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En esta tesis doctoral se ha desarrollado un nuevo modelo animal de trastorno
de estrés postraumatico (TEPT) que induce cambios pronunciados sobre el
condicionamiento al miedo y la ansiedad, que se mantienen hasta 9 semanas
después de haber finalizado la fase de induccion (Articulo 1). Estas modificaciones
se acompanan de alteraciones en la expresion génica de la hormona liberadora de
corticotropina (CRF), receptores cannabinoides 1 (CNR1) y 2 (CNR2) vy
transportador de serotonina (5HTT) en distintos nucleos cerebrales. Debido a la
larga duracién de las caracteristicas conductuales y de cambios funcionales
cerebrales, el modelo ha permitido la evaluacion de tratamientos farmacolégicos de
varias semanas de duracion. Se ha observado que la administracion de cannabidiol
(CBD) o sertralina (STR) regula las alteraciones producidas por el modelo, si bien
se consigue un efecto sinérgico o aditivo con la combinacién de ambos farmacos

(Articulo 1).

Por otra parte, la larga duracion de las alteraciones inducidas por el modelo ha
permitido su combinacion con los procedimientos experimentales del consumo
voluntario (CV) y autoadministracién oral de etanol (AAO). Los roedores expuestos
al modelo animal de TEPT presentan una mayor vulnerabilidad por los efectos
reforzantes y motivacionales del alcohol, simulando de esta manera el consumo
problematico de alcohol en pacientes con TEPT. Estas conductas se acompafan
de alteraciones en la expresion génica de la tirosina hidroxilasa (TH), receptor mu-
opioide (Opmr1) y 5SHTT en distintos nucleos cerebrales, indicando la implicacion de
los sistemas dopaminérgico, opioide y serotoninérgico en el desarrollo de la

conducta. La administracién de STR y naltrexona (NTX) reduce el consumo y la
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motivacion por obtener alcohol en ratones expuestos al modelo animal de TEPT y
regula los cambios en la expresion génica de las distintas dianas evaluadas

(Articulo 2).

En conjunto, los datos obtenidos en la presente tesis doctoral ponen de
manifiesto que: i) el nuevo modelo animal crénico de TEPT desarrollado produce
alteraciones en la respuesta emocional que se mantienen a largo plazo, incluyendo
un mayor rasgo de ansiedad, problemas en la extincidon de memorias aversivas
(miedo), y una elevada vulnerabilidad por la accién reforzante y motivacional del
alcohol, asi como cambios significativos en la expresion génica de distintas dianas,
ii) la combinacion farmacoldgica de CBD y STR puede resultar un tratamiento eficaz
en pacientes con TEPT, iii) la combinacién de la STR con una dosis subefectiva de
NTX podria ser una herramienta a tener en cuenta en el tratamiento del trastorno

dual TEPT y trastornos por uso de alcohol (TUA).
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In the present doctoral thesis, a new animal model of post-traumatic stress
disorder (PTSD) has been developed, inducing pronounced changes in fear
conditioning and anxiety-like behaviors that are maintained up to 9 weeks after the
end of the induction phase (Article 1). These behavioral changes are accompanied
by alterations in the gene expression of corticotropin releasing factor (CRF),
cannabinoid receptors 1 (CNR1) and 2 (CNR2) and serotonin transporter (SHTT) in
different brain nuclei. Given the long duration of the behavioral features and
functional brain changes, the model has allowed the evaluation of chronic
pharmacological treatments of several weeks of duration. It has been observed that
the administration of cannabidiol (CBD) or sertraline (STR) regulates the alterations
produced by the model. Interestingly, a synergistic or additive effect is achieved with

the combination of both drugs (Article 1).

In addition, the long-lasting duration of the alterations induced by the model has
also allowed its combination with the experimental procedures of voluntary ethanol
consumption and oral ethanol self-administration. Rodents exposed to the animal
model of PTSD show an increased vulnerability to the reinforcing and motivational
effects of alcohol, simulating the problematic alcohol consumption in patients with
PTSD. These behaviors have been accompanied by alterations in the gene
expression of tyrosine hydroxylase (TH), mu-opioid receptor (Opmr1) and SHTT in
different brain nuclei, indicating the involvement of the dopaminergic, opioid and
serotonergic systems in the development of these behaviors. The administration of

STR and naltrexone (NTX) reduces the consumption and the motivation to obtain
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alcohol in mice exposed to the animal model of PTSD and regulates changes in gene

expression of the different targets evaluated (Article 2).

Taken together, the data obtained in the present doctoral thesis show that: (i) the
new chronic animal model of PTSD induces emotional long-term alterations
including increased anxiety-like behavior, fear extinction problems, as well as a high
vulnerability for the reinforcing and motivational actions of alcohol, accompanied by
changes in the gene expression of different brain targets, (ii) the pharmacological
combination of CBD and STR can be an effective treatment in patients with PTSD,
(iii) the combination of STR with a sub-effective dose of NTX could be considered
as a potential therapeutic tool in the treatment of the dual disorder PTSD and alcohol

use disorders (AUD).
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1. EL TRASTORNO DE ESTRES POSTRAUMATICO

1.1 Epidemiologia vy diagndstico del Trastorno de estrés postraumatico

El Trastorno de estrés postraumatico (TEPT) es la enfermedad neuropsiquiatrica
mas prevalente que puede desarrollarse tras una exposicion a un acontecimiento
traumatico y altamente estresante. Su prevalencia en la poblacion general es muy
variada y relativamente baja (cerca del 1,1%), sobre todo si se tiene en cuenta la
elevada frecuencia de exposiciones que se producen a nivel mundial a distintas

situaciones traumaticas (cerca del 70%) [1, 2].
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Figura 1. Prevalencia de exposicion a algun evento traumatico a nivel mundial. Figura
extraida y adaptada de The epidemiology of traumatic event exposure worldwide: results

from the World Mental Health Survey Consortium [2].
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Uno de los factores de riesgo con mas peso en el desarrollo del TEPT es la
exposicion a situaciones traumaticas en edades muy tempranas, que predispone al
desarrollo de distintas enfermedades neuropsiquiatricas en la edad adulta [3]. La
exposicion al abuso, maltrato infantil o al abandono en esa etapa tan vulnerable
induce una serie de cambios epigenéticos que repercuten en el correcto desarrollo
cerebral, actuando como un factor de predisposicion para el desarrollo de estas
enfermedades [3-5]. Ademas, el desarrollo de TEPT tras una exposicion a un evento
traumatico esta condicionado por otros factores adicionales a la edad de la
exposicion, como son el tipo de suceso, su intensidad y el sexo [3, 6]. En este
sentido, los hombres presentan una mayor probabilidad de experimentar una
situacion traumatica, aunque las mujeres son mas vulnerables a desarrollar TEPT
tras una exposicion. De hecho, se estima que las mujeres presentan una
probabilidad dos veces superior a los hombres de desarrollar TEPT tras exponerse
a un acontecimiento traumatico (20,5% de las mujeres frente al 8,2% de los
hombres) [7, 8]. En mujeres, el desarrollo de esta enfermedad esta principalmente
relacionado con la exposicidon a abuso sexual o violacidn, mientras que en los
hombres suele estar relacionado con la exposicion a conflictos bélicos [7, 9]. En este
ambito, la prevalencia de la enfermedad (cerca del 30%) supera con creces la que
presenta la poblacion general [10, 11], y suele ser mas grave debido a la
complejidad de los sintomas y la cronicidad de esta. Se estima que mas del 10% de
los veteranos de guerra sigue padeciendo TEPT incluso mas de 10 afios después
de su diagnostico, con consecuencias negativas no solamente a nivel

socioeconomico sino también a nivel personal y familiar [12].
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La exposicion a un evento traumatico es uno de los criterios cruciales para el
diagnostico del TEPT [13]; sin embargo, lo mas habitual en la practica clinica es
encontrarse con pacientes que se han expuesto a cuatro o mas eventos traumaticos
a lo largo de su vida [2]. Dichos pacientes suelen presentar una sintomatologia mas
grave con una mayor afectacion laboral, familiar, personal y social que los pacientes
expuestos a un unico suceso traumatico [1, 3]. Ademas, suelen presentar una edad
mas temprana de inicio de los sintomas y mayor duracién de la enfermedad que los
expuestos a 3 o menos eventos traumaticos [1]. Por ello, tras una exposicién a una
situacion traumatica, los factores de riesgo biolégicos y ambientales tienen un gran
peso sobre el inicio del TEPT, la gravedad de los sintomas y su cronicidad [3]. En
este sentido, un correcto diagndéstico de la enfermedad es uno de los factores clave
para llevar a cabo un adecuado abordaje clinico.

Los criterios para el diagndstico del TEPT se incorporan por primera vez en el
Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, DSM por sus siglas en inglés) en su tercera
edicion (DSM-IIl) publicado en el afio 1980 [14]. En esta edicion del manual, el TEPT
se clasifica dentro de la categoria de los “Trastornos de Ansiedad”. Sin embargo,
los mismos autores reconocen que dicha clasificacion es un tanto controvertida, ya
que no se trata solamente de un trastorno de ansiedad sino de una enfermedad
mucho mas compleja, con una serie de sintomas especificos no presentes en otros
trastornos incluidos dentro de esta categoria [14]. Dicha clasificacion persiste en la
cuarta edicion del manual, experimentando un cambio radical en la quinta y ultima
edicion del DSM (DSM-V). En este caso, el TEPT se excluye de la categoria de los

“Trastornos de Ansiedad”, incluyéndose dentro de la categoria denominada
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“Trastornos relacionados con traumas y factores de estrés” [13]. Ademas, el DSM-
V engloba los criterios de diagndstico del TEPT en adultos dentro de 5 categorias
principales que incluyen la exposicion a un evento traumatico, la presencia de
sintomas de intrusién, asi como de evitacion de cualquier estimulo asociado al
suceso traumatico, las alteraciones negativas a nivel cognitivo y del estado de
animo, y las alteraciones del estado de alerta y de reactividad. Para el diagndstico
del TEPT dichos sintomas deben presentar una duracion superior a un mes
causando un malestar significativo en el paciente, y no deben ser atribuibles a los
efectos de una sustancia o una condicion médica determinada [13].

De manera paralela, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su ultima
edicion de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (International
Classification of Diseases 11th Revision, ICD-11 por sus siglas en inglés) propone
unos criterios de diagnodstico de TEPT un tanto diferentes a los criterios expuestos

en el DSM-V (Tabla 1) incluyendo ademas el diagnostico del TEPT complejo.

DSM-V ICD-11

A. Exposicion a muerte o amenaza de | Exposicion a un evento o grupo de
muerte, lesiones graves o violencia | eventos extremadamente amenazantes
sexual en una (0 mas) de las | u horrificos.
siguientes formas:

1. Experimentar directamente el evento
traumatico,

2. Presenciar personalmente como otra
persona se expone al evento(s)
traumatico(s),

3. Descubrir como un miembro cercano
de la familia o un amigo cercano se
ha expuesto al evento(s)
traumatico(s). En el caso de
fallecimiento o amenaza de muerte, el
evento(s) deben haber sido violento o
accidental,

4. Experimental una exposicion repetida
0 extrema a detalles desagradables
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del evento(s) traumatico(s) (p.ej. las
primeras personas en responder
recogiendo restos humanos, agentes
de policia expuestos repetidamente a
detalles de abuso infantil).

Presencia de uno de varios de los
siguientes sintomas de intrusién,
asociados con el evento traumatico:

Recuerdo recurrente, involuntario e
intrusivo del evento(s) traumatico(s),
Presencia de suefios estresantes
recurrentes con un contenido
relacionado o afectado por el
evento(s) traumatico(s),

Reacciones disociativas (p.€j.
flashbacks) donde el individuo actua
o0 se siente similar a cuando se
expuso al evento(s) traumatico(s),
Distrés  psicolégico intenso o
prolongado por la exposicion a
factores internos o externos que
simbolicen o recuerden algun aspecto
del evento(s) traumatico(s),
Reacciones fisiologicas intensas a
factores internos o externos que
simbolicen o recuerden algun aspecto
del evento(s) traumatico(s).

Sintomas de intrusion:

- Revivir el evento o eventos
traumaticos en el momento presente
en forma de recuerdos vividos
intrusivos, flashbacks o pesadillas.

- La reexperimentacion se acompana
de emociones fuertes y abrumadoras
como el miedo o el horror, y fuertes
sensaciones fisicas, o sentimientos
de estar abrumado o inmerso en las
mismas emociones intensas que se
experimentaron durante el evento
traumatico.

Evasion persistente a cualquier
estimulo asociado al evento
traumatico, presentando uno o ambos
de los siguientes sintomas:

. Evitar o hacer un esfuerzo por evitar
recuerdos, pensamientos o
sentimientos acerca de o]
estrechamente relacionados con el
evento(s) traumatico(s),

. Evitar o hacer un esfuerzo por evitar
cualquier recuerdo externo
(personas, lugares, actividades,
objetos, situaciones) que cause un
recuerdo, pensamiento o sentimiento
acerca de o] estrechamente
relacionado con el evento(s)
traumatico(s).

Evasion:

- Evitar los pensamientos y recuerdos
del evento(s).

- Evitar actividades, situaciones o
personas que recuerden el
evento(s).
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D. Alteraciones negativas en la cognicion

y el animo relacionadas con el
evento(s) traumatico(s), evidenciadas
por dos o varios de los siguientes
sintomas:

Incapacidad para recordar un aspecto
importante del evento(s)
traumatico(s) (debido, normalmente,
a la amnesia disociativa y no a otros
factores),

Creencias o expectativas negativas
persistentes y exageradas sobre uno
mismo, el resto de las personas o el
mundo,

Conocimiento persistente y
distorsionado sobre las causas o
consecuencias del evento(s)
traumatico(s) que hace que el
individuo se culpe a si mismo o a
otros,

Estado emocional negativo
persistente,

Reducido interés o participacion en
actividades significativas,
Sentimiento de  desapego o
alejamiento de los demas,
Incapacidad persistente de
experimentar emociones positivas.

N

Qo h w

. Comportamiento irritable y arrebatos

Alteraciones significativas en la
estimulacion y reactividad, asociados
con el evento(s) traumatico(s),
empezando o empeorando después
de la exposicion:

de ira (con poca o ninguna
provocacion), expresandose
normalmente en forma de wuna
agresion fisica o verbal hacia
personas u objetos,

Comportamiento imprudente o]
autodestructivo,

Hipervigilancia,

Respuesta exagerada de sobresalto,
Problemas de concentracion,
Alteraciones del suefio (p.ej. dificultad
para conciliar el suefio o permanecer
dormido o sueno agitado).

Percepciones persistentes de una
amenaza inmediata:

- Hipervigilancia,
- Elevada respuesta de sobresalto
ante ruidos inesperados.
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F. Una duracién de las alteraciones | Los sintomas deben persistir por lo
(Criterios B, C, D y E) superior a un | menos durante varias semanas.
mes.

G. Las alteraciones deben causar un | Los sintomas deben causar un deterioro
distrés o] empeoramiento | significativo a nivel personal, familiar,
clinicamente significativo a nivel | social, educativo, ocupacional o en otras
social, ocupacional o de otras areas | importantes areas de funcionamiento.
funcionales.

H. Las alteraciones no se pueden atribuir
a la accién fisiologica de alguna
sustancia (p.ej. algun medicamento o
alcohol) o a otra condicion médica.

Tabla 1. Tabla comparativa de los criterios de diagnéstico del TEPT segun el DSM-V y el

ICD-11.

A pesar de esas pequenas diferencias, el eje central de ambos manuales de
diagnostico sigue siendo la exposicion a un evento traumatico y la cronicidad de la
sintomatologia [15, 16]. De esta manera, teniendo en cuenta los diferentes criterios
existiria un subgrupo de pacientes que podria diagnosticarse del TEPT empleando
cualquiera de los dos manuales descritos. Sin embargo, otras subpoblaciones
solamente cumplirian los criterios recogidos en uno de los dos [17]. Asi, el empleo
de ambos manuales en la practica clinica podria permitir el correcto diagnostico de
una mayor proporcién de pacientes con TEPT, un reto dificil de conseguir con cada
manual por separado [15].

De manera adicional a los manuales de diagndstico que se utilizan ampliamente
en la practica clinica, existen otras herramientas que permiten perfilar aun mas el
diagndstico de los pacientes persiguiendo un abordaje psico-farmacologico 6ptimo.
Dentro de esas herramientas cabe sefnalar el empleo de las escalas de evaluacion,
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siendo una de las escalas mas empleadas la Clinician Administered PTSD-scale
(CAPS, por sus siglas en inglés). Se trata de un cuestionario validado y ampliamente
utilizado que permite valorar el estado del paciente, asi como la gravedad de los
sintomas. Fue descrito por primera vez en el afio 1995 [18] con una serie de
preguntas adaptadas al DSM-/ll, vigente en el momento del desarrollo del
cuestionario. A lo largo del tiempo, el cuestionario ha ido actualizandose y
adaptandose a las distintas versiones del DSM para permitir la evaluacién tanto de
la intensidad como de la frecuencia de aparicion de cada uno de los sintomas

descritos en los manuales de diagndstico [19].

1.2 Complicaciones clinicas del TEPT

A pesar de los avances de las ultimas décadas, encaminados a optimizar el
correcto diagndstico del TEPT, el manejo de estos pacientes sigue siendo todo un
reto a nivel clinico y no solamente por la propia complejidad de la patologia. Mas de
la mitad de los pacientes con diagndstico de TEPT presentan otras complicaciones
o comorbilidades que agravan significativamente su situacion clinica y, por lo tanto,
su manejo terapéutico [6]. Los estudios epidemiolégicos han sefialado la elevada
prevalencia de trastornos del estado de animo, siendo la depresion mayor y los
trastornos de ansiedad los mas frecuentes [20]. Adicionalmente, los pacientes
diagnosticados de TEPT suelen presentar elevadas tasas de consumo de
sustancias depresoras del sistema nervioso central (SNC), probablemente con el
objetivo de paliar su sintomatologia [21]. Algunos estudios han sefialado que la
prevalencia de trastornos por uso de sustancias es dos veces mas elevada en estos

pacientes que en la poblacion general, siendo el alcohol la droga de abuso mas
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consumida [22, 23]. En estos casos los pacientes desarrollan la patologia dual TEPT
y Trastorno por Uso de alcohol (TUA), de mucho mas dificil manejo clinico que cada
uno de esos trastornos por separado. Efectivamente, los pacientes diagnosticados
con TEPT-TUA suelen presentar sintomas de TEPT mas graves, asi como mayor
consumo y riesgo de recaida en el consumo de alcohol, en comparacion con los
pacientes que presentan TEPT o TUA de forma aislada [24].

