evaluated the potential effects of CBD in
heavy use models such as DID in both males and females. After acute CBD administration (15
mg/kg, 30 mg/kg or 60 mg/kg, i.p.) on day 4 of DID-3, we observed no effects on ethanol intake
in male or female mice. Nevertheless, when CBD was repeatedly administered during DID-4, high
doses (30 mg/kg or 60 mg/kg) significantly reduced ethanol intake. These data agree with

previous results reported by our group showing that repeated but not acute administration of CBD
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(30 mg/kg) reduced ethanol preference and ethanol intake in the two bottle choice test (Viudez-
Martinez et al., 2018). Surprisingly, this ethanol consumption reduction produced by CBD was
only observed in male mice exposed to the DID. Considering the high rates of ethanol intake by
females, it seems feasible to hypothesize that the differential effects produced by CBD could
attend to the differences in ethanol consumption observed between genders. Although the
selection of the dose was made according to previous published results, we believe that higher
unexplored doses need to be evaluated in binge drinking to see if greater effects could be
achieved increasing CBD doses, especially in females.

Complementarily, since CBD seems to modulate gene expression of TH in VTA and OPRM1
in NAc after ethanol exposure (Viudez-Martinez et al., 2018), we analyzed these targets in male
and female C57BL/6J mice treated with repeated administration of CBD (15 mg/kg, 30 mg/kg or
60 mg/kg) and exposed to DID. The administration of CBD tends to display TH and OPRM1
modifications in a dose-dependent manner; however, only the higher dose (60 mg/kg, i.p.)
significantly reduced the relative gene expression of TH (-28%) and OPRM1 (-28%) in male
mice. These data partially agree with results already published by our group, in which CBD
reduced TH and OPRM1 relative gene expression in VTA and NAc after ethanol exposure.
Nevertheless, the reduction previously reported was seen when a dose of CBD 30 mg/kg was
employed. It is important to highlight that the behavioral paradigms used for voluntary intake and
oral ethanol self-administration were characterized by a lower ethanol intake (Viudez-Martinez et
al., 2018) than the one reached in the present study using a binge-drinking model. Moreover, in
the present study mice received repeated doses of CBD for 4 days, whereas in our previous study
they were exposed to the treatment for at least 10 (Viudez-Martinez et al., 2018). These
differences may also contribute to the heterogeneous results.

No significant effects in relative gene expression were observed in females after repeated

CBD administration. The higher ethanol intake exhibited by female mice could explain, at least in
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part, why no significant effects were observed in TH and OPRM1 relative gene expression in
females exposed to DID and treated with CBD. These different results between males and
females agree with studies showing marked differences in dopamine and opioid regulation
between male and females exposed to different drugs of abuse (Gillies et al., 2014) and how
these gender-related discrepancies can also interfere in treatment outcomes of pharmacological
interventions targeting these systems (Becker et al., 2012).

In conclusion, this study demonstrates the potential utility of CBD in the treatment of binge
drinking by reducing ethanol consumption in a heavy alcohol use pattern. These behavioral
effects are accompanied by a pronounced reduction of key targets closely related with alcohol
addiction (TH and OPRML1). Interestingly, gender-related differences regarding ethanol
consumption and the subsequent differential modulation of TH and OPRM1 seem to affect the
treatment outcome. Taken together, these results represent the first step regarding the
potential therapeutic use of CBD as a pharmacological approach in AUD involving binge drinking
consumption patterns; more studies are still required, especially to further explore its efficacy in

females.
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Figure 1. Schematic diagrams of the drinking in the dark (DID) procedure. (a) Phases layout

including water stabilization (2 weeks) and the time encompassed by the DID model (4 weeks),

including a graphic explanation for the CBD (15 mg/kg, 30 mg/kg or 60 mg/kg, i.p.) administration

schedule (1.5 h before binge sessions) for both, acute and repeated administration during DID-3

and 4. (b) DID procedure week exemplification showing the binge session length on days 1-3 (2-

hour) and on day 4 (4-hour)
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Figure 2. Gender-related differences of ethanol intake in C57BL/6J mice exposed to the

DID model. (a-b) Ethanol intake (g/kg) during DID-1 (panel a) and DID-2 (panel b). From days 1-

4, mice were exposed to a binge drinking session and received no treatment. (c) Ethanol intake

(g/kg) during DID-3. From days 1-3, mice were exposed to a 2h drinking session and received no

treatment. On day 4, mice were exposed to a 4h drinking session and all the subjects were

administered a single administration of vehicle. (d) Ethanol intake (g/kg) during DID-4 of the

drinking in the dark procedure. From days 1-3, mice were exposed to a 2-h drinking session. On

day 4, mice were exposed to a 4-h drinking session. All the subjects underwent repeated

administration of vehicle all days of DID-4. The columns represent the mean = SEM of ethanol

intake (g/kg). * represents the values from female group that are significantly different (p<0.001)

from males (n=10 per group).
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Figure 3. Dose-response effects of acute CBD administration on male and female C57BL/6J
mice exposed to the DID. (a-b) Acute effects of CBD on ethanol intake (g/kg) in male (a) and
female mice (b) during DID-3. On day 4, mice were treated with vehicle or CBD (15 mg/kg, 30
mg/kg or 60 mg/kg, i.p.) 1.5 h before exposure to the 4-h drinking session. The columns represent

the mean + SEM of ethanol intake (g/kg) (n=10 per group).
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Figure 4. Dose-response effects of repeated CBD administration on male and female
C57BL/6J mice exposed to the DID. (a-b) Acute effects of CBD on ethanol intake (g/kg) in male
(a) and female mice (b) during DID-4. From days 1-4, mice were treated with vehicle or CBD (15
mg/kg, 30 mg/kg or 60 mg/kg, i.p.) 1.5 h before exposure to the corresponding DID-session. The
columns represent the mean + SEM of ethanol intake (g/kg). $ represents the values from the
groups that are significantly different (p<0.005) from vehicle and CBD 15 mg/kg. # represents the
values from the groups that are significantly different (p<0.005) from vehicle, CBD 15 and CBD

30 mg/kg (n=10 per group).
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Figure 5. Effects of repeated CBD administration on tyrosine hydroxilase and mu opioid
receptor in male and female C57BL/6J mice exposed to the DID procedure. (a) Relative TH
gene expression in the VTA of male and female mice exposed to the DID and treated with
repeated administration of vehicle. (b-c) Relative TH gene expression in the VTA of male (b) and
female mice (c) treated with repeated administration of CBD (15 mg/kg, 30 mg/kg or 60 mg/kg,
i.p.) or its corresponding vehicle. (d) Relative OPRM1 gene expression in the NAc of male and
female mice exposed to the DID and treated with repeated administration of vehicle. (e-f) Relative
OPRM1 gene expression in the NAc of male (e) and female (f) mice treated with repeated
administration of CBD (15, 30 or 60 mg/kg, i.p.) or its vehicle. Columns represent the mean +
SEM of the corresponding relative gene expression (222%Y). # represents the values from the
groups that are significantly different (p<0.005) from vehicle, CBD 15 and CBD 30 mg/kg (n=10

per group).
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
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Supplementary figure 1. Ethanol intake during DID-1 and DID-2 of both males and females.

*represents the values of ethanol intake during day 4 that are significantly different (p<0.001) from

days 1, 2 and 3 (n=10 per group).
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