El TUA implica un patron de consumo problematico de alcohol con un
empeoramiento clinico significativo [13]. Los pacientes con diagnodstico de TUA
presentan sintomas fisicos y conductuales dificiles de manejar farmacologicamente,
como son el desarrollo de tolerancia, abstinencia, la busqueda incesante de la droga
y la recaida en el consumo [13]. Este hecho, junto con la evidencia de un consumo
creciente de alcohol en la sociedad actual pone de manifiesto la dificultad real a la
hora de conseguir un correcto manejo terapéutico de estos trastornos [13, 25].
Ademas, una elevada proporcién de pacientes diagnosticados de TUA presentan
también otras comorbilidades psiquiatricas. Los estudios epidemiologicos han
sefalado la correlacion positiva entre el TUA y la depresion, el trastorno bipolar, asi
como el TEPT [25]. En este aspecto, a pesar de que la relacion temporal del
desarrollo de la comorbilidad TEPT-TUA no esta del todo clara [26], es evidente que
los pacientes diagnosticados de TEPT y que ademas llegan a desarrollar criterios
de diagnostico de TUA son mucho mas dificiles de manejar farmacoldgicamente. A
las incognitas en el manejo del TEPT se afade la dificultad de manejo del TUA. Por
lo tanto, es importante y necesario profundizar en la comprensién de las alteraciones

que se relacionan tanto con el TEPT como con la comorbilidad TEPT-TUA, para
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identificar nuevos tratamientos que permitan mejorar la calidad de vida de estos

pacientes.

1.3 Biomarcadores de TEPT

Un biomarcador es una caracteristica bioldgica definida y medible, que actua
como un indicador de procesos biologicos normales, patologicos o de respuesta
ante una exposicion o una intervencion. En los ultimos afios se esta realizando un
esfuerzo importante por parte de la comunidad cientifica para identificar
biomarcadores que permitan mejorar la prevencion, el diagndstico, la monitorizacion
de la respuesta a un farmaco y el desarrollo de nuevos farmacos. Sin embargo, las
enfermedades psiquiatricas presentan una serie de dificultades que entorpecen el
avance en esa direccion. Por una parte, los pacientes suelen presentar un conjunto
de sintomas heterogéneos, que a su vez puede dificultar su correcto diagndstico.
Ademas, a la complejidad de la sintomatologia se le suma el conocimiento
incompleto que poseemos hoy en dia de las alteraciones neuroquimicas
relacionadas con las enfermedades mentales, limitando la eficacia de los abordajes
farmacolodgicos existentes [27]. En el caso del TEPT, existe un esfuerzo creciente
centrado en identificar biomarcadores tanto centrales como periféricos que permitan
un adecuado diagnostico, tratamiento y seguimiento de los pacientes, algunos de

los cuales se detallan a continuacion.

1.3.1 Biomarcadores centrales
El desarrollo de las técnicas de imagen ha permitido obtener una informacién

muy valiosa acerca de los cambios estructurales y de conectividad entre distintas
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regiones cerebrales de una forma no invasiva para los pacientes diagnosticados de
TEPT. Una gran parte de los estudios de neuroimagen se ha centrado en la
evaluacion de las alteraciones en regiones cerebrales estrechamente relacionadas
con la respuesta emocional, la atencién y la memoria, como son la corteza prefrontal
(PFC, por sus siglas en inglés), el hipocampo (HIPP, por sus siglas en inglés) y la
amigdala (AMY, por sus siglas en inglés).

La resonancia magnética (MRI, por sus siglas en inglés) ha sido una de las
técnicas mas empleadas que ha permitido identificar algunas de las alteraciones
cerebrales que se relacionan con el TEPT. Uno de los estudios de neuroimagen
mas extensos en este campo fue el realizado por el Consorcio ENIGMA y el
Consorcio de Genética Psiquiatrica, analizando tanto los cambios estructurales
como los parametros clinicos en un total de 1868 sujetos, siendo 794 pacientes
diagnosticados de TEPT. Los autores encontraron que los veteranos de guerra con
diagnostico de TEPT presentaban volumenes significativamente reducidos de HIPP
y AMY en comparacion con los veteranos de guerra expuestos a situaciones
traumaticas, pero sin diagnostico de TEPT [28]. Se encontraron diferencias
importantes principalmente en las areas CA3 y el giro dentado del HIPP [29]. Dichos
hallazgos se han confirmado en varios estudios posteriores, donde se han
encontrado diferencias en el volumen de distintas estructuras cerebrales, incluido el
HIPP, la AMY, la PFC vy la corteza cingular, relacionando dichos cambios con la
sintomatologia y la gravedad del estrés postraumatico [30-32]. Curiosamente, el
tratamiento con paroxetina (un antidepresivo perteneciente a la familia de los
inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina (ISRS)) conseguia producir un

aumento en el volumen del HIPP en pacientes con diagnostico de TEPT, sugiriendo

29



la existencia de una correlacidén entre la sintomatologia de TEPT y el volumen de
esta region cerebral [33].

Ademas de los cambios estructurales, se han identificado cambios en la
funcionalidad de las areas implicadas en la regulacion emocional empleando la
técnica de la resonancia magnética funcional (fMRI, por sus siglas en inglés). La
expresion de miedo, uno de los sintomas caracteristicas del TEPT, esta relacionada
con la actividad y conectividad funcional de la AMY [34]. Los estudios de
neuroimagen funcional han identificado una elevada conexién funcional entre la
AMY vy la insula, y una reducida conexion en la corteza prefrontal lateral, la region
parahipocampal y la corteza visual en veteranos de guerra diagnosticados de TEPT
[35]. La activacion de las conexiones funcionales de la AMY también se ha puesto
de manifiesto al exponer a estos pacientes a estimulos positivos [36], pero también
en presencia de estimulos aversivos cuando se trata de pacientes con diagndstico
de TEPT resistentes al tratamiento en comparaciéon con los que responden
adecuadamente [37]. Asi, las alteraciones estructurales y funcionales observadas
en las distintas regiones cerebrales mediante técnicas de neuroimagen han
permitido valorar la implicacion de estas regiones en el desarrollo y prondstico del
TEPT. Adicionalmente, estos cambios son un reflejo de las alteraciones producidas
en los sistemas de neurotransmision, que a su vez permitirian explicar parte de la

sintomatologia que presentan los pacientes con diagnostico de TEPT.

1.3.2 Biomarcadores periféricos
Los sistemas noradrenérgico, serotoninérgico, dopaminérgico y cannabinoide

enddgenos, asi como el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA), son cinco de los
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principales sistemas implicados en la regulacion de la respuesta emocional. Se ha
propuesto su implicacion en el desarrollo del TEPT tras observar que las
alteraciones en estos sistemas tienen relacion con la vulnerabilidad a desarrollar
TEPT tras una exposicidon a un evento traumatico. El eje HHA es uno de los
principales sistemas que regula la respuesta al estrés y, por lo tanto, desempeia un
papel crucial en fisiopatologia del TEPT [38]. Estudios realizados con veteranos de
guerra diagnosticados de TEPT han puesto de manifiesto una alteracién de la
correcta funcionalidad del eje HHA: mayor retroalimentacion negativa por
glucocorticoides y una mayor inhibicion del eje [39]. También se han identificado
concentraciones elevadas de cortisol y de la hormona liberadora de corticotropina
(CRF, por sus siglas en inglés) en muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes
con diagnostico de TEPT [40]. Los analisis de patrones genéticos han permitido
detectar la correlacion existente entre una reducida expresion génica del FKBPS
(co-chaperona del receptor glucocorticoide, implicada en la regulacion del eje HHA)
y el TEPT [41]. Asi, polimorfismos genéticos del gen del FKBP5 podrian estar
relacionados con distintos tipos de alteraciones del eje HHA y con el desarrollo de
este trastorno [42].

El eje del estrés esta estrechamente conectado con la activacion del sistema
noradrenérgico, cuya hiperactivacion podria explicar algunos de los sintomas que
presentan los pacientes con diagndstico de TEPT, como son la elevada presion
arterial y frecuencia cardiaca con un mayor riesgo de diagndstico de patologias
cardiovasculares como la hipertension arterial [43-45].

El sistema serotoninérgico ha resultado ser muy relevante en la regulacion del

estrés. Su modulacion farmacolégica produce acciones ansioliticas y antidepresivas
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[46, 47]. En esa modulacion estan implicadas las proyecciones serotoninérgicas del
nucleo del rafe hacia la AMY y el HIPP, que participan en la regulacion de la
respuesta emocional [48, 49]. Diversos estudios clinicos han evaluado los efectos
de un polimorfismo del transportador de serotonina (SHTTPLR) en el desarrollo de
TEPT tras un evento traumatico. Mas concretamente, se ha detectado que los
veteranos de guerra que presentan dicho polimorfismo presentan un mayor riesgo
de experimentar problemas de adaptacion tras finalizar su servicio militar [50]. Por
otra parte, el transportador dopaminérgico también se ha visto implicado en el
desarrollo de esta enfermedad. Los pacientes que presentan el polimorfismo de 9
repeticiones (9R) de un alelo del transportador tienen mayor riesgo de desarrollar
TEPT tras una exposicion que las personas que presentan el alelo 10R [51].

La implicacion del sistema cannabinoide endogeno (SCE) se ha evaluado
mediante el estudio de polimorfismos y de cuantificacion de ligandos cannabinoides
enddgenos en muestras periféricas de pacientes con diagnostico de TEPT. Por una
parte, se ha encontrado una correlacion entre un polimorfismo del gen que codifica
para el receptor cannabinoide 1 (CB1), CNR1, y la sintomatologia de TEPT
relacionada con la mayor expresion de miedo [52]. Los estudios de cuantificacion
de ligandos cannabinoides enddgenos en muestras capilares de pacientes con
diagnostico de TEPT han identificado una concentracion significativamente reducida
de uno de los ligandos mas abundantes de este sistema, la OEA
(oleoiletanolamida), en comparacion con el grupo control, relacionando dicho
resultado con la gravedad de los sintomas del TEPT [53]. La implicacion del SCE
en el TEPT ha quedado patente también en los estudios clinicos farmacolégicos,

poniendo de manifiesto que la administracion del dronabinol (delta-9-
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tetrahidrocanabinol (THC) sintético) consigue modular la sintomatologia de los
pacientes con diagnodstico de TEPT aumentando la extincion de la conducta de
miedo [54, 55].

Asi, a pesar de que son muchos los sistemas y las estructuras cerebrales
implicadas en el TEPT, algunos de ellos se pueden considerar elementos clave para
comprender las alteraciones de la enfermedad, explicar la sintomatologia mas
caracteristica del trastorno, permitiendo al mismo tiempo la busqueda de nuevos

agentes farmacologicos para su tratamiento.

2. ABORDAJE FARMACOLOGICO DEL TRASTORNO DE ESTRES
POSTRAUMATICO Y DE SU COMORBILIDAD CON EL TRASTORNO POR
USO DE ALCOHOL

2.1 Abordaje farmacolégico del TEPT

El tratamiento del TEPT comprende un conjunto de herramientas psicologicas y
tratamientos farmacologicos para mejorar la sintomatologia de los pacientes. En los
ultimos afios, varias organizaciones internacionales han publicado guias clinicas
sefalando los tratamientos farmacoldgicos mas eficaces, a pesar de presentar un
beneficio terapéutico limitado [56]. Dada la complejidad de este trastorno, el
abordaje farmacologico es variado, seleccionando los farmacos que tengan un perfil
mas adecuado de acuerdo con la sintomatologia que presente el paciente, a pesar

de que son muy pocos los que estan aprobados para su uso en el TEPT.
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2.1.1 Farmacos antidepresivos

Los farmacos mas empleados en la practica clinica para el abordaje del TEPT
son los inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina (ISRS), que actuan
bloqueando el transportador de serotonina y aumentan la disponibilidad sinaptica
de ese neurotransmisor en distintos nucleos cerebrales [57]. Tras observar la
eficacia de estos farmacos en el tratamiento de los trastornos depresivos y algunos
trastornos de ansiedad, surgi6 el interés de evaluar también su capacidad para
modular la sintomatologia de los pacientes diagnosticados de TEPT. La utilidad
terapéutica de dos de los ISRS que mas se emplean en la clinica, paroxetina (PXT)
y sertralina (STR), se demostré en algunos ensayos clinicos permitiendo la
aprobacion de ambos farmacos para su empleo en el manejo del TEPT por parte de
la Administracion de Medicamentos y Alimentos (Food and Drug Administration,
FDA por sus siglas en inglés) [58-60]. A pesar de ello, los estudios realizados
posteriormente han planteado dudas acerca de la eficacia real de estos farmacos.

La utilidad terapéutica de la PXT se ha evaluado en varios ensayos clinicos,
obteniéndose resultados contradictorios (Tabla 2). En la mayoria de los estudios
que han empleado dosis de PXT de 20 y 40 mg/dia se han encontrado mejoras
significativas en la sintomatologia de un 80-84% de los pacientes diagnosticados de
TEPT [60-62]. Sin embargo, el tratamiento con PXT no parece predecir una menor
probabilidad de reinstauracién de los sintomas, dado que algunos estudios sefialan
una reduccion en la tasa de aparicion de la sintomatologia refractaria solamente en
un 24% de los casos [63]. A pesar de ello, si se compara la eficacia de la PXT con
el placebo a la hora de reducir la sintomatologia refractaria, la diferencia es

claramente significativa. Un estudio realizado por Tucker y cols. muestra que los
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pacientes con TEPT crénico tratados con PXT durante 12 semanas presentan una
mayor reduccion de los sintomas del TEPT a partir de la cuarta semana de
tratamiento, asi como una mejor respuesta al tratamiento que los pacientes tratados
con placebo [64]. Efectos similares, observados en mujeres con diagndstico de
TEPT, van acompafados de cambios en la respuesta al estrés. Cuando las
pacientes se exponen a un desafio o situacion estresante, a pesar de presentar la
misma percepcion del estrés que antes del tratamiento, se observa una reduccién
de un 26,5% del cortisol liberado en la saliva [65].

La PXT también se ha empleado como tratamiento coadyuvante en combinacién
con la psicoterapia de larga exposicion centrada en el trauma [66-68]. Sin embargo,
tras finalizar la fase de exposicion centrada en el trauma y durante las 12 semanas
siguientes de tratamiento con PXT o placebo, la administracion de la PXT no ha
resultado ventajosa frente al placebo, poniendo de manifiesto las limitaciones del
uso de este farmaco en pacientes con TEPT [67].

En el caso de los veteranos de guerra con TEPT, la eficacia de la PTX es mucho
menor ya que su administracion no parece influir positivamente ni en la remision de
los sintomas ni en la aparicion de la sintomatologia refractaria. En este sentido,
Hamner y cols. llevaron a cabo un estudio clinico para valorar la eficacia del
tratamiento con STR o PXT en veteranos de guerra diagnosticados de TEPT. En la
primera fase del estudio y tras un tratamiento de 8 semanas con uno de los dos
farmacos, el 63% de los pacientes tuvo que pasar a la siguiente fase por no
responder al tratamiento y no presentar remisiéon de los sintomas [69]. En los

refugiados de guerra con TEPT y sintomas depresivos, a pesar de observar mejoria
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en los sintomas tras 6 semanas de tratamiento, los pacientes seguian presentando

criterios de diagnostico de TEPT [70].

PAROXETINA

ENSAYOS CLINICOS

Duracion
Dosis del NuUmero de pacientes Resultados Ref.
tratamiento

N (placebo) = 186 Reduccion de los
N (20) = 183 sintomas de re-
N (40) = 182 experiencia, evitacion e
hiperreactividad.

20 mg/dia y

40mg/dia 12 semanas [60]

Reduccion de la escala
CAPS, de los sintomas
disociativos y los
problemas
interpersonales.

hasta 60 mg/dia 10 semanas N (placebo) =27
N =25

[61]

20 - 40 mg/dia Mejora en la escala

52 semanas N =52 CAPS.

[62]

- Mejora objetiva en
84%
- Mejora subjetiva en
20 mg/dia y 40 _ 80%
mg/dia S IERES N=el - Reduccién de la
reinstauracion de los

sintomas en 24%

Reduccién en la escala

CAPS. Mayor respuesta

y remision de los

sintomas. Mejora en las [64]
areas familiar, laboral y

social.

[63]

20 - 50 mg/dia 12 semanas N (placebo) = 156
N =151

Reduccion en la escala
CAPS y de los niveles
20 — 50 mg/dia 12 meses N=13 de cortisol en saliva, a [65]
pesar de presentar la
misma percepcion de
distrés.
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20 mg/dia

12,5 - 50
mg/dia

12,5-625
mg/dia

Paroxetina
20 - 60 mg/dia

Sertralina
50 — 200 mg/dia

Paroxetina
20 mg/dia

Sertralina
50 — 100 mg/dia

Venlafaxina
75 — 150 mg/dia

Dosis

8 mg/kg/dia
i.p.

8 mgl/kg/dia
i.p.

12 semanas

10 semanas

12 semanas
adicionales

4 — 6 semanas

10 semanas
adicionales

8 semanas

8 semanas
adicionales

6 semanas

N (TEP) = 114
N (paroxetina) =57
N (TEP+paroxetina) = 57

N (TEP+paroxetina) = 19
N (TEP+placebo) = 18

N (solo paroxetina) = 19
N (solo placebo) = 18

N (TEP) = 44

N (TEP+paroxetina o
placebo) = 23

N =38

N (+antipsicético) = 9
N (+placebo) = 15

N (Paroxetina) = 12
N (Sertralina) = 15
N (Venlafaxina) = 5

Mayor remision de los
sintomas con la TEP
que la paroxetina.

Mejora sintomatologia
al combinar la TEP con
la paroxetina que con el
placebo.

Sin diferencias entre
ambos grupos.

Mejora significativa de
los sintomas.

La adicién de
paroxetina no aporta
mejora adicional.

Mejora sintomatoldgica
en 16 pacientes. Resto
- fase 2.

Sin cambios en la
escala CAPS.

Sin cambios en la
situacion clinica de los
pacientes.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Duracion
del
tratamiento

7 dias

7 dias

Especie

Ratones Swiss

Ratones Swiss
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Resultados

Reduccion del tiempo
de congelacion, de los
rasgos de ansiedad y
de la conducta de
evitaciéon en roedores
expuestos a la
descarga eléctrica.

El tratamiento previene
la reinstauracion de los
sintomas tras un
periodo de extincion en

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

Ref.

[71]

[72]



roedores expuestos a la
descarga eléctrica.
Reduccién de los
rasgos de ansiedad en
el paradigma del LEC,
pero no en la conducta
de enterramiento o de
exploracion.
La administracion
cronica de la
paroxetina, y no la
aguda, mejora el [74]
condicionamiento al
miedo en roedores
expuestos al modelo de
SPS.
La administracion del
farmaco reduce el
tiempo de congelacion
. . en el paradigma del [75]
10 mg/(l)(g/dla 7 dias Ratones C57BL/6J condicionamiento al
p-O- miedo en ratones
expuestos al modelo de
SPS.

5 mg/kg/dia

i.p. [73]

14 dias Ratas Sprague-Dawley

2,5;5y10 15 dias Ratas Sprague-Dawley
mg/kg/12 h
p.o.

Tabla 2. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la
eficacia de la PXT en TEPT. TEP, terapia de exposicion prolongada; CAPS, Clinician
Administered PTSD Scale; LEC, laberinto elevado en cruz; SPS, Single Prolonged Stress;

i.p., administracion intraperitoneal; p.o., administracion oral.

Se han encontrado resultados similares en la evaluacién de la utilidad terapéutica
de la STR en el tratamiento del TEPT (Tabla 3). La aprobacion de la STR por las
distintas agencias nacionales e internacionales se bas6 en estudios clinicos
realizados en los afios 2000 y 2001. En estos ensayos se demostraba que los
pacientes tratados con dosis variables de STR (50-200 mg/ dia) presentaban una
mejora significativa en la sintomatologia relacionada con el TEPT (hipervigilancia,
hiperreactividad emocional y re-experiencia del evento traumatico causante del

trastorno) en comparacion con los pacientes tratados con placebo, alcanzando en
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algunos casos la remision completa de los sintomas [58, 59, 76, 77]. La mejora de
los sintomas podria producirse a partir de la primera semana de tratamiento con
STR con una reduccion significativa, principalmente, en la agresividad y rabia
asociadas al TEPT [78]. En algunos estudios la STR ha demostrado la misma
eficacia que la terapia de exposicidén, la combinacién de ambos o la terapia de
exposicion junto con placebo en cuanto a la mejoria de los sintomas de TEPT [79,
80]. Sin embargo, otros estudios sefialan que su empleo en monoterapia, tras un
periodo de tratamiento con la combinacion de la terapia de exposicion y STR, no

tendria efectos beneficiosos adicionales [81].

SERTRALINA

ENSAYOS CLINICOS

Dosis Du:jaecllon Numero de pacientes Resultados Ref.

tratamiento

Reduccion en la
escala CAPS.
Mayores niveles de
remision con
sertralina (53%) que
con el placebo (32%).

50 — 200 12 semanas N =94
mg/dia N (placebo) = 93

(58]

Menores niveles de
reinstauracion de los
50 — 200 N = 46 sintomas con la [59]
mg/dia 28 semanas N (placebo) = 50 sertralina que con'el
placebo. Reduccion
en la escala CAPS.

Reduccion de la
puntuacion en la
50 — 200 12 semanas N =100 escala CAPS. Mayor
mg/dia N (placebo) = 108 ratio de respuesta
con la sertralina que

con el placebo.

[76]

Mayores tasas de
50 — 200 12 semanas N =190 remision con la [77]
mg/dia N (placebo) = 194 sertralina que con el

placebo.
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50 - 200
mg/dia

50 — 200
mg/dia

12,5 - 360
mg/dia

25-200
mg/dia

25-200
mg/dia

50 — 150
mg/dia

12,5-150
mg/dia

Dosis

10 mg/kg/dia
i.p.

12 semanas

24 semanas

10 semanas

10 semanas

12 semanas

3 meses

10 meses de
media

N =191
N (placebo) = 194

N (Sertralina) = 74

N (Sertralina+TEP) = 75
N (placebo+TEP) = 75

N (Sertralina) = 84
N (TEP) = 111

N (Sertralina) = 31

N (Sertralina +TEP) = 34

N = 86
N (placebo) = 83

N =122

Mejora significativa
en signos de
anhedonia,
distanciamiento,
evasion de
actividades, ira e
hipervigilancia.

Mejora
sintomatologia en
todos los grupos, sin
ninguna diferencia
entre ellos.

Efecto beneficioso en
ambos grupos,
siendo la TEP mas
ventajosa en algunos
aspectos.

Mejoras a largo plazo
con la combinacion
Sertralina +TEP que
con la Sertralina sola.

No se encuentran
diferencias entre
ambos grupos.

| disforia, |
irritabilidad y | rabia
en 12 de los 19
pacientes.

Mejora de la
gravedad de los
sintomas en 65,5%
de los pacientes.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Duracion
del
tratamiento

7 dias

Especie

Ratas Sprague-Dawley
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Resultados

El tratamiento
normaliza los niveles
de serotonina, pero
aumenta los de
noradrenalina en
roedores expuestos a
un modelo animal
que combina la
exposicién a un
depredador con el
estrés psicosocial.

(78]

[79]

(80]

(81]

(82]

(83]

(84]

Ref.

(85]



La administracion de
la sertralina no
reduce la respuesta
7 dias Ratones C57BL/6J de sobresalto en [86]
roedores expuestos a
un depredador
natural.

La administracion de
la sertralina
inmediatamente
después de la
exposicién a un
depredador reduce
los rasgos de
ansiedad y la
respuesta de
sobresalto.

10 mg/kg/dia
p.o.

10 mg/kg/dia

i.p. [871

7 dias Ratas Sprague-Dawley

Tabla 3. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la
eficacia de la PXT en TEPT. TEP, terapia de exposiciéon prolongada; CAPS, Clinician

Administered PTSD Scale; i.p., administracion intraperitoneal; p.o., administracion oral.

A parte de estos resultados, que puedan parecer algo contradictorios en relacion
con la eficacia de la STR en el manejo terapéutico del TEPT, otro estudio llevado a
cabo por Friedman y cols. con veteranos de guerra diagnosticados de TEPT
muestra que la STR no presenta ninguna ventaja frente al placebo en ninguno de
los parametros evaluados relacionados con la sintomatologia del TEPT [82]. En
veteranos de guerra diagnosticados de TEPT y depresion, el tratamiento con STR
solamente conseguiria mejorar la sintomatologia relacionada con la disforia,
irritabilidad y la rabia en un 63% de los pacientes [83]. Asi, a pesar de la evidencia
cientifica sobre la posible eficacia de la STR en el manejo terapéutico del TEPT, su
empleo sigue relacionandose con bajas tasas de remision de la enfermedad [77].

Algunos autores sugieren que estas bajas tasas de remision podrian estar
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relacionadas con el tipo de evento traumatico causante de la enfermedad, que
actuaria como un factor de peso en la respuesta al tratamiento [84].

Otro ISRS, evaluado en varios estudios clinicos y que presenta una prevalencia
de uso mucho menor que los comentados previamente es la fluoxetina (FXT). A
diferencia de la STR y la PXT, el empleo de la FXT no esta avalado por las agencias
nacionales e internacionales para el manejo terapéutico del TEPT. Sin embargo,
considerando la limitada eficacia de los farmacos aprobados para tal uso, se han
realizado varios estudios para evaluar su potencial utilidad terapéutica obteniendo
resultados contradictorios (Tabla 4). Los estudios comparativos de FXT frente al
placebo han mostrado que la FXT presenta una mayor eficacia para modular la
sintomatologia relacionada con el TEPT [88-90] y reducir la reinstauracion de la
sintomatologia [91, 92]. Sin embargo, a pesar de que dichos estudios incluyen tanto
civiles diagnosticados de TEPT como veteranos de guerra, algunos autores han
sefalado que la respuesta a la FXT es peor en los veteranos de guerra con
diagnostico de TEPT que en la poblacién general [93]. Otros estudios clinicos han
informado que la FXT no presentaria ninguna ventaja frente al placebo en relacidon

con la modulacion de los sintomas del TEPT [94, 95].

FLUOXETINA

ENSAYOS CLINICOS

U Numero de
Dosis del . Resultados Ref.
. pacientes
tratamiento
Mejora superior de
10 -60 12 semanas N =27 los sintomas con la
mg/dia N (placebo) = 26 fluoxetina que con el [88, 89]
placebo.
Reduccion en la
fr?g7d?g 12 semanas N (plgc_egcz))6= 75 escala CAPS. Mejora [90]

de los sintomas
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N =69
N (placebo) = 62

N =110
N (placebo) = 34

N =33
N (placebo) = 31

N (20) = 163
N (40) = 160
N (placebo) = 88

N=6
N (placebo) = 6

intrusivos y de
hiperreactividad.
Menor riesgo de
reinstauracion de
sintomas con la
fluoxetina que con el
placebo 6 meses
después del
tratamiento.

Durante el
tratamiento: mejores
resultados con
fluoxetina, que no se
mantienen a largo
plazo.

Mejora significativa
con fluoxetina,
principalmente en los
sintomas de
evitacion y
adormecimiento.

La fluoxetina a
ambas dosis
evaluadas no
presenta ninguna
ventaja frente al
placebo.

La fluoxetina no
muestra ninguna
ventaja frente al
placebo en el control
de los sintomas del
TEPT.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

20-380
mg/dia 12 semanas
20-80
mg/dia 12 semanas
) 5 semanas
20y 40 12 semanas
mg/dia
10 - 60
. 12 semanas
mg/dia
Duracion
Dosis del

tratamiento

10 mg/kg/dia
p.o.

30 dias

10 mg/kg/dia
p.o.

30 dias

Especie

Ratas Sprague-
Dawley

Ratas Wistar
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Resultados

El tratamiento con la
fluoxetina en edades
tempranas mejora
los indices de
ansiedad en
roedores expuestos
a un protocolo de
estrés temprano de 3
dias de duracion.

El tratamiento mejora
los signos de
ansiedad,
condicionamiento al
miedo y la extincion
en roedores
expuestos al modelo
de SPS.

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

Ref.

[96]

[97]



Tabla 4. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la
eficacia de la FXT en TEPT. SPS, Single Prolonged Stress; CAPS, Clinician Administered
PTSD Scale; p.o., administracion oral.

Cuando la respuesta al tratamiento instaurado con algun ISRS es limitada o el/la
paciente presenta sintomas depresivos que no remiten con el tratamiento, lo
habitual en la practica clinica es sustituir ese tratamiento por otro antidepresivo
perteneciente a otros grupos terapéuticos. En estos casos, se puede optar por un
inhibidor de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, algun antidepresivo
triciclico, tetraciclico o atipico [98]. En este sentido, se han llevado a cabo algunos
estudios para valorar la eficacia de la mirtazapina, un antidepresivo tetraciclico con
un mecanismo de accién mixto (antagonista de los receptores adrenérgicos alfa2 y

de los serotoninérgicos SHT2A y 5HT2C), para el abordaje del TEPT (Tabla 5).

MIRTAZAPINA

ENSAYOS CLINICOS

Duracién Numero de
Dosis del Resultados Ref.

tratamiento PRI
Mejora significativa en
=30 mg/dia 8 semanas N=15 comparacion con la [99]
sintomatologia inicial.
Respuesta al tratamiento

15 - 45 8 semanas N =17 mayor con la [100]
mg/dia N (placebo) =9 mirtazapina que con el
placebo.
Mejora significativa en
=30 mg/dia 24 semanas N=12 sintomatologia del [101]
TEPT.
Mejora sintomatoldgica
45 mg/dia 8 semanas N=6 en la mitad de los [102]
pacientes.
Mirtazapina Mayor respuesta al
=34 mg/dia N (Mirtazapina) =  tratamiento a las 6
6 semanas 51 semanas con la [103]
Sertralina N (Sertralina) =49  mirtazapina que con la
=100mg/dia sertralina.
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Mirtazapina Mayores tasas de

Lol N (Serielie & remision y mejora de
mg/dia Mirtazapina) = 18 ; y mejor
sintomas depresivos con
6 semanas N . [104]
. : la combinacion sertralina
Sertralina N (Sertralina ; .
25— 200 +placebo) = 18 Mirtazapina que
. sertralina + placebo.
mg/dia

Tabla 5. Tabla resumen de los estudios clinicos realizados para evaluar la eficacia de la
mirtazapina en TEPT.

Su administracién a pacientes coreanos con TEPT ha resultado ser eficaz para
mejorar su situacion clinica general, a corto (8 semanas de tratamiento) y a largo
plazo (24 semanas de tratamiento) [99-101]. Estos resultados van en la misma
direccion que los obtenidos por el grupo de Connor y cols., en un estudio realizado
con un numero muy reducido de pacientes (6 pacientes con TEPT). En este caso,
los autores sefialan que 3 de esos 6 pacientes presentaron una mejora significativa
de su situacion clinica tras un tratamiento con mirtazapina de 8 semanas de
duracién [102]. En un estudio comparativo realizado con un total de 100 pacientes
con TEPT la mirtazapina resulté ser mas eficaz que la sertralina para controlar la
sintomatologia general de los pacientes [103]. Sin embargo, la administracion
concomitante de ambos farmacos no resulté ser mas eficaz que la combinaciéon de
la sertralina con el placebo para mejorar la gravedad del TEPT [104], poniendo en
duda los resultados positivos obtenidos hasta ese momento.

También se ha evaluado la eficacia de algunos inhibidores (reversibles o
irreversibles) de la monoaminooxidasa (IMAO) en el manejo farmacolégico del
TEPT pero con escasa eficacia [105]. Los farmacos pertenecientes a este grupo
terapéutico, como la fenelzina o la brofaromina, rara vez se prescriben a los
pacientes con TEPT dada su limitada eficacia y su elevada incidencia de reacciones

adversas [105, 106]. Los farmacos antidepresivos pertenecientes a otros grupos
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terapéuticos, como la venlafaxina y el bupropidén, se han evaluado en ensayos
clinicos pequefos y dificiles de interpretar, mostrando una ligera mejora de la
sintomatologia del TEPT [107].

La eficacia de algunos de los farmacos antidepresivos se ha evaluado en
distintos modelos animales que simulan algunos rasgos del estrés postraumatico,
como son la ansiedad o la presencia de recuerdos del evento traumatico (memoria
aversiva). En este ambito, varios autores han demostrado como la administracion
subcronica o crénica (entre 5 y 30 dias) de STR, PXT o FXT consigue modular los
rasgos de ansiedad, el condicionamiento al miedo, la respuesta de sobresalto, asi
como la reinstauracién de la memoria aversiva en roedores expuestos a distintos
modelos animales de TEPT [71, 72, 75, 97]. Dichos efectos beneficiosos parecen
ser mas notables cuando la administracion se produce inmediatamente después del
evento traumatico [87] o en edades tempranas [96], y no se observan tras una unica
administracion aguda [74]. Por otra parte, algunos autores han mostrado que la
administraciéon de los antidepresivos ISRS no seria beneficioso para tratar los
sintomas de ansiedad y de condicionamiento al miedo inducidos en los roedores
tras su exposicion a distintos modelos animales de TEPT [73, 86].

Actualmente, a pesar de la heterogeneidad de los resultados obtenidos en
distintos estudios clinicos y preclinicos, los ISRS se consideran la primera linea de
tratamiento farmacolégico del TEPT con una eficacia mayor en el manejo de la
irritabilidad que de otros sintomas que presentan estos pacientes (p. ej. alteraciones
del suefo) [78]. La mejora de los sintomas tras la administracion de un ISRS es
variable dependiendo, sobre todo, del tipo de acontecimiento traumatico, del sexo,

asi como de la presencia de exposiciones previas.
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2.1.2 Farmacos antipsicoticos

Los farmacos antipsicéticos suelen acompanar al tratamiento de primera linea
como coadyuvante tanto en pacientes civiles con TEPT como en veteranos de
guerra. Su empleo esta dirigido principalmente a pacientes que presentan
comorbilidades psiquiatricas, sintomas refractarios o alteraciones de suefio.

Los farmacos que se han estudiado para el abordaje del TEPT en monoterapia y
también como adyuvantes a un tratamiento farmacoldgico de base pertenecen al
grupo de los antipsicoticos atipicos o de segunda generacion. Este grupo de
farmacos ha despertado interés por su posible utilidad en el manejo de algunos de
los sintomas especificos del TEPT, como la presencia de sintomas psicoticos,
sintomas refractarios o alteraciones de suefio [108]. Dentro de este grupo
terapéutico, el farmaco mas estudiado ha sido la risperidona, cuya utilidad se ha
evaluado tanto en monoterapia como de forma adyuvante al tratamiento

antidepresivo de primera linea (Tabla 6).

RISPERIDONA

ENSAYOS CLINICOS

Dosis Duracu?n = Num_ero 2l Resultados Ref.
tratamiento pacientes
Mejora de los sintomas
2 - 4 mg/dia 6 semanas N =26 psicoticosalas 3y 6 [109]
semanas.
Mayor eficacia en el
N =11 tratamiento del TEPT

=2,62 mg/dia 12 semanas [110]

N (placebo) =9 con la risperidona que
con el placebo.

Reduccion de la

0,5-8 N=12 puntuacion en la escala

mg/dia 8 semanas N (placebo) =9 CAPS, y de los [111]
sintomas intrusivos y de
hiperreactividad.
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1 - 6 mg/dia

1 - 3 mg/dia

0,5-2
mg/dia

Sertralina

Risperidona

1 -4 mg/dia

1 - 4 mg/dia

Dosis

0,01; 0,1y 1
mg/kg/dia
p.o.

Mejora de los sintomas
N=19 psicaticos con
N (placebo) = 18 risperidona sin cambios
en la escala CAPS.

5 semanas

La adicion de la
N = 22 risperidona a la
16 semanas _ medicacion habitual
N (placebo) = 26 ; ,
mejora los sintomas
psicoticos.

Dosis bajas de
N=7 risperidona reducen la
N (placebo) = 8 irritabilidad y los
sintomas intrusivos.

6 semanas

25 de estos pacientes
pasan a la fase dos por
no mostrar mejora con
el tratamiento.

8 semanas N (sertralina) = 34

No se encuentran
diferencias en la
N sintomatologia general
8 semanas (sertralina+risperidona  del TEPT.
o placebo) = 25 Mejora de los indices de
suefio con la adicién de
risperidona.

Ligera mejora de la
calidad de sueno con la
adicion de risperidona al
tratamiento habitual.

24 semanas N = 296

No se encuentran
N (risperidona o diferencias en la escala
placebo) = 247 CAPS entre ambos
grupos.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Duracion del
tratamiento

24 semanas

Especie Resultados

La risperidona reduce
los rasgos de ansiedad,
de depresion y de

24 dias Ratas Charles Foster  deterioro cognitivo en
roedores expuestos a
un modelo de estrés-re-
estrés.

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

Ref.

[118, 119]

Tabla 6. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la

eficacia de la risperidona en TEPT. CAPS, Clinician Administered PTSD Scale; p.o.,

administracion oral.
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La administracidon de risperidona en monoterapia ha demostrado ser mas eficaz
que el placebo para reducir los sintomas psicéticos asociados al TEPT en veteranos
de guerra [109] y para mejorar la sintomatologia general del TEPT [110]. A dosis
bajas, ha reducido significativamente los sintomas intrusivos y la hiperreactividad
en mujeres con TEPT cronico desarrollado por haberse expuesto a una situacion de
abuso infantil [111]. Sin embargo, estos estudios se han realizado en una poblacion
muy reducida de pacientes (20-26/grupo) lo que pone en duda la representatividad
de los resultados obtenidos.

Varios ensayos clinicos han demostrado la utilidad de la risperidona como
tratamiento coadyuvante a la farmacologia de primera linea en veteranos de guerra
con TEPT cronico, principalmente para reducir los sintomas de re-experiencia,
sintomas psicoticos [112, 113], la irritabilidad y la agresion asociadas al TEPT, asi
como las alteraciones de suefo [114-116]. Sin embargo, la adicion de la risperidona
a un tratamiento antidepresivo de primera linea no parece afectar positivamente a
la sintomatologia general del TEPT, a pesar de mejorar esos sintomas especificos
[115, 117].

La quetiapina es otro farmaco perteneciente a la familia de los antipsicoticos de
segunda generacion, que se ha evaluado en algunos estudios con pacientes

diagnosticados de TEPT (Tabla 7).
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QUETIAPINA

ENSAYOS CLINICOS

Dosis

50 — 800
mg/dia

25-400
mg/dia

Prazosina
1 - 25 mg/dia

Quetiapina
25-600
mg/dia

25-400
mg/dia

25-300
mg/dia

Dosis

10 mg/kg/dia
(en agua de
bebida)

Duracion del
tratamiento

Nimero de
pacientes

N (quetiapina) = 29

12 semanas N (placebo) = 18
8 semanas N =53
N (quetiapina) = 175
6 meses N (prazosina) = 62
8 semanas N =15
6 semanas N=18

Resultados

Mayor reduccion de la
puntuacion CAPS con
la quetiapina en
comparacioén con el
placebo.

Mejora de los
sintomas psicéticos.
A corto plazo
presentan la misma
eficacia para tratar los
sintomas nocturnos. A
largo plazo la
prazosina presenta
mayor eficacia que la
quetiapina.

Mejora de la
sintomatologia en la
mitad de los pacientes
tras la adicion de la
quetiapina al
tratamiento
antidepresivo habitual.
Reduccion no
significativa de la
puntuacion CAPS.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Duracion
del Especie
tratamiento

14 dias Ratas Sprague-Dawley

Resultados

La quetiapina reduce
los rasgos de
ansiedad y de
depresion en roedores
expuestos a un
modelo modificado de
SPS.

Ref.

[120]

[121]

[122]

[123]

[112]

Ref.

[124]

Tabla 7. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la

eficacia de la quetiapina en TEPT. CAPS, Clinician Administered PTSD Scale; SPS, Single

Prolonged Stress.
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Los pocos estudios publicados demuestran su eficacia para reducir los sintomas
psicoticos que presentan los veteranos de guerra con diagndstico de TEPT, asi
como los sintomas nocturnos, de re-experiencia, hiperreactividad y evitacion, tanto
en monoterapia como en combinacion con la farmacoterapia de primera linea [120-
123, 125]. Sin embargo, un tratamiento prolongado con este farmaco se relaciona
con una mayor tasa de abandono por la aparicion de reacciones adversas (aumento
de peso, estrefiimiento, cefaleas, astenia, entre otras), limitando asi su empleo
[122].

En los ultimos afos, algunos autores han evaluado la posible eficacia terapéutica
del antipsicotico atipico aripiprazol para modular la sintomatologia asociada al
TEPT (Tabla 8). En monoterapia ha mostrado resultados prometedores en dos
estudios clinicos. Sin embargo, el reducido numero de pacientes incluidos, la alta
tasa de abandono del tratamiento, y la ausencia de un grupo placebo han planteado

dudas sobre los resultados obtenidos [126, 127].

ARIPIPRAZOL

ENSAYOS CLINICOS

Duracion del Numero de

Dosis . . Resultados Ref.
tratamiento pacientes
5-30 _ Mejora significativa de la [126]
mg/dia 12 semanas N=8 sintomatologia del TEPT.
o~ : _ Mejora de la
=9,6 mg/dia 16 semanas N =23 sintomatologia del TEPT. [127]
No se detectan cambios
5-20 N (aripiprazol) = 5 significativos en la escala
mgldia 10 semanas N (placebo)=7  CAPS con la adicién del [128]

farmaco.
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Aripiprazol Mejora sintomatolégica
- de la depresiéon mayor
tras la adicion del [129]

Bupropion 12 SOMENEE N (foiel) = il aripiprazol, en
= comparacion con el
bupropién.
~13.06 La adicion del aripiprazol
D 12 semanas N=17 mejora los sintomas de [130]
mgldia TEPT.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Dosis Duracu?n = Especie Resultados Ref.
tratamiento
A dosis altas, el

aripiprazol bloquea la

01;1y5 Ratas Sprague- reinstauracion del

mg/kg/dia 14 dias prag condicionamiento al [131]
] Dawley .
i.p. miedo en roedores

expuestos al modelo
animal de SPS.

Tabla 8. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la
eficacia del aripiprazol en TEPT. CAPS, Clinician Administered PTSD Scale; SPS, Single

Prolonged Stress; i.p., administracion intraperitoneal.

Por otra parte, como tratamiento coadyuvante ha mostrado resultados menos
prometedores en comparacion con otros antipsicéticos de la misma familia. Los
estudios realizados con veteranos de guerra con diagndstico de TEPT han
demostrado que la adicion del aripiprazol a la farmacoterapia de base no presentaria
ninguna ventaja frente al placebo a la hora de reducir la sintomatologia general del
TEPT, presentando, ademas, una tasa de respuesta muy baja (cerca del 50%) [128-
130].

La eficacia de estos farmacos antipsicoticos se ha evaluado en muy pocos
modelos animales de estrés postraumatico. En algunos estudios, estos farmacos

han mostrado eficacia para modular la conducta de tipo depresiva, ansiosa y los
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cambios cognitivos producidos como consecuencia de la exposicion a los modelos
animales [118, 119, 124]. Ademas, su administracion subcronica mejora el
condicionamiento al miedo en roedores expuestos a una descarga eléctrica para
inducir rasgos similares al estrés postraumatico [131].

Los estudios realizados plantean resultados contradictorios en cuanto a la
eficacia de los antipsicoticos en el manejo general del TEPT. Sin embargo, a pesar
de estar asociados a una serie de limitaciones (prolongacién del intervalo QT,
alteraciones cardiovasculares en pacientes con alguna enfermedad cardiovascular,
aumento de peso, astenia, entre otras) su empleo en la practica clinica es habitual
de manera coadyuvante a la farmacoterapia de primera linea para controlar algunos

de los sintomas especificos de este trastorno [108, 113, 132].

2.1.3 Farmacos antiepilépticos

El uso de antiepilépticos en el TEPT esta relacionado con la necesidad de tratar
algunas comorbilidades complejas, como es el trastorno bipolar o el comportamiento
impulsivo. Estas comorbilidades estan presentes en una elevada proporcion de
pacientes diagnosticados de TEPT y su adecuado manejo terapéutico permitiria
mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Algunos antiepilépticos se han evaluado en ensayos clinicos para valorar su
posible eficacia a la hora de controlar algunos sintomas de los pacientes
diagnosticados de TEPT. Los farmacos mas estudiados han sido el topiramato y el
acido valproico. El topiramato actua modulando los canales de sodio dependientes
del voltaje, aumenta la transmision GABAérgica y bloquea los receptores

glutamatérgicos AMPA/kainato [133-138]. Su utilidad se ha estudiado tanto en
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monoterapia como de forma coadyuvante a los tratamientos de primera linea, con
resultados contradictorios en cuanto a su eficacia en este grupo de pacientes (Tabla
9). Los estudios han mostrado su eficacia para reducir los sintomas de re-
experiencia (flashbacks, recuerdos intrusivos, pesadillas) [139, 140] y de evitacion
[140], sin afectar de manera significativa a la sintomatologia general de los
pacientes civiles con TEPT [139]. Estudios adicionales han sugerido que la eficacia
del topiramato seria la misma en monoterapia que en combinacién con un
tratamiento de base. En ambos grupos de tratamiento, los pacientes experimentan
mejoras en los sintomas de re-experiencia, evitacion e hiperreactividad [141, 142].
Ademas, su uso en monoterapia o su adicion al tratamiento de primera linea no
parece predecir una mayor reduccién de la sintomatologia del TEPT [141, 142]. De
manera similar, tampoco se ha observado una mejora significativa tras su adicion al
tratamiento de primera linea frente al placebo, ademas de producir una mayor

incidencia de reacciones adversas [143].

TOPIRAMATO

ENSAYOS CLINICOS

Dosis Duracu?n 20 Num_ero de Resultados Ref.
tratamiento pacientes
Mejora de los sintomas de

N=18 re-experiencia, sin

5:1 _lc‘:ioao 22 meses N (placebo) =18  cambios significativos en [139]
9 la escala CAPS.
Mejora de los sintomas de
~102.94 re-experiencia, de
v 12 semanas N =35 evitacion, aislamiento [140]
mg/dia : .
social y adormecimiento
emocional.
Reduccion de los
12,5 - 500 4 semanas N (total) = 35 sintomas de re- [141]
mg/dia .
experiencia.
Mejora de los sintomas de
12,5 - 200 4 semanas N (total) = 30 re-experiencia, evitacion e [142]
mg/dia hiperreactividad.
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No se encuentran
diferencias entre la
7 semanas N (total) = 40 adicion de topiramato y de [143]
placebo al tratamiento
habitual.
ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Duracion del

Dosis . Especie Resultados Ref.
tratamiento

25-200
mg/dia

10y 30 El topiramato reduce la

mg/kg/12 h 7 dias Ratas Sprague- respuesta de sobresalto [144]
o Dawley en roedores expuestos al
p-0- modelo de SPS.

Tabla 9. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la
eficacia del topiramato en TEPT. CAPS, Clinician Administered PTSD Scale; SPS, Single

Prolonged Stress; p.o., administracion oral.

El acido valproico (o su precursor divalproex) también presenta un mecanismo
de accidén complejo, potenciando la respuesta GABAérgica, atenuando la respuesta
neuronal mediada por los receptores glutamatérgicos NMDA y bloqueando los
canales de sodio dependientes del voltaje. Su utilidad en el manejo de la
sintomatologia del TEPT también se ha estudiado en varios ensayos clinicos,
obteniendo unos resultados todavia menos esperanzadores en comparacion con
los obtenidos con el topiramato (Tabla 10). Su utilidad se ha evaluado en
monoterapia tanto en civiles como en veteranos de guerra con diagnostico de TEPT.
Sin embargo, su administracion no ha resultado ser mas eficaz que el placebo para
mejorar la sintomatologia general del TEPT, mostrando solamente una leve
reduccién en los sintomas de evitacion [145], de intrusion, de hiperreactividad [146,
147] y problemas de conducta en varones jovenes con TEPT [148]. Su
administracion a veteranos de guerra con TEPT crénico no ha resultado eficaz frente

al placebo en ninguno de los parametros evaluados [149].
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ACIDO VALPROICO

Dosis

10 - 20
mg/kg/dia

é?

Dosis alta

500 — 1500
mg/dia

Dosis baja
<250
mg/dia

500 — 3000
mg/dia

Dosis

100 - 400
mg/kg/dia
i.p.

Duracion del
tratamiento

ENSAYOS CLINICOS
Numero de
pacientes

Resultados

N=16
N (placebo) = 13

8 semanas N =16
e? N =16
7 semanas N (dosis alta) = 6

N (dosis baja) = 6

8 semanas N (total) = 85

No se observan
diferencias significativas
en la escala CAPS.
Reduccion de los
sintomas de
hiperreactividad e
intrusioén, sin observar
cambios en los
sintomas de evitacion.
Mejora de los sintomas
de hiperreactividad.

Mejora significativa de
los sintomas de
intrusién y de evitacion
con la dosis alta del
divalproex.

No se encuentran
mejoras con el
tratamiento con
divalproex frente al
placebo.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Duracion del

tratamiento Eoakl
26 dias Ratones ICR
30 dias Ratas Sprague-

Dawley
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Resultados

El &cido valproico
normaliza los rasgos de
ansiedad en roedores
expuestos a la descarga
eléctrica, consiguiendo
una ligera reduccién en
el tiempo de
congelacion.

Se observa una
reduccion de los rasgos
de ansiedad en los
roedores expuestos a
un modelo animal de
TEPT que consiste en
combinar la exposiciéon
a un depredador y el
estrés psicosocial.

Ref.

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

Ref.

[150]

[151]



Tabla 10. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la
eficacia del acido valproico en TEPT. CAPS, Clinician Administered PTSD Scale; i.p.,

administracion intraperitoneal.

Algunos autores han estudiado la utilidad que puedan tener otros farmacos
antiepilépticos en el manejo del TEPT. La administraciéon de tiagabina no ha
resultado eficaz para regular la sintomatologia del TEPT [152], ni para reducir la
probabilidad de reinstauracion de los sintomas [153] en comparacion con el placebo.
Se han realizado ensayos clinicos para valorar la eficacia de la pregabalina [154],
fenitoina [155], levetiracetam [156], rivastigmina [157], nefazodona [158],
lamotrigina [159] y gabapentina [160], obteniendo resultados en algunos casos
prometedores, pero aun asi muy limitados [155, 156, 158, 160].

En modelos animales de estrés postraumatico se ha evaluado la eficacia de unos
pocos farmacos antiepilépticos, con resultados prometedores en cuanto a su
capacidad de modular distintos tipos de alteraciones inducidos por la exposicién a
los factores estresantes. La administracion subcréonica o créonica de algunos
antiepilépticos, como el topiramato o el acido valproico, ha demostrado su eficacia
para modular la respuesta de sobresalto [144], el condicionamiento al miedo y los
rasgos de ansiedad [150, 151].

De esta manera, a pesar de la heterogeneidad de los resultados obtenidos [152,
161, 162] y la necesidad de realizar ensayos clinicos para determinar su utilidad
terapéutica, los antiepilépticos suelen acompafar a la farmacologia de base con el
objetivo de controlar algunos sintomas del TEPT (inestabilidad emocional, conducta

social) y el trastorno bipolar que en ocasiones va asociado al TEPT [149, 163].
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2.1.4 Bloqueantes adrenérgicos

En los ultimos afos ha crecido el interés en estos farmacos y su posible utilidad

terapéutica en el manejo de la sintomatologia del TEPT. Los estudios realizados se

han centrado principalmente sobre el tratamiento de las pesadillas y las alteraciones

del suefo, dos de los sintomas mas incapacitantes de esta enfermedad [164].

Algunos estudios han puesto de manifiesto que la prazosina (bloqueante alfa-

adrenérgico) podria ser un farmaco util en pacientes con diagnostico de TEPT [165]

(Tabla 11).
PRAZOSI
ENSAYOS CL
. Duracion del Nimero de
Dosis . .
tratamiento pacientes
1-15 -
mg/dia 8 semanas N (total) = 32
2-6 -
mg/dia 7 semanas N (total) = 13
Prazosina N (prazosina) = 33
1-15 8 semanas N (hidroxicina) = 34
mg/dia N (placebo) = 33
B 8 semanas N=9
mg/dia
1-5 2 semanas N (total) = 10
mg/12h
=13 mg/dia 8 semanas N =234
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NICOS
Resultados Ref.

La Prazosina no reduce los

sintomas diurnos de re-

experiencia ni las [165]
pesadillas.

Mejora de las pesadillas y

de la calidad de duefio con

la prazosina frente al [166]
placebo.

Mejora de los trastornos de

suefo y pesadillas con la
administracion de la [167]
prazosina.

Mejora de la sintomatologia
general y las pesadillas en
8 de 9 pacientes. [168]

La administracion adicional
de prazosina por las
mananas reduce el distrés
psicoldgico frente a
estimulos relacionados con
el evento traumatico.

[169]

Eficaz para tratar las
pesadillas y las [170]
alteraciones de suefio.



Eficaz para reducir las

z9’5, 20 semanas N=10 pesadillas y tratar las [171]
mg/dia . ~
alteraciones de suefio.
Mejora de la calidad de
~9.6 suefio y de la
mg/::lia 8 semanas N =36 sintomatologia general de [172]
los pacientes.
Reduccion significativa de
1-6 las pesadillas y mejora
. 8 semanas N =23 general de la [173]
mg/dia . . ]
sintomatologia del estrés
postraumatico.
No se encuentran mejoras
N (prazosina) = significativas en la
1- 29 26 semanas 152 smtomatol_ogla general y [174]
mg/dia _ las alteraciones de suefo
N (placebo) = 152 .
en los pacientes tratados
con la prazosina.
Mejora de la sintomatologia
1-20 general en el grupo tratado
. 8 semanas N =20 con la prazosina, pero poco [175]
mg/dia .
pronunciado en el caso de
los sintomas nocturnos.
ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Dosis Duracu?n o Especie Resultados Ref.
tratamiento
0,25; 0,1y 3 dias (30 min Reduccion de la respuesta
0,5 antes de la Ratas Sprague- de sobresalto en roedores
. " [176]
mg/kg/dia exposicion al Dawley expuestos a la descarga
i.p. estrés) eléctrica.

Tabla 11. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la

eficacia de la prazosina en TEPT. i.p., administracion intraperitoneal.

Su empleo en pacientes civiles con diagndstico de estrés postraumatico ha
mostrado una eficacia superior al placebo para aumentar el tiempo de sueno, la fase
REM (rapid eye movement) y la calidad del suefio, mejorando asi la sintomatologia
del TEPT [166-168]. Algunos autores indican que la administracion de la prazosina,
ademas de mejorar los sintomas nocturnos también permitiria aliviar el distrés

causado por el recuerdo del evento traumatico a lo largo del dia, reduciendo la
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gravedad del TEPT [169]. Sin embargo, la administracion de este farmaco en los
veteranos de guerra diagnosticados de TEPT ha producido resultados
contradictorios. Algunos autores sefialan que podria ser eficaz para reducir las
pesadillas y otros sintomas nocturnos del trastorno, mejorando la calidad de vida de
los pacientes y su situacion clinica general [170-172]. Ademas, también podria
resultar util para reducir las pesadillas y el distrés nocturno [173]. Sin embargo, un
estudio multicéntrico reciente ha concluido que la administracion de la prazosina no
supondria ninguna ventaja frente al placebo en lo que se refiere a la calidad del
suefo y la presencia de pesadillas en una poblacion bastante amplia de veteranos
de guerra [174]. De la misma manera, tampoco seria eficaz para reducir las
pesadillas y otros sintomas nocturnos en pacientes que ademas presentan ideacion
suicida [175].

En los ultimos afos también se ha evaluado la eficacia que podria presentar el
propranolol (beta-bloqueante) en el manejo del TEPT, tanto para su tratamiento

como para su prevencion tras una exposicion traumatica (Tabla 12).

PROPRANOLOL

ENSAYOS CLINICOS

Dosis Duracu?n 2 Num_ero de Resultados Ref.
tratamiento pacientes

Una semana después

de la administracion

del farmaco, los

signos fisioldgicos

ante las sesiones de [177]

reactivacion fueron

mas leves en

comparacioén con el

placebo.

40 mg + 60 mg Administracion N=9
(tras 2 horas) aguda N (placebo) = 10
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0,67 mg/kg + 1
mg/kg (tras 2
horas) /semana

1 mg/kg

40 mg/8 h

<240 mg/dia

Dosis

10 0 15 mg/kg
s.C.

2; 5y 10 mg/kg
s.c.
o
1,25; 5; 10 0 15
Mg
administration
intrahippocampal

6 semanas

Administracion
aguda

7 dias

19 dias

Duracion del
tratamiento

Una uUnica
administracion
(1 hora
después de la
exposicion)

Una unica
administracion
inmediatamente
después de la
exposicion.

N =30
N (placebo) = 30

N =21
N (placebo) = 20

N (propranolol) = 11
N (no propranolol) = 8

N (total) = 41

Especie

Ratas Sprague-
Dawley

Ratas Sprague-
Dawley
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Reducciéon mayor en
la escala CAPS en
pacientes tratados
con el propranolol
antes de las sesiones
de reactivacion.
Mejora de las
funciones cognitivas
en pacientes tratados
con la dosis aguda
del propranolol.

La administracion
preventiva del
propranolol tras una
exposicion traumatica
reduce la prevalencia
del TEPT en la
poblacién estudiada.

La administracion del
propranolol tras una
exposicion traumatica
aguda no reduce la
prevalencia del TEPT
en la poblacion
evaluada ni la
gravedad de los
sintomas, aunque si
parece mejorar la
respuesta fisiologica
en una sesion de
reactivacion.

ESTUDIOS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Resultados

El tratamiento no
mejora la respuesta
de sobresalto ni los
rasgos de ansiedad
en los roedores
expuestos al lecho de
un depredador
natural.

Se observa una
reduccion del tiempo
de congelacion tras el
tratamiento en los
roedores expuestos a
la descarga eléctrica.

[178]

[179]

[180]

[181]

Ref.

[182]

[183]



Tabla 12. Tabla resumen de los estudios, clinicos y preclinicos, realizados para evaluar la
eficacia del propranolol en TEPT. CAPS, Clinician Administered PTSD Scale; s.c.,

administracién subcutanea.

En algunos estudios la administracién del propranolol se ha realizado
inmediatamente antes de exponer a los pacientes a una sesion de reactivacion de
memoria, obteniendo resultados prometedores para reducir el impacto del recuerdo
traumatico sobre la situacion clinica de los pacientes [177, 178] y mejorar
significativamente su funcién cognitiva [179]. Por otra parte, también se ha evaluado
su eficacia para prevenir el desarrollo del TEPT tras una exposiciéon a un evento
traumatico. Sin embargo, los resultados obtenidos en este aspecto son
heterogéneos. Algunos autores sefialan que la administracion de este farmaco
podria resultar util para prevenir el desarrollo del TEPT y la gravedad del trastorno,
si se llega a desarrollar [180]. Otros estudios, sin embargo, sugieren que la
administracién del propranolol no presentaria ninguna ventaja frente al placebo para
prevenir el desarrollo de este trastorno psiquiatrico [181].

La utilidad de estos farmacos se ha evaluado en varios estudios con modelos
animales, centrando la atencién en su capacidad para prevenir el desarrollo de
TEPT tras una determinada exposicién traumatica y altamente estresante. En el
caso de la prazosina, se ha evaluado su utilidad preventiva en un modelo animal de
TEPT para evitar la elevada respuesta de sobresalto en roedores expuestos a este
modelo animal. En este estudio, la prevalencia de una mayor respuesta de
sobresalto era menor en el grupo tratado con el farmaco que en el grupo no tratado

[176]. Sin embargo, el tratamiento con algun bloqueante adrenérgico
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inmediatamente después del evento traumatico no presentaba la misma eficacia a
la hora de modular las alteraciones en rasgos de ansiedad, de respuesta de
sobresalto o de condicionamiento al miedo [182], pudiendo, en algunos casos, llegar
a inducir rasgos de alteraciones cognitivas similares a las que se producen en
sujetos que desarrollan TEPT [183]. Asi pues, a pesar de los resultados interesantes
en los estudios clinicos sobre la eficacia de los bloqueantes adrenérgicos en el
manejo del TEPT, estos datos no se han podido contrastar en modelos animales de

este trastorno psiquiatrico.

2.1.5 Benzodiacepinas

El uso de benzodiacepinas se asocia principalmente con la necesidad de tratar
los sintomas de ansiedad y con la dificultad para conciliar y mantener un adecuado
estado de suefio [184]. Sin embargo, la elevada prevalencia de los trastornos por
uso de sustancias en pacientes con diagnostico de TEPT limita su uso para evitar
situaciones de abuso o desarrollo de conductas violentas y fuera de control [185].
Se ha evaluado la utilidad real que presentan las benzodiacepinas para regular los
sintomas nocturnos de los pacientes con diagndstico de TEPT, especialmente las
pesadillas y la dificultad para conciliar y mantener un estado adecuado de suefio.
En uno de los estudios, los autores combinaban la administracion del alprazolam (o
placebo) con la exposicién a la terapia de la realidad virtual. Las conclusiones
pusieron de manifiesto que el alprazolam resultaria beneficioso para los pacientes
diagnosticados de TEPT [186]. Resultados similares se han descrito con la

administracion del clonazepam para paliar la sintomatologia nocturna de los
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veteranos de guerra con diagndstico de TEPT [187]. También se ha evaluado la
posible eficacia de las benzodiacepinas en la prevenciéon del TEPT en una pequena
poblacién de sujetos expuestos a un evento traumatico. En el seguimiento realizado
a estos pacientes a lo largo de 6 meses ni el alprazolam ni el clonazepam mostraron
eficacia para prevenir el desarrollo de este enfermedad [188].

Estos resultados se han corroborado en estudios con modelos animales de estrés
postraumatico, con resultados poco concluyentes en cuanto a la eficacia terapéutica
o preventiva de las benzodiacepinas en el TEPT. Su administracion durante el
periodo de exposicidn a los factores estresantes si ha demostrado reducir los rasgos
de ansiedad y el condicionamiento al miedo en benzodiacepinas de semivida
prolongada [189, 190]. Sin embargo, la administracion de pequefias dosis del
alprazolam, inmediatamente después de la exposicion al evento traumatico, se ha
asociado con una peor respuesta ante situaciones estresantes adicionales [191].

Asi, a pesar de que los datos tanto clinicos como preclinicos son poco
concluyentes en cuando al empleo de las benzodiacepinas para mejorar la
sintomatologia asociada al TEPT, hay varios ensayos clinicos que actualmente
estan analizando la utilidad de estos farmacos en pacientes diagnosticados de

estrés postraumatico crénico y en la profilaxis de este trastorno [186, 192].

2.1.6 Otros agentes farmacoldgicos para el manejo del TEPT: drogas psicodélicas

La 3,4-metilendioximetamfetamina (MDMA), conocida como éxtasis, es una de
las drogas psicodélicas mas consumidas a nivel mundial. Actua estimulando la
liberacion de la serotonina, noradrenalina y dopamina, con un efecto mayor sobre

el sistema serotoninérgico [193]. La limitada eficacia de los tratamientos
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habitualmente empleados para el TEPT ha impulsado la evaluacion de la MDMA en
pacientes con TEPT cronico y resistente a los tratamientos convencionales. En
todos ellos, la MDMA se administré a una dosis efectiva (75-125 mg) o subefectiva
(30-40 mg) y como tratamiento coadyuvante a la psicoterapia. Su empleo tanto en
pacientes con TEPT crénico [194-197], como en pacientes con diagnostico de TEPT
resistentes al tratamiento habitual instaurado [198, 199] ha mostrado resultados
prometedores en cuanto a la mejora de la sintomatologia. Ademas, seria interesante
destacar la baja incidencia de reacciones adversas limitantes en la poblacion
seleccionada, salvo que el paciente presente historia clinica de consumo de drogas
de abuso. Por lo tanto, se tendrian que realizar mas estudios para determinar con
claridad la eficacia real de la MDMA en esta poblacién de pacientes, excluyendo a

los que presenten alguna comorbilidad relacionada con el consumo de sustancias.

2.1.7 Nuevos agentes farmacolégicos en el manejo del TEPT: modulacion del
sistema endocannabinoide

Los pacientes con TEPT suelen estar polimedicados con distintas combinaciones
de farmacos. A pesar de ello, el porcentaje de pacientes con diagnéstico de TEPT
que consigue una remisiéon completa de sus sintomas es muy bajo lo que justifica la
necesidad urgente de busqueda de nuevos agentes farmacologicos mas eficaces y
seguros [200]. En este sentido, la modulacion del sistema endocannabinoide podria
resultar una alternativa interesante en el tratamiento del TEPT.

El sistema cannabinoide enddégeno es un sistema que consta de una serie de
ligandos de naturaleza lipidica, enzimas encargadas de su sintesis y degradacion,

y receptores cannabinoides transmembrana acoplados a proteinas G [201, 202].
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Los endocannabinoides mas representativos son la N-araquidoniletanolamina
(anandamida o AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG), que ejercen su accion
uniéndose a los receptores cannabinoides CB1 y CB2. Tanto la AEA como el 2-AG
se sintetizan y liberan por neuronas y células gliales, y una vez ejercida su accion,
se metabolizan por la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH) y por la
monoacilglicerol lipasa (MAGL), respectivamente [203-206]. La modulacion del
sistema cannabinoide puede llevarse a cabo tanto a través de los cannabinoides
enddégenos como a través de los fitocannabinoides. En este sentido, en los ultimos
afos ha surgido un interés creciente en la modulacién de este sistema por parte del
cannabidiol (CBD), un fitocannabinoide que forma parte de la planta Cannabis sativa
y que carece de propiedades como droga de abuso [207]. De hecho, diversos
estudios han propuesto su accion ansiolitica, antidepresiva, neuroprotectora y
antipsicotica, que podrian ser de utilidad en el manejo del estrés postraumatico
[208]. En este sentido, se han llevado a cabo algunos estudios piloto para valorar la
eficacia del CBD en estos pacientes. Recientemente se ha publicado un estudio
retrospectivo de una serie de casos clinicos que evaluan el uso de una dosis flexible
de CBD en 11 pacientes adultos con diagndstico de TEPT [209]. Los autores
concluyen que la adicion del CBD al tratamiento rutinario de los pacientes, tanto
farmacolégico como psicoterapéutico, podria resultar util para reducir la gravedad
de los sintomas. Sin embargo, seria necesario realizar estudios adicionales para
determinar su eficacia en esta poblacion de pacientes [209]. En cuanto a la
poblacion infantil con estrés postraumatico, un caso clinico ha reportado la eficacia
del CBD para mejorar la memoria aversiva [210], la calidad del suefio y reducir la

ansiedad, logrando una mejora significativa de su sintomatologia [211].
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De forma paralela, dada la posible eficacia del CBD en los pacientes con estrés
postraumatico, se han llevado a cabo algunos estudios preclinicos con la intencién
de valorar su utilidad en los modelos animales de este trastorno psiquiatrico. A pesar
de que las acciones ansioliticas del CBD se han demostrado en un elevado niumero
de estudios [212], han sido muy pocos los que han evaluado su potencial utilidad en
modelos animales de estrés postraumatico. Con todo ello, los resultados de esos
estudios son prometedores en cuanto a la eficacia del CBD en modular no sélo los
rasgos de ansiedad, sino también el condicionamiento al miedo en roedores
expuestos a modelos animales de TEPT [213, 214].

Estos resultados prometedores tanto en el area de los estudios clinicos como los
estudios realizados en animales de experimentacion han motivado la realizacion de
varios ensayos clinicos para evaluar el beneficio terapéutico del CBD en pacientes
con TEPT. Uno de los estudios, que actualmente esta en fase de reclutamiento

valorara la utilidad del aceite de CBD en esta poblacion (NCT04197102), mientras

que el otro (cuyo inicio se ha autorizado hace pocos meses) evaluara la utilidad del
medicamento  Nabiximols® (Sativex®, wuna combinacion del delta-9-
tetrahidrocanabinol y CBD) a la hora de mejorar la sintomatologia de los pacientes

con TEPT (NCT04592159). Los resultados de ambos estudios se esperan conocer

en el mes de mayo de 2024 y de 2023, respectivamente.

2.2 Abordaje farmacoldgico del trastorno dual: Trastorno de estrés postraumatico

y Trastorno por uso de alcohol

A pesar del grave impacto sociosanitario de los trastornos por uso de alcohol

existen pocos abordajes farmacolégicos realmente eficaces para modular las
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distintas fases del proceso de la adiccion al alcohol. Actualmente hay tres farmacos
aprobados por la FDA y la Agencia Europea de Medicamentos: la naltrexona (NTX),
el disulfiram y el acamprosato. Cada uno de estos farmacos presenta un mecanismo
de accion distinto que permite su empleo en distintas fases del tratamiento con
mayor o menor eficacia a la hora de lograr un éxito farmacologico [215-218].

El disulfiram actua inhibiendo la enzima aldehido-deshidrogenasa, bloqueando
de esta manera la transformacion de acetaldehido (derivado de la deshidrogenacion
del alcohol) en acetato. Cuando el paciente ingiere alcohol estando en tratamiento
con este farmaco, la acumulacion del acetaldehido induce una serie de reacciones
muy desagradables como vasodilatacion, taquicardia, mareo, dolor precordial,
nauseas, vomitos e hiperventilacion. El grado de afectacion depende de la dosis de
disulfiram y de la cantidad de alcohol ingerido, llegando a producir en los casos mas
extremos pérdida de conciencia, convulsiones e incluso la muerte [219]. Su empleo
esta principalmente dirigido a pacientes que tengan motivacion real por dejar de
consumir alcohol ya que requiere un abandono completo del consumo, sobre todo
teniendo en cuenta los efectos perjudiciales del uso concomitante del alcohol junto
con el farmaco. En el caso contrario, si el paciente no tiene una motivacién por
abandonar el consumo, habra una peor adherencia terapéutica al tratamiento para
evitar los sintomas citados.

El acamprosato es otro farmaco aprobado por las distintas agencias
internacionales para el tratamiento del TUA. Su efecto modulador de la
neurotransmision glutamatérgica podria estar relacionado con su eficacia para
reducir el consumo de alcohol. Sin embargo, su uso no parece predecir un menor

consumo de alcohol a lo largo de la vida de los pacientes. Ademas, recientemente
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se ha propuesto que el acamprosato no tendria un efecto per se, sino que su utilidad
terapéutica residiria en sal calcica que se emplea para su formulacion [220].

De manera alternativa al disulfiram y el acamprosato se pueden emplear también
los farmacos denominados anti-deseo o anti-craving, entre los que cabe destacar la
NTX, que actua bloqueando los receptores opioides u, y con menor afinidad también
los & y k. Su utilidad terapéutica en el manejo de los TUA se debe a su accién
antagonista sobre los receptores p opioides, inhibiendo de esta manera la
estimulacion de las neuronas dopaminérgicas por las B-endorfinas liberadas tras la
ingesta de alcohol. Asi, la NTX reduce tanto el consumo como el riesgo de recaida.
Su empleo para el abordaje de los TUA se apoya en muchos ensayos clinicos, a
pesar de que la eficacia real de este farmaco esta condicionada por distintas
variables, entre las que podemos sefialar la variabilidad interindividual que pueda
existir. Parte de dicha variabilidad interindividual podria estar relacionada con
algunas caracteristicas genéticas de los pacientes. Se ha observado que un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés) en el receptor
opioide p causaria una sustitucidon del aminoacido asparagina por un aspartato
(Asn40Asp) que a su vez daria lugar a 3 genotipos distintos de este receptor (AA,
AG y GG). La afinidad de las B-endorfinas es tres veces superior por la variante
mutada (AG) que por la comun (AA), haciendo que la eficacia de la NTX sea mayor
en pacientes que presentan las formas mutadas AG o GG [221, 222].

En los pacientes con TEPT-TUA, a la dificultad del tratamiento del TEPT se le
suma la complejidad del abordaje farmacologico del TUA. A lo largo de las ultimas
décadas se han realizado varios estudios clinicos para valorar la utilidad de algunos

farmacos aprobados para el tratamiento del TEPT o de los TUA en el manejo de la
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comorbilidad TEPT-TUA, con resultados muy heterogéneos. La utilidad terapéutica
de la NTX se ha estudiado en varios ensayos clinicos con pacientes diagnosticados
con TEPT-TUA. En estos estudios se ha valorado la eficacia de este farmaco solo
0 combinado con la terapia de exposicion para reducir los sintomas del TEPT vy el
consumo de alcohol. En uno de los estudios, de 12 semanas de duracion, la NTX
presentd la misma eficacia que el disulfiram para reducir el consumo de etanol en
pacientes con el trastorno dual TEPT-TUA, con una mejora general en la
sintomatologia del TEPT en todos los grupos [223]. Sin embargo, la combinacion de
la NTX con la terapia de exposicion no consiguio regular la sintomatologia del TEPT-
TUA en otro estudio realizado de 24 semanas de duracién [224] ni reducir los dias
de consumo [225]. Ademas, su combinacion con farmacos que se emplean
habitualmente para el abordaje del TEPT (paroxetina) tampoco fue eficaz para
mejorar la sintomatologia del TEPT y reducir los dias de consumo en la poblacién
con diagndstico dual de TEPT-TUA [226].

Otro posible abordaje farmacolégico del TEPT-TUA es el empleo de farmacos
que se utilizan habitualmente para tratar el estrés postraumatico, a pesar de su
limitada eficacia en este trastorno. En este sentido, algunos autores han evaluado
la eficacia de la sertralina para regular la sintomatologia del trastorno dual TEPT-
TUA con resultados heterogéneos. En un estudio clinico realizado con 9 pacientes,
la administracion de la STR consiguiéo modular la sintomatologia del TEPT y reducir
el consumo de alcohol [227]. Sin embargo, su administracion junto con la terapia
cognitivo-conductual no resulté mas eficaz que el placebo para reducir la

sintomatologia del TEPT o el consumo de alcohol [228].
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Tras observar esta heterogeneidad en los resultados, algunos autores han
sefialado que la eficacia de la STR podria estar condicionada por el nivel de
consumo de alcohol y la cronicidad del TEPT [229]. A pesar de ello, los datos
disponibles no permiten concluir el beneficio terapéutico real de estos farmacos en

el abordaje del trastorno dual TEPT-TUA [225, 226, 229, 230].

La valoracion de farmacos ya aprobados o empleados para el TEPT y el trastorno
dual TEPT-TUA, asi como la busqueda de nuevas sustancias que permitan un
adecuado manejo de estas enfermedades, requiere de la modelizacion animal como
una herramienta esencial. El desarrollo de un modelo animal adecuado que
reproduzca algunas de las caracteristicas principales de ambos trastornos
psiquiatricos permitiria evaluar la eficacia de estos farmacos y profundizar en las
alteraciones neurobiologicos asociadas. De esta manera, aumentando nuestro
conocimiento sobre la neuropatologia implicada en el desarrollo del TEPT y del
TEPT-TUA, se podria profundizar en la busqueda de biomarcadores que faciliten un

diagnostico, tratamiento y prondstico adecuados.

3. MODELIZACION ANIMAL DE TRASTORNO DE ESTRES POSTRAUMATICO

Y TRASTORNO POR USO DE ALCOHOL (TEPT-TUA)

3.1 Modelos animales del Trastorno de estrés postraumatico

En los ultimos afios ha surgido un interés creciente en la comunidad cientifica
por el desarrollo de un modelo animal de TEPT adecuado y valido que permita

estudiar las alteraciones neuroquimicas relacionadas con este trastorno y buscar
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nuevas estrategias terapéuticas para su tratamiento. Dicho modelo animal deberia
cumplir una serie de requisitos que garanticen su validez de constructo, aparente y

predictiva [231]. La validez de constructo hace referencia a la similitud en las causas

o en el procedimiento empleado para desarrollar el modelo animal. En el caso de
los modelos animales de TEPT, esta validez se consigue exponiendo a los animales
de experimentacion a distintas situaciones traumaticas que simulen la exposicion

traumatica producida en los pacientes con diagnostico de TEPT. La validez aparente

hace referencia a la similitud entre la conducta desarrollada por los roedores
expuestos al modelo animal y la conducta humana, con relacion al desarrollo de los
rasgos de ansiedad, la presencia de memoria aversiva y deficiencias en la extincion

del miedo. En cuanto a la validez predictiva, consiste en la posibilidad de predecir

la respuesta terapéutica a un determinado farmaco en pacientes con diagnostico de
TEPT en base a la observacién de sus efectos en roedores expuestos al modelo
animal de estrés postraumatico.

Teniendo en cuenta dichos criterios, para poder modelizar el TEPT desde un
punto de vista traslacional, la estrategia mas empleada es la exposicién de los
animales de experimentacion a distintos factores estresantes. Estos estimulos
estresantes pueden ser de naturaleza fisica (aplicacion de descargas eléctricas,
natacion forzada o restriccibon de movimiento), psicosocial (inestabilidad en las
condiciones de estabulacion, derrota o aislamientos sociales) o psicogénica
(exposicion a un depredador o a su olor). Ademas, se pueden aplicar en un
momento determinado de la vida del animal de experimentacion (exposicion aguda)
0 a lo largo de un periodo mas o menos prolongado de tiempo (exposicion cronica),

pudiendo ser una exposicion unica al estimulo o varias exposiciones repetidas en el
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tiempo [232]. Este ultimo aspecto permite distinguir entre modelos animales agudos
y cronicos, simulando cada uno de ellos un tipo de estrés postraumatico diferente
desarrollado tras una exposicion aguda o crénica a uno o varios acontecimientos

traumaticos.

3.1.1 Modelos animales agudos de Trastorno de estrés postraumatico

La finalidad de estos modelos animales es simular el estrés postraumatico
desarrollado tras una exposicion unica a un estimulo estresante que puede ser de
naturaleza fisica, psicogénica o psicosocial. Los estimulos mas empleados son la
restriccion de movimiento [233, 234], la aplicacion de una descarga eléctrica [71,
73, 235-238] o la exposicion a un depredador natural o a su orina [87, 239, 240]. A
pesar de ser una exposicidon unica, el tiempo de aplicacion del estimulo estresante
puede variar en funcion del protocolo empleado desde unos pocos minutos hasta
varias horas. En estos estudios, las alteraciones conductuales inducidas suelen ser
relativamente leves a corto plazo [87, 236, 240, 241] y en algunos aspectos
(condicionamiento al miedo) incluso no se producen [241]. Algunos de estos
modelos se han empleado para valorar la utilidad terapéutica de distintos farmacos.
Los farmacos de referencia han sido principalmente la STR y la PXT, por ser los
unicos aprobados por las distintas agencias nacionales e internacionales para su
empleo en el TEPT [71, 73, 87, 237]. Aunque en estos modelos es posible detectar
modificaciones conductuales como la presencia de rasgos de depresion, ansiedad
y también alteraciones en la actividad del eje del estrés [240], muy pocos estudios
evaluan la repercusion de la exposicion al estimulo estresante sobre estas

alteraciones a largo plazo. En el caso concreto de la descarga eléctrica, su
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aplicacién aguda parece que empeora la calidad del suefio de los roedores hasta
varias semanas después de la exposicion, simulando uno de los sintomas
caracteristicos del estrés postraumatico relacionado con la pérdida de calidad de
suefo [242]. Sin embargo, en los estudios donde se evaluaron las alteraciones a
largo plazo tras la aplicacion de la descarga eléctrica, se observd una disminucion
del impacto sobre la conducta a lo largo del tiempo. Estos datos sugieren que los
roedores expuestos a estos modelos agudos no presentarian problemas de
extincion de miedo, siendo la dificultad para extinguir la memoria del evento
traumatico (causante del trastorno) uno de los rasgos principales del estrés
postraumatico [243].

De esta manera, los modelos agudos permiten simular algunos rasgos del TEPT,
principalmente los rasgos de ansiedad, de depresion y la memoria aversiva del
evento traumatico que presentan los pacientes con TEPT. Sin embargo, también
presentan importantes limitaciones relacionadas con la duracion de las alteraciones
inducidas y la posibilidad de realizar estudios farmacolégicos crénicos. Para abordar
dichas limitaciones, en los ultimos afos se han desarrollado algunos modelos
cronicos o de exposicion repetida que intentan simular con mayor precision
determinados rasgos conductuales y alteraciones neurobioldgicas que se producen

en pacientes con TEPT.

3.1.2 Modelos animales cronicos de Trastorno de estrés postraumatico
Los modelos animales cronicos de TEPT se han desarrollado para tratar de
simular mejor el tipo de estrés postraumatico que se produce tras multiples

exposiciones a varias situaciones traumaticas de distinta naturaleza e intensidad.
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Estos modelos se pueden desarrollar exponiendo a los roedores a distintos
estimulos estresantes de manera cronica y/o repetitiva en el tiempo. Esta secuencia
de estimulos permitiria inducir cambios prolongados en el tiempo, simulando con
mas fiabilidad algunas de las alteraciones conductuales y neurobiolégicas que se
detectan en determinadas condiciones clinicas de estrés postraumatico.

El modelo desarrollado por Zoladz y cols. trata de modelizar el TEPT mediante la
exposicion de ratas al lecho de un depredador natural (gato) combinada con la
inestabilidad social dentro de su jaula de estabulacion a lo largo de un periodo total
de 31 dias [244]. Los sujetos expuestos a este modelo de TEPT muestran mayores
rasgos de ansiedad y deterioro cognitivo a lo largo de los cinco dias siguientes a la
finalizacion de la fase de exposicion a los factores estresantes, en comparacion con
las ratas controles. Sin embargo, la administracion de la sertralina durante 7 dias
consecutivos tras la finalizacion de la fase de exposicion al modelo no consigue
modificar la ansiedad inducida por la exposicidon a este modelo de TEPT [85].

Otra posibilidad es exponer los roedores a distintos eventos traumaticos durante
su etapa adolescente (por ser una etapa muy vulnerable a la influencia de cualquier
factor ambiental) y valorar el desarrollo de alteraciones conductuales en la edad
adulta. Este modelo de exposicion temprana ha demostrado inducir rasgos de
evitacion detectados hasta dos semanas después de la exposicion [245], y de
ansiedad dos meses después de la aplicacion de los estimulos estresantes [96]. En
este ultimo estudio, los autores indican que el tratamiento con FXT tras la exposicion
a los eventos traumaticos en la etapa adolescente podria prevenir el desarrollo del
TEPT en la edad adulta. Sin embargo, el tratamiento con la FXT no resulta efectivo

en la etapa adulta de los roedores [96].
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El modelo animal mas empleado en los ultimos afios para simular los rasgos mas
caracteristicos del estrés postraumatico es el denominado “estrés simple
prolongado” o Single Prolonged Stress (SPS, por sus siglas en inglés) que consiste
en exponer a los roedores a una serie de estimulos estresantes de manera
consecutiva durante siete dias y, en algunos casos, varias veces al dia [75, 246].
Como consecuencia de la exposicion a este modelo animal, los roedores desarrollan
rasgos de deterioro cognitivo que se manifiestan por una falta de flexibilidad ante la
toma de decisiones [247], condicionamiento al miedo [75, 248], alteraciones en la
regulacion del eje del estrés [75, 246], rasgos de ansiedad y de depresidn, presencia
de una conducta de evitacion del estimulo relacionado con el factor estresante [249],
asi como alteraciones en los sistemas de neurotransmision serotoninérgico,
noradrenérgico y dopaminérgico [248]. Con todo ello, las alteraciones inducidas por
este modelo se van atenuando con el tiempo, de manera que dos semanas después
de haber finalizado la exposicion, los efectos son minimos sobre el
condicionamiento al miedo y los rasgos de ansiedad [250]. Una manera de intentar
solventar esta carencia ha sido el desarrollo de un modelo de SPS modificado,
combinandolo con la aplicacion de la descarga eléctrica para conseguir una mayor
duracion de las alteraciones inducidas, que aun asi no llegan a sobrepasar las 2
semanas [251, 252]. A pesar de ello, tanto el modelo de SPS como su version
modificada se han empleado para realizar estudios farmacolégicos de corta
duracion (administracion aguda o subcrénica de 7-14 dias) con la PXT. En estos
estudios farmacologicos, la administracion aguda de la PXT consigue regular el
condicionamiento al miedo en roedores expuestos tanto al modelo de SPS como al

modelo SPS modificado [74, 251, 252]. Sin embargo, no parece reducir los rasgos
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de ansiedad de los roedores expuestos al modelo de SPS modificado que solo se
consigue con su administracion subcronica [251, 252].

El modelo de SPS y sus posteriores modificaciones permiten simular algunos de
los rasgos mas destacables del estrés postraumatico, como es el condicionamiento
al miedo, la presencia de rasgos de ansiedad y depresidn, rasgos de evitacion, asi
como alteraciones en el eje del estrés. Sin embargo, estos modelos carecen de una
de las caracteristicas principales del TEPT que es la duracion de las alteraciones
inducidas y deficiencias en la extincion de la memoria del evento traumatico. Estas
alteraciones no se mantienen el tiempo suficiente para simular la cronicidad de este
trastorno y para realizar estudios farmacoldgicos con tratamientos prolongados.
Tampoco permiten su combinacion con otros paradigmas empleados para
modelizar los trastornos por uso de sustancias para desarrollar modelos animales
de la patologia dual TEPT vy trastorno por uso de sustancias.

Por ese motivo, uno de los objetivos de este trabajo ha sido el desarrollo, la
caracterizacion y la validacion de un nuevo modelo animal de TEPT que permita
inducir alteraciones conductuales y neurobiolégicas duraderas en el tiempo para
poder realizar estudios farmacologicos cronicos con farmacos ya aprobados o con
nuevos posibles agentes que puedan ser eficaces para el tratamiento del TEPT. Se
ha disefnado un nuevo modelo animal que combina estimulos fisicos con
psicogénicos, ademas de presentar algunas peculiaridades que lo distinguen del
resto de los modelos animales de TEPT y también de los modelos de estrés crénico.
Por una parte, los factores estresantes empleados en este modelo animal se aplican
durante un periodo total de 5 semanas, alternando periodos de exposicidén (semanas

1, 3y 5) con periodos de descanso (semanas 2 y 4). Adicionalmente, la intensidad
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de los estimulos estresantes va aumentando progresivamente a lo largo de las tres
semanas de exposicidon mediante la adicion de nuevos estresores. Por ultimo, la
exposicion al modelo animal se realiza durante la etapa adolescente de los ratones,
que es un periodo de mayor vulnerabilidad a distintos factores ambientales. Todas
estas caracteristicas garantizan una elevada afectacion de los roedores y una mayor
duracion de dichas alteraciones conductuales y neurobiologicas, permitiendo la
realizacion de estudios farmacologicos cronicos. El desarrollo de este modelo ha
permitido un avance importante en la investigacion basica del estrés postraumatico,
permitiendo aumentar nuestros conocimientos sobre las alteraciones
neurobiologicas asociadas a este trastorno, valorando la utilidad terapéutica de la
administracion cronica de los farmacos STR y/o CBD sobre los cambios
conductuales y neurobioldgicos que siguen presentes hasta 9 semanas después de

haber finalizado la fase de exposicion.

3.2 Modelos animales de la patologia dual Trastorno de estrés postraumatico y

Trastorno por uso de alcohol

Una elevada proporcion de pacientes con estrés postraumatico desarrolla un
consumo problematico de alcohol, dando lugar a un trastorno dual de estrés
postraumatico y TUA. La complejidad de este trastorno dificulta aun mas la
identificacion de las alteraciones neurobiologicas implicadas y hace mucho mas
compleja la eleccidn de un abordaje farmacolégico seguro y eficaz. Algunos autores
han propuesto disefios de modelos animales que reproduzcan ciertos rasgos
caracteristicos de esta condicién clinica dual. Uno de los factores que debe

considerarse es el desarrollo temporal de ambos trastornos. Lo mas habitual es que
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el diagnostico del TUA sea posterior al diagnostico de TEPT. Sin embargo, esta
evolucion temporal s6lo se ha conseguido reproducir en algunos de los modelos
desarrollados [253]. Otros, en cambio, han evaluado el consumo de alcohol en
roedores con historia previa de consumo elevado de alcohol y como influye la
aplicacion de un estimulo estresante sobre dicho consumo [254, 255]. Otra
limitacion de estos modelos es que el elevado consumo de etanol que se produce
tras la exposicién a un estimulo estresante se mantiene durante relativamente un
corto periodo de tiempo. Por lo tanto, los disefios experimentales utilizados hasta la
fecha no permiten realizar estudios a largo plazo sobre los cambios que puedan
estar ocurriendo a nivel cerebral, ni llevar a cabo estudios farmacoldgicos de larga
duracion.

Contrariamente a lo observado en los pacientes con TEPT-TUA, en algunos
estudios se ha obtenido un menor consumo de etanol en los roedores expuestos al
estrés psicosocial (exposicion cronica a un depredador natural) que no reproduciria
el elevado consumo de etanol observado en pacientes con estrés postraumatico,
alejandose de esta manera de la modelizacion del trastorno dual estrés
postraumatico y TUA [256]. Algo similar ocurre con el modelo desarrollado por
Meyer y cols., donde inmediatamente después de la exposicion a la situacion
traumatica no se produciria un mayor consumo de alcohol, que sélo se observaria
tras exponer a esos roedores a un periodo de abstinencia [257].

Considerando la ausencia de modelos animales adecuados que simulen el
consumo problematico de alcohol en los pacientes con diagnodstico de TEPT, otro
de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido emplear el nuevo modelo animal de

TEPT para estudiar la vulnerabilidad por los efectos reforzantes y motivacionales de
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alcohol en roedores expuestos a ese modelo, con el fin de desarrollar un modelo
dual del este trastorno TEPT-TUA que simule los rasgos mas caracteristicos de la
enfermedad. Para ello, el modelo animal de estrés postraumatico se ha combinado
con dos paradigmas experimentales que se emplean habitualmente para evaluar el
consumo Yy la motivacion por el etanol en roedores: el consumo voluntario (CV,
paradigma de las dos botellas) [258, 259] y la autoadministracion oral operante de
alcohol (AAO) [259, 260].

De esta manera, se ha podido desarrollar un modelo animal de la patologia dual
TEPT y TUA, que ha permitido inducir un elevado consumo de etanol en los
roedores expuestos al modelo animal de TEPT hasta 6 semanas después de haber
finalizado la induccion del modelo, asi como una elevada motivacion por conseguir
esa droga. Esto ha permitido simular algunos de los rasgos mas caracteristicos de
los pacientes con el diagnostico dual TEPT-TUA no descritos hasta la fecha.
Ademas, este nuevo modelo animal se ha empleado para valorar la utilidad
terapéutica de la combinacion farmacoldgica de la STR y la NTX (a dosis
subefectivas), farmacos aprobados y empleados en la practica clinica para el

tratamiento del TEPT y del TUA, respectivamente.
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La aplicacion de estimulos estresantes/traumaticos a los ratones durante su
etapa adolescente producira en la edad adulta un perfil conductual que simule
algunos rasgos caracteristicos del TEPT. Estas alteraciones incluiran
principalmente la modificacion de la respuesta emocional ante estimulos
ansiogeénicos y una mayor respuesta aversiva ante la reexposicion al ambiente en
el que se aplico la descarga eléctrica (memoria emocional).

Desde el punto de vista neurobioldgico, los cambios en la conducta inducidos por
el modelo de TEPT se asociaran con una gran variedad de alteraciones en dianas
del eje del estrés, del sistema cannabinoide enddgeno y del sistema serotoninérgico
que se relacionaran con el consumo de etanol.

La evaluacion de las propiedades reforzantes y motivacionales del etanol
mediante los paradigmas del CV y la AAO mostraran una mayor vulnerabilidad hacia
los efectos reforzantes y motivacionales del etanol en aquellos ratones expuestos
al modelo de TEPT en comparacion con sus respectivos controles.

El estudio de las alteraciones neurobiologicas en diferentes estructuras
cerebrales, junto con la respuesta en el modelo de autoadministracion de etanol en
ratdn, resultaran extremadamente utiles en el disefio de estrategias farmacologicas
para el tratamiento del TEPT y de los problemas por uso de etanol asociados al

TEPT.
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Objetivos generales

1.

Identificar las alteraciones conductuales (respuesta emocional, grado de
ansiedad y condicionamiento al miedo) y neurobioldgicas (eje del estrés,
sistema cannabinoide enddgeno, sistema serotoninérgico) en ratones
adultos inducidas por la aplicacién de estimulos estresantes/traumaticos
durante la adolescencia (modelo animal del trastorno de estrés
postraumatico (TEPT)).

Evaluar la utilidad terapéutica de nuevas estrategias sobre las alteraciones
conductuales y neurobioldgicas inducidas por la aplicacion de estimulos
estresantes/traumaticos durante la adolescencia.

Estudiar el efecto de la aplicacién de estimulos estresantes/traumaticos
durante la adolescencia sobre la vulnerabilidad por el consumo de etanol y
las alteraciones neurobioldgicas asociadas (sistema de recompensa, sistema
serotoninérgico) en ratones adultos.

Evaluar la utilidad terapéutica de nuevas estrategias sobre la vulnerabilidad
por el consumo de etanol en ratones adultos inducida por la aplicacién de

estimulos estresantes/traumaticos durante la adolescencia.

Objetivos especificos

1.

Estudiar la conducta de ratones adultos que fueron expuestos durante su
adolescencia a estimulos estresantes/traumaticos: caja clara-oscura y
laberinto elevado en cruz (rasgos de ansiedad), ingesta inhibida por la
novedad (rasgos de ansiedad y depresion), y condicionamiento al miedo

(memoria emocional).
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2. Identificar las alteraciones neurobiolégicas inducidas por el modelo de estrés
postraumatico:

e Alteraciones en el eje de estrés (expresion génica mediante PCR a
tiempo real (rt-PCR)): CRF en nucleo paraventricular (PVN), receptor de
glucocorticoides (rGC) en hipocampo (HIPP), y proopiomelanocortina
(POMC) en nucleo arqueado (ARQ). Evaluacidn de la corticosterona
acumulada en pelo de ratén como un indicador periférico de la actividad
del eje del estrés (cuantificacion proteica mediante la técnica de ELISA).

e Alteraciones en el sistema cannabinoide endégeno (rt-PCR): rCB1 y
rCB2 en la amigdala (AMY).

e Alteraciones en el sistema serotoninérgico (rt-PCR): SHTT en el nucleo
del rafe dorsal (DR).

3. Estudiar el efecto de la administracion de los farmacos CBD, STR o de la
combinacion de ambos sobre las alteraciones conductuales y
neurobioldgicas inducidas por el modelo de TEPT.

4. Estudiar las modificaciones sobre el consumo y preferencia por el etanol
mediante el paradigma del CV inducidas por la exposicién al modelo animal
de TEPT.

5. Estudiar las modificaciones sobre el consumo y motivacion por el etanol
mediante el paradigma de la AAO, asi como las alteraciones neurobiologicas
asociadas, como consecuencia de la exposicion al modelo de TEPT en la
etapa adolescente de los ratones:

e Alteraciones del sistema de recompensa (rt-PCR): TH en area de

tegmento ventral (VTA), y Opmr1 en nucleo accumbens (NAcc).
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e Alteraciones del sistema serotoninérgico (rt-PCR): SHTT en DR.

6. Estudiar el efecto de la administracion de los farmacos STR, NTX o de la
combinaciéon de ambos sobre el consumo y la motivacion por el etanol en el
paradigma de la AAO y las alteraciones neurobioldgicas asociadas en

ratones expuestos al modelo animal de TEPT.
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MATERIALES Y METODOS: RESUMEN GLOBAL
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A continuacion, se expone la metodologia empleada para los estudios incluidos

en la presente tesis doctoral, diferenciando entre el Articulo 1 y el Articulo 2.

1. Animales

Para el desarrollo del nuevo modelo animal de TEPT se han empleado ratones
C57BL/6J machos procedentes de Charles River (Lille, Francia) de 4 semanas de
edad. Los ratones se han estabulado en condiciones ambientales controladas de
temperatura (23 £ 2 °C), humedad relativa (60 £ 10 %) y de ciclo luz-oscuridad (luces
encendidas de 08:00 a 20:00 h) con un acceso ad libitum al agua y a la comida,
salvo cuando la evaluacion conductual haya requerido su restriccion. Una vez
estabulados, se ha dejado un periodo de aclimatacion de 1 semana antes de
empezar con el desarrollo del modelo animal. Todos los estudios se han realizado
en el animalario de San Juan de Alicante, de la Universidad Miguel Hernandez
(UMH), y han contado con la aprobacion del Organo de Investigacién Responsable

de la UMH.

2. Farmacos

El cannabidiol (CBD) (Articulo 1) se ha adquirido de THC Pharm (Alemania) y
se ha disuelto en etanol:cremofor:salino en una proporcion 1:1:18 para obtener la
dosis requerida de 20 mg/kg de peso de raton para su administracion intraperitoneal
(i.p.). La sertralina (STR) (Articulos 1y 2) se ha adquirido de los laboratorios Pfizer
(Madrid, Espaia) y se ha disuelto en agua para obtener la dosis requerida de 10
mg/kg de peso de raton, para su administracion oral (p.o.). La naltrexona (NTX)

(Articulo 2), se ha obtenido de los laboratorios Accord Healthcare S.L.U (Barcelona,
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Espaina) y se ha disuelto en suero fisiologico (0,9 %) para obtener la dosis de 0,7

mg/kg de peso de raton para su administracion oral (p.o.). Todos los farmacos se

han preparado diariamente, inmediatamente antes de su administracion, a un

volumen final de 10 ml/kg de peso.

3. Desarrollo del modelo animal de TEPT

Para el desarrollo del modelo animal los ratones se han expuesto a varios

estimulos estresantes:

Orina de zorro: los roedores se colocan en una jaula que contiene en su centro
un tubo de plastico con una gasa impregnada con orina de zorro sintética (Code
Blue, Fox Urine Cover Scent, Referencia OA1105, 3 ml) o con salino (en el caso
de los controles) durante 15 minutos.

Descarga eléctrica: los ratones se colocan en una jaula de metacrilato (50 x 25 x
25 cm) con barras electrificadas. Tras un periodo de aclimatacion de 30
segundos, se les aplica una descarga de 1TmA de 10 segundos de duracion,
seguida de un periodo de descanso de 20 segundos adicionales. En el caso de
los controles, no se les aplica ninguna descarga.

Restriccion de movimiento: los ratones se introducen dentro de unos tubos de
plastico perforados durante un periodo de 15 minutos, o se mantienen inalterados
en el caso de los controles.

Jaula inclinada: durante el ciclo de oscuridad (12-14 h), las jaulas de los roedores

se inclinan unos 30° o se mantienen inalterados en el caso de los controles.
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- Lecho humedo: durante su ciclo de oscuridad y por un periodo de 12-14 h los
roedores se exponen a una jaula con el lecho completamente humedo o se dejan
inalterados (controles).

- Restriccion de comida: durante su ciclo de oscuridad y por un periodo de 12-14
h, se restringe el acceso a la comida o no (controles).

Estos estimulos estresantes se aplican durante un periodo total de 5 semanas,
alternando periodos de exposicién (semanas 1, 3 y 5) con periodos de descanso
(semanas 2 y 4) para evitar que los roedores se habitien a los estimulos y afadir
un factor de impredecibilidad y reexposicion a los estresores. Ademas, la intensidad
de los estresores va en aumento entre una semana y otra de exposicion, mediante
la adicion de nuevos estimulos estresantes, tal y como se muestra en la (Articulo

1, Figura 1).

4. Evaluacion de las alteraciones basales inducidas por la exposicion al
modelo animal de TEPT
Tras finalizar el periodo de exposicién al modelo animal, a lo largo de las semanas
6y 7 se llevan a cabo estudios para valorar las alteraciones que se producen en los

roedores (Articulo 1, Figura 1).

4.1 Estudios conductuales (Articulos 1y 2)

Tras la fase de exposicion al modelo animal de TEPT (semanas 1-5), las
alteraciones conductuales se evaluan durante las semanas 6 y 7 mediante los
paradigmas conductuales del condicionamiento al miedo, la ingesta inhibida por la

novedad y la respuesta de sobresalto (Articulo 1, Figura 1).
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- Condicionamiento al miedo (CM)

En este paradigma conductual se evalua la retencion de la memoria aversiva
basada en el condicionamiento Pavloviano [261]. Consiste en exponer a los
roedores a la misma jaula de metacrilato en la que han recibido la descarga eléctrica
en la fase de induccion del modelo animal, sin que reciban ninguna descarga en
esta ocasion. Durante un periodo de 5 minutos se evalua la conducta de congelacion
(freezing), que consiste en la ausencia total de los movimientos excepto los de la
respiracion. Dicha conducta de congelacion se relaciona directamente con la
presencia de recuerdos aversivos del evento traumatico (en este caso, la aplicaciéon

de la descarga eléctrica).

- Respuesta de sobresalto (RS)

Se emplea un protocolo descrito previamente para valorar la respuesta de
sobresalto de los roedores expuestos al modelo animal de TEPT [262]. Aqui, los
ratones se colocan en camaras insonorizadas equipadas con altavoces controlados
por el software STARTLE (Laboratorios Panlab, Barcelona, Espafia), que permite
medir el movimiento de los roedores convirtiéndolo en una sefal digital. Los ratones
se aclimatan durante los 3 dias previos a la realizacion de la prueba conductual,
colocandolos diariamente y durante un periodo de 5 minutos dentro de las camaras
insonorizadas. El dia de la evaluacion se exponen a 10 estimulos acusticos de
sobresalto de 120 dB (40 ms, 8000 Hz) aplicados cada 44 s, registrandose el

maximo de amplitud de sobresalto durante una ventana temporal de 400 ms.
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- Ingesta inhibida por la novedad (lIN)

Este paradigma conductual permite evaluar la hiponeofagia inducida por un
ambiente novedoso para el roedor, que consiste en la inhibicion de la ingesta de
alimentos o de la aproximacion a la comida en un ambiente ansiogénico [263, 264].
Tras 24 horas de deprivacion de comida, los ratones se colocan en una caja de
metacrilato (40 x 40 x 50 cm) con un pellet de comida colocado en su centro sobre
una plataforma de papel. En esta prueba se mide el tiempo de latencia, que es el
tiempo que tarda el roedor en acercarse al pellet y empezar a comer, asi como la

cantidad de alimento que ingiere en un periodo total de 5 minutos.

4.2 Estudios de expresion génica (Articulo 1)

Tras la exposicion al modelo animal y la evaluacion conductual basal, un grupo
de roedores del Articulo 1 (8 controles y 8 expuestos al modelo animal de TEPT)
se sacrifican por dislocacion cervical extrayéndose los cerebros para llevar a cabo
estudios de expresion génica relativa mediante la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa a tiempo real (rt-PCR), de varias dianas cerebrales: CRF en el PVN,
POMC en el ARC, rGC en el HIPP, CNR1 y CNR2 en la AMY y 5HTT en el DR.

Los cerebros extraidos de los roedores se congelan a -80°C para su posterior
analisis. A partir de esos cerebros se obtienen cortes coronales de 500 ym en el
criostato que contengan las regiones de interés, siguiendo el atlas de Paxinos y
Franklin [265]. Dichos cortes se emplean para realizar microdisecciones de nucleos
cerebrales especificos siguiendo el protocolo descrito por Palkovits y
posteriormente modificado por nuestro grupo [266, 267]. A partir de esas

microdisecciones, se extrae el acido ribonucleico mensajero (MARN), que se
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retrotranscribe a cadenas de acido desoxirribonucleico complementario (CADN)
para el estudio de la expresidn génica relativa de los genes detallados. Como gen
de referencia se emplea aquel que codifica para la subunidad 18S ribosomal,
normalizando los valores de cada diana a los valores del gen de referencia. El
cambio global en la expresidn génica de las dianas seleccionadas se determina

utilizando el método de 2-22Ct descrito por Livak y Schmittgen [268].

4.3 Cuantificacion de la corticosterona acumulada en pelo (Articulo 1)

Se toman muestras capilares de la zona dorsal de los ratones para cuantificar la
corticosterona acumulada en el pelo, que actua como un indicador periférico de la
activacion del eje del estrés. La cuantificacién de la corticosterona acumulada se
realiza siguiendo el protocolo descrito por Erickson y cols. [269]. Brevemente, tras
el sacrificio de los roedores (detallado previamente) se obtienen muestras capilares
de la zona dorsal que pasan por un proceso de lavado con metanol, seguido de su
secado en un ambiente protegido. Las muestras, una vez secas, se transfieren a
tubos que contienen granos de acero inoxidable de 2,8 mm de diametro, para
introducirlos en una mezcladora y pulverizarlos hasta obtener un polvo.
Posteriormente, las muestras obtenidas se incuban con metanol durante 24 h para
extraer la corticosterona. Una vez pasado ese tiempo, el sobrenadante se seca en
un ambiente protegido. Para la cuantificacion de la corticosterona acumulada se
emplea el kit de la técnica de inmunoensayo ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), EIACORT (Invitrogen, Madrid, Espafia), siguiendo las

indicaciones del fabricante.
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5. Evaluacion de la eficacia de los farmacos CBD y/o STR sobre las
alteraciones a largo plazo inducidas por el modelo animal de TEPT (Articulo

1)

Tras la valoracion basal en las semanas 6 y 7, un grupo de los roedores del
Articulo 1 (39 controles y 39 expuestos al modelo animal de TEPT) se mantiene
inalterado hasta la semana 11. Entre las semanas 11 y 14 los ratones se exponen
a los paradigmas conductuales encaminados a valorar la respuesta de congelacion
en el CM (semanas 11 y 14), asi como la conducta de tipo ansiosa mediante la caja
clara y oscura (semana 12) y el laberinto elevado en cruz (semana 13) cuyo
procedimiento se detalla en el siguiente apartado. Adicionalmente, dichas pruebas
de conducta se han empleado para evaluar la eficacia de los farmacos CBD (20
mg/kg, i.p.) y/o STR (10 mg/kg, p.o.) en la modulacién de las alteraciones

conductuales inducidas por la exposicion al modelo de TEPT (Articulo 1, Figura 1).

5.1 Estudios conductuales

- Condicionamiento al miedo (CM, semanas 11 y 14)

Se sigue el protocolo descrito previamente para evaluar el condicionamiento al
miedo que presentan los roedores en las semanas 11 y 14. La evaluacion de la
semana 11 coincide con la administracién aguda de ambos farmacos (CBD y/o
STR), mientras que la evaluacion en la semana 14 permite valorar los efectos de la

administracion crénica de dichos farmacos, solos o en combinacion.
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- Caja claray oscura (CCO, semana 12)

Es uno de los paradigmas mas empleados para valorar los rasgos de ansiedad
en animales de experimentacion [270]. Se realiza en una caja de metacrilato dividida
en dos compartimentos (20 x 20 x 15 cm), uno transparente y claro, y otro opaco y
oscuro, unidos por un pasillo opaco. ElI compartimento claro, ademas, se ilumina
con una lampara (60W) que se coloca a una distancia de 25 cm sobre el
compartimento. Una vez que se coloca el roedor en la caja, se mide el tiempo que
pasa en el compartimento iluminado, asi como el numero de transiciones entre

ambos compartimentos durante un periodo de 5 minutos.

- Laberinto elevado en cruz (LEC, semana 13)

Es otro método empleado con mucha frecuencia en la experimentacion animal
para valorar los rasgos de ansiedad [271]. El aparato consiste en cuatro brazos (dos
cerrados y dos abiertos) colocados en forma de cruz a una distancia de 50 cm sobre
el suelo. En la unién de los 4 brazos hay una plataforma cuadrada (5 x 5 cm) donde
se coloca el roedor al inicio de la prueba. Durante un periodo de 5 minutos se
cuantifica el tiempo que pasa el roedor en los brazos abiertos y el numero de

transiciones entre los brazos abiertos y los cerrados.

5.2 Estudios de expresion génica

Al finalizar la ultima valoracién conductual (CM, semana 14), los roedores se
sacrifican por dislocacién cervical extrayéndose los cerebros para el analisis de

expresion génica mediante la técnica de la rt-PCR (Apartado 4.2 de la Metodologia)

100



de distintas dianas relacionadas con el eje del estrés, asi como con el sistema
cannabinoide enddgeno y el serotoninérgico:

- Eje del estrés: CRF en el PVN, POMC en el ARC y GCr en el HIPP,

- Sistema cannabinoide enddégeno: CNR1 y CNR2 en la AMY,

- Sistema serotoninérgico: 5SHTT en el DR.

6. Evaluacién de la eficacia de los farmacos STR y/o NTX sobre el consumo y
la motivacién por el etanol y los cambios de expresién génica asociados
(Articulo 2)

Tras el desarrollo del modelo animal y la valoracion conductual basal en las
semanas 6 y 7, los roedores se exponen a paradigmas experimentales
encaminados a valorar el consumo de etanol y la preferencia por esta droga
(consumo voluntario), y la motivacion por conseguir la droga en un paradigma de
condicionamiento operante (autoadministracion oral de alcohol). El objetivo final en
este punto es caracterizar un modelo animal de la patologia dual TEPT y TUA.
Adicionalmente, una vez caracterizado el nuevo modelo dual TEPT-TUA, se valora
la eficacia de la administraciéon de la STR y la NTX sobre la modulacion de las

propiedades reforzantes y motivacionales del alcohol (Articulo 2, Figura 1).

6.1 Estudios conductuales

- Consumo voluntario (CV)
Tras la exposicion al nuevo modelo animal de TEPT y la valoracién conductual
basal, un grupo de roedores (11 controles y 15 expuestos al modelo animal de

TEPT) se evalua mediante el paradigma del CV o de las dos botellas, tal y como se
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muestra en la Figura 3A del Articulo 2, siguiendo el protocolo descrito previamente
por Ortega-Alvaro y cols. [258]. Para ello, los roedores se estabulan en jaulas
individuales equipados con dos biberones volumétricos que contienen agua durante
una semana, para facilitar su aclimatacion a las nuevas condiciones de
estabulacion. Inmediatamente después, en uno de los biberones volumétricos el
agua se sustituye por una solucion hidroalcohdlica cuya composicion en etanol
incrementa de manera progresiva (2, 4, 6 y 8 % v/v, cada 3 dias), mientras que el
otro siempre contiene agua. Tras alcanzar la concentracion de 8% de etanol durante
3 dias, el nivel de consumo y la preferencia por el biberon que contiene dicha
solucién se evaluan durante un periodo adicional de 2 semanas hasta alcanzar
valores estables en ambos parametros. Los biberones se van alternando
diariamente de sitio para evitar cualquier sesgo de posicion, y el contenido (agua o
solucion hidroalcohdlica) se renueva cada dia a ultima hora de la tarde, midiendo el
volumen consumido de cada solucion. Los ratones se pesan cada 4 dias,
permitiendo el calculo de los gramos de etanol consumido por kg de peso.
Adicionalmente, se determina la preferencia del roedor por la botella que contiene
la solucion hidroalcohdlica (preferencia por el etanol = volumen de etanol

ingerido/volumen total ingerido).

- Evaluaciéon de la acciéon de los farmacos STR y/o NTX en el paradigma
experimental de la autoadministraciéon oral de alcohol (AAO)
Tras la induccion del modelo animal de TEPT vy la valoraciéon conductual de las
alteraciones inducidas en las semanas 6 y 7, otro grupo de roedores (11 controles

y 44 expuestos al modelo animal de TEPT) se expone al paradigma experimental
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de la AAO, empleando 18 cajas operantes (Panlab, Barcelona, Espafia) que estan
equipadas de luz ambiental, dos palancas, un receptaculo donde se libera la
solucion, una bomba de inyeccion, un estimulo luminoso y uno acustico (Articulo
2, Figura 4). El software PACKWIN (Panlab, Barcelona, Espafia) controla la
aplicacién de los estimulos, la liberacidn de la solucion y registra las respuestas
operantes que lleva a cabo el roedor (humero de accionamientos de las palancas).
Cuando el raton acciona una de las palancas, no se produce ninguna respuesta
(palanca inactiva). Sin embargo, cuando el ratdn acciona la otra palanca, se liberan
36 pl de la solucion junto con la activacion del estimulo luminoso (0,5 s) y acustico
(0,55, 2850 Hz y 85 dB) (palanca activa), seguido de un periodo de latencia de 6 s.

El experimento se divide en 4 fases:

1. Fase de entrenamiento: cuando el roedor acciona la palanca activa una vez,
se liberan 36 ul de una solucién de sacarina al 0,2%.

2. Fase de sustitucion: donde cada 3 dias y durante un periodo total de 9 dias,
se va reduciendo progresivamente la concentracion de sacarina y
aumentando la de alcohol.

3. Fase de evaluacion de consumo y motivacion: esta fase se subdivide en 3
etapas que permiten evaluar tanto el consumo como la motivacién por
conseguir etanol al 8% (v/v):

- Razoén fija 1 (FR1): 5 dias con sesiones diarias de 1 hora de duracioén, donde
un accionamiento de la palanca activa libera un volumen de la solucién

hidroalcohdlica (un unico refuerzo).
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Razon fija 3 (FR3): 5 dias con sesiones diarias de 1 hora de duracién, donde
para la obtencidn de un unico refuerzo el roedor tiene que accionar la palanca
activa 3 veces consecutivas.

Razoén progresiva (PR): una unica sesion de 2 horas de duracion donde el
numero de accionamientos de la palanca activa para conseguir un unico
refuerzo va aumentando progresivamente de acuerdo con la siguiente serie:
1-2-3-5-12-18-27-40-60-90-135-200-300-450-675-1000. Durante esta sesion
se obtiene el punto de corte (del inglés breaking point) que corresponde al
numero maximo de accionamientos de la palanca activa que el roedor es

capaz de realizar para conseguir un unico refuerzo.

Al finalizar esta fase, los roedores se seleccionan de acuerdo a unos criterios de

aprendizaje que se detallan a continuacion:

Presentar una preferencia 270% por la palanca activa,

=10 accionamientos durante las sesiones FR1y FR3, y =25 en la sesion PR,

<30% de desviacion estandar en el numero de accionamientos de la palanca
activa durante 3 dias consecutivos (en FR1y FR3),

consumo medio de etanol 8% =500 ul (1,5 g/kg) en FR1, =300 pl (0,9 g/kg)
en FR3y =117,5 pl (0,35 g/kg) en PR,

Punto de corte 212 en PR.

Asi, los ratones que cumplan con estos requisitos pasaran a la Fase 4 de la AAO:

4,

Fase de evaluacién del tratamiento con STR y/o NTX sobre el consumo de
etanol y la motivacion por conseguir esta droga. Aqui se sigue un protocolo
similar al descrito por Viudez-Martinez y cols. [272]. Los roedores se

distribuyen en cuatro grupos de tratamiento (VEH, STR, NTX y STR+NTX)
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garantizando unos niveles homogéneos de consumo y motivacion por el
etanol. Tras un periodo de estabilizaciéon de consumo en fase FR1 (5 dias),
se exponen al tratamiento farmacologico seleccionado, administrando ambos
farmacos una hora antes de la sesion correspondiente. La eficacia de los
farmacos se evalua durante sesiones de FR1 (8 dias), FR3 (5 dias) y PR (1

dia) adicionales.

6.2 Estudios de expresidon génica

Tras finalizar la fase de PR (con tratamiento), los roedores se sacrifican por
dislocacion cervical, extrayéndose los cerebros para el analisis de expresion génica
de distintas dianas de interés mediante la técnica de rt-PCR:

- Sistema dopaminérgico: TH en el VTA,
- Sistema opioide: Oprm1 en el NAcc,

- Sistema serotoninérgico: SHTT en el DR.

7. Analisis estadistico de los resultados (Articulos 1y 2)

El analisis estadistico se ha realizado empleando: i) t-test de Student, para
comparar dos grupos experimentales; i) ANOVA de dos vias seguido del test post
hoc Student-Newman-Keuls para comparar varios grupos de tratamiento entre si en
un momento temporal determinado; y iii) ANOVA de dos vias con medidas repetidas
seguido del test post hoc Student-Newman-Keuls para comparar la evolucion de

varios grupos de tratamiento entre si a lo largo de un periodo determinado.
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RESULTADOS: RESUMEN GLOBAL
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En el presente estudio se detalla la caracterizacion y la validacién de un nuevo
modelo animal de TEPT, que permite el desarrollo de un modelo de la patologia
dual TEPT-TUA no descrito hasta la fecha, haciendo hincapié, en ambos casos, en
las dianas cerebrales implicadas, asi como en los posibles abordajes
farmacoldgicos. Para ello, los roedores se exponen a una serie de estimulos
estresantes a lo largo de un periodo total de 5 semanas, alternando periodos de
descanso con periodos de exposicion, ademas de introducir los factores de
impredecibilidad y de aumento de la intensidad de los estimulos a aplicar de una
semana a otra de la exposicién (ver Apartado 3 de Metodologia). Todos estos
aspectos han contribuido a que las alteraciones conductuales inducidas por el
modelo se mantengan a largo plazo permitiendo: i) llevar a cabo estudios
farmacoldgicos de larga duracién, y ii) combinar el modelo animal de TEPT con
modelos habitualmente empleados en la experimentacion basica para valorar los

efectos reforzantes y motivacionales del etanol.

En primer lugar y tras la fase de induccion del modelo animal de TEPT, los
roedores exhiben un tiempo de congelacién significativamente superior al de los
controles en el paradigma del CM (semana 6), asi como rasgos de ansiedad con un
mayor tiempo de latencia y menor cantidad de alimento ingerido en el paradigma de
la 1IN, y un mayor sobresalto en la evaluacion de la respuesta de sobresalto
(semana 7) (Anexo I: articulo 1, figura 2; articulo 2, figura 2 y figura S1). Estos
cambios conductuales se acompafan de alteraciones en la actividad del eje del
estrés que se detecta tanto a nivel central (expresion génica en nucleos cerebrales)

como a nivel periférico (corticosterona acumulada en pelo de ratén). Los roedores
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expuestos al modelo animal de TEPT presentan un aumento en la expresion génica
del CRF en comparacién con los controles (+750%) (Anexo I: articulo 1, figura 3a)
que se acompana de un aumento, aunque de menor intensidad, en la expresion
génica del POMC (Anexo I: articulo 1, figura 3b) y de una reduccion en la del rGC
(Anexo I: articulo 1, figura 3c). Estos cambios a nivel central se reflejan en un
aumento de la corticosterona acumulada en el pelo de los ratones expuestos al
modelo de TEPT (+50%) (Anexo I: articulo 1, figura 3d). Ademas, los roedores
expuestos al modelo animal de TEPT presentan una reduccion en la expresion
geénica relativa del CNR1, y un aumento en la expresion génica del CNR2 y SHTT

(Anexo I: articulo 1, figura 4).

Estudios conductuales posteriores demuestran que las alteraciones a nivel de la
respuesta emocional se mantienen hasta 9 semanas después de haber finalizado
la fase de induccion del modelo animal, permitiendo al mismo tiempo la realizacion
de un estudio farmacoldgico con el CBD y/o STR. En este sentido, durante las
evaluaciones posteriores de la presencia de memorias aversivas en el paradigma
del CM en las semanas 11 y 14, se observa una ligera reduccién del tiempo de
congelacioén (-1% a la semana 11y -20% a la semana 14) poniendo de manifiesto
los problemas de extincién de recuerdos aversivos que presentan los roedores
expuestos al modelo animal (Anexo I: articulo 1, figura 5a y 5d). Aqui, tanto la
administracién aguda (semana 11) como la cronica (semana 14) del CBD presenta
la misma eficacia que la STR a la hora de reducir el tiempo de congelacién,
consiguiendo una reduccién mayor con la administracion cronica (CBD: -30,67%;

STR: -32,54%) que con la aguda (CBD: -23.62%; STR: -19,96%). Curiosamente, la
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combinacién de ambos farmacos consigue una reduccion del tiempo de congelacion
mucho mayor que cada farmaco en monoterapia, tanto a nivel agudo (CBD+STR: -
58.96%) como a nivel cronico (CBD+STR: -65,28%) (Anexo I: articulo 1, figura 5¢

y 5f).

De manera adicional, se llevan a cabo estudios conductuales para valorar los
rasgos de ansiedad que presentan los roedores analizando, al mismo tiempo, la
eficacia de la administracion de los farmacos CBD y/o STR. Tanto a la semana 12
(Anexo I: articulo 1, figura 6a) como a la 13 (Anexo I: articulo 1, figura 7a), los
ratones expuestos al modelo animal de TEPT presentan mayores rasgos de
ansiedad que sus respectivos controles poniendo de manifiesto, una vez mas, la
larga duracion de las alteraciones inducidas por el modelo. Aqui, el CBD y la STR
en monoterapia consiguen reducir los rasgos de ansiedad de los roedores
expuestos al modelo de TEPT aumentando su tiempo de permanencia en los
compartimentos ansiogénicos tanto de la CCO (CBD: +36,87%; STR: +46,63%)
como del LEC (CBD: +56,02%; STR: +37,63%). Curiosamente, de una manera
similar a lo que ocurria en el paradigma del CM, se observa un efecto
sinérgico/aditivo con la administracion conjunta de CBD y STR en ambos
paradigmas conductuales en cuanto al tiempo de permanencia de los roedores en
los compartimentos ansiogénicos de ambas pruebas (+114,02% en CCO y +92,06%

en LEC) (Anexo I: articulo 1, figura 6c y figura 7c).

Las alteraciones conductuales observadas a largo plazo se acompafan de
cambios en la expresion génica de dianas relacionadas con el eje del estrés, el

sistema cannabinoide enddgeno y el serotoninérgico. En el caso del eje del estrés,
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se observa un aumento significativo en la expresion génica del CRF (+30%) y algo
menos en la de GCr, junto con una reduccién en la expresion génica del POMC
(Anexo I: articulo 1, figura 8a, 8d y 8g). Aqui, la administracién crénica de
CBD+STR consigue modular el aumento observado en la expresion génica del CRF
(Anexo I: articulo 1, figura 8c), sin inducir ningun tipo de cambio significativo a
nivel del POMC o GCr (Anexo I: articulo 1, figura 8f, 8i). De manera adicional, se
observa un aumento en la expresion génica de los receptores cannabinoides CNR1
y CNR2 (+80%), y una reduccion en el caso del SHTT (-40%) (Anexo I: articulo 1,
figura 9a, 9d y figura 10a). En el caso de la expresion génica de CNR1 y CNR2, la
administracion del CBD y/o STR consiguen inducir ligeros cambios, observandose
un aumento sustancial en el caso de la expresion génica del 5SHTT de mas del 100%
tanto con el CBD, como con la STR y la combinacién CBD+STR (Anexo I: articulo

1, figura 10c).

Una vez evaluados los cambios conductuales y de expresion génica a largo
plazo, el siguiente articulo incluido en la tesis doctoral trata de elucidar si dichas
alteraciones pueden derivar en una mayor vulnerabilidad de los ratones hacia los
efectos reforzantes y motivacionales del etanol, empleando los paradigmas
experimentales del CV (Anexo I: articulo 2, figura 3a) y la AAO (Anexo I: articulo
2, figura 4). En el paradigma del CV se observa que los ratones expuestos al
modelo animal de TEPT presentan una mayor preferencia por el etanol y un mayor
consumo de esa droga (Anexo I: articulo 2, figura 3b y 3c). Posteriormente, en la
AAO se demuestra que, aparte de presentar un mayor consumo de etanol, también

tienen una mayor motivacién por conseguir la droga (Anexo I: articulo 2, figura 5
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y S2). Aqui, se valora la eficacia de la administracion de la STR y/o NTX a la hora
de modular el consumo y la motivacion por el alcohol en el grupo de ratones
expuestos al modelo de TEPT, observando una reduccion significativa en el
consumo y el numero de accionamientos de la palanca activa solo con la
combinacidon farmacoldégica STR+NTX (Anexo I: articulo 2, figura 6a y 6b).
Asimismo, se observa una reduccién en la motivacion por obtener etanol con ambos
farmacos, siendo dicha reduccion mucho mas significativa con la combinacion
farmacoldégica STR+NTX (Anexo I: articulo 2, figura 6¢ y 6d). Estos cambios en
el consumo y la motivacion por el alcohol se acompafian de unas alteraciones
significativas en dianas cerebrales relacionadas con los sistemas dopaminérgico,
opioide y serotoninérgico. Mas concretamente, los roedores expuestos al modelo
animal de TEPT y posteriormente a la AAO presentan una reduccién en la expresion
geénica relativa de la TH y Opmr1, y un aumento en la expresion génica del SHTT
(Anexo I: articulo 2, figura 7a, 7b y 7c). Curiosamente, estos cambios en la
expresion génica de la TH y SHTT se modulan tanto con la administracion de cada
farmaco en monoterapia como con la combinacion farmacoldgica, sin embargo, en
el caso de la expresion génica del Opmr1, es la combinacion STR+NTX la que

consigue normalizar sus niveles (Anexo I: articulo 2, figura 7d, 7e y 7f).

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral ponen de manifiesto
que el nuevo modelo animal cronico de TEPT es capaz de inducir alteraciones
conductuales y a nivel de expresion génica a largo plazo, permitiendo de esta

manera el desarrollo de un modelo animal del trastorno dual TEPT-TUA y la
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busqueda de nuevas estrategias farmacologicas tanto para el TEPT como para la

patologia dual.
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DISCUSION

115



116



A continuacion, se expone un resumen de la discusion de los datos obtenidos y

englobados en los Articulos 1y 2, que se pueden consultar en el Anexo |.

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto que el nuevo
modelo animal de TEPT induce alteraciones conductuales y cambios en la
expresion de ciertos genes que se mantienen a largo plazo. La larga duracion de
estos cambios permite desarrollar un modelo animal del trastorno dual TEPT-TUA
y facilita el ensayo de abordajes farmacoldgicos (que requieren varias semanas de

tratamiento) tanto para el TEPT como para el TEPT-TUA.

Los resultados obtenidos se resumen en los siguientes puntos: 1) Los ratones
expuestos al modelo animal de TEPT presentan un marcado condicionamiento al
miedo y rasgos de ansiedad que se acompainan de cambios significativos en la
expresion génica de dianas cerebrales implicadas en la activacion del eje del estrés,
el sistema cannabinoide enddgeno y el serotoninérgico, ademas de una mayor
concentracion de corticosterona acumulada en el pelo; 2) los efectos sobre la
memoria aversiva y la ansiedad se mantienen a largo plazo en los ratones
expuestos al modelo de TEPT, y se acompafian de cambios en la expresion génica
de CNR1 y CNR2 en AMY, 5HTT en DR y de dianas relacionadas con el eje del
estrés (CRF, POMC y GCr) que se modulan con la administracion del CBD (20
mg/kg, i.p.), STR (10 mg/kg, p.o.) o su combinacién; 3) los roedores expuestos al
modelo animal de TEPT presentan una mayor vulnerabilidad por las acciones
reforzantes y motivacionales del etanol en los paradigmas de CV y AAOQO, junto con
alteraciones en la expresion génica de la TH en VTA, Opmr1 en NAcc y SHTT en

DR, 4) La administracion conjunta de la STR (10 mg/kg, p.o.) y NTX (0,7 mg/kg,
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p.o.) regula el consumo y la motivacion por el etanol, asi como las alteraciones

observadas en la expresion génica de TH, Opmr1 y SHTT.

Para conocer mejor las caracteristicas fisiopatolégicas del TEPT, es crucial el
desarrollo de modelos animales que reproduzcan, al menos en parte, la intensidad
y la duracién de los sintomas de este trastorno, en particular, para identificar dianas
terapéuticas que permitan el desarrollo de nuevas estrategias farmacoldgicas mas
seguras y eficaces. En el estudio, se ha desarrollado un modelo animal crénico de
TEPT para inducir alteraciones intensas y duraderas en el tiempo sobre la respuesta
emocional y la expresion génica de distintas dianas cerebrales. El desarrollo del
modelo animal de TEPT se ha realizado durante el periodo adolescente de los
ratones, siendo este hecho critico para inducir alteraciones notables y duraderas en
la extincion del miedo y en los rasgos de ansiedad, evidentes incluso 9 semanas
después de finalizar la fase de induccion del modelo. En el CM, la pequefia
reduccion del tiempo de congelacion observada en las semanas 11 (1,38 %) y 14
(20,18 %) en comparacién con la semana 6 pone de manifiesto los déficits de
extincion al miedo en los ratones expuestos al modelo animal de TEPT. Por lo tanto,
las deficiencias a largo plazo que desencadena este modelo facilitan la simulacion,
al menos en parte, de las alteraciones emocionales crénicas que presentan los
pacientes con TEPT. Adicionalmente, también facilitan la realizacion de estudios
farmacolégicos cronicos (3 a 4 semanas de duracion) y la combinacion del modelo
animal con paradigmas experimentales empleados habitualmente para valorar el
consumo y la motivacion por etanol en animales de experimentacion (de 4 a 7

semanas de duracion).
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En un primer bloque de experimentos se evalud la eficacia de la administracion
del CBD, sélo o combinado con la STR, para regular las alteraciones conductuales
y de expresion génica a largo plazo presentes en los roedores expuestos al modelo
animal de TEPT. Estudios recientes, clinicos y preclinicos, sefialan que el CBD
podria ser una nueva alternativa terapéutica para el tratamiento del TEPT [209, 211,
273, 274]. Sin embargo, no se ha evaluado todavia el efecto de su administracion
cronica, sola o en combinacion con la STR, sobre las alteraciones a largo plazo
inducidas por un modelo animal de TEPT. En este estudio se ha observado que,
tanto la administracién aguda como cronica del CBD presenta la misma eficacia que
la STR para reducir el tiempo de congelacion en el CM y los rasgos de ansiedad en
la CCO vy el LEC. Es interesante destacar que la combinacion farmacolégica de CBD
y STR induce unos efectos mas pronunciados, reduciendo significativamente el
tiempo de congelacion y los rasgos de ansiedad, en comparacién con cada farmaco
por separado. Este resultado pone de manifiesto la utilidad terapéutica del CBD v,
en particular, de su combinacion con la STR para atenuar la memoria aversiva y los
rasgos de ansiedad presentes en el TEPT. Estos cambios conductuales se podrian
explicar, en parte, por las alteraciones que se observan en los cambios de expresion
geénica de dianas cerebrales relacionadas con el eje del estrés. Mas concretamente,
los ratones expuestos al modelo animal de TEPT presentan una elevada expresion
génica de CRF, que se normaliza con la administracion de CBD y STR. Ademas,
estos cambios se acompafan de un incremento en la expresion génica del rGC y
una reduccién en la del POMC, simulando las alteraciones en la regulacion del eje

del estrés que se producen a largo plazo en los pacientes con TEPT [275].
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Posteriormente, se midi6 la expresion génica de CNR1 y CNR2 en la AMY, y de
SHTT en DR. Se observo un aumento en la expresion génica relativa del CNR1,
CNR2 y una reduccion en la expresion génica del SHTT. La administracion de CBD,
STR y su combinacion indujo un aumento adicional en la expresion génica del
CNRA1. El efecto del CBD sobre el CB1 podria ser el resultado de su accion indirecta
sobre el receptor mediante el aumento de la disponibilidad de la AEA [276] y su
accién directa como modulador alostérico negativo del CB1 [277]. En cuanto a los
cambios observados en la expresion génica del SHTT, tanto el CBD como la STR'y
su combinacion normalizan la reduccién observada en los roedores expuestos al

modelo animal de TEPT.

La ausencia de tratamientos efectivos para el abordaje de la comorbilidad TEPT-
TUA motiva la urgente necesidad de busqueda de nuevas estrategias. Para ello, se
decide llevar a cabo un segundo bloque de experimentos donde se demuestra que
los ratones expuestos al modelo de TEPT presentan una elevada vulnerabilidad por
los efectos reforzantes y motivacionales del alcohol en paradigmas experimentales
que tienen una duracion de 5-7 semanas. El tratamiento de la asociacion de
STR+NTX reduce el consumo de etanol y el numero de accionamientos de la
palanca activa en las fases FR1 y FR3. En cuanto a la fase PR de la AAO, la
administraciéon de la STR o la NTX reduce levemente la motivacién de los roedores
por el etanol, alcanzando una reduccidn mas pronunciada con la combinacion
farmacolégica STR+NTX. Los resultados obtenidos en los estudios de qPCR con
las muestras cerebrales sefialan una reduccién en la expresidon génica relativa de la

TH y Opmr1, y un aumento en la expresién génica del 5SHTT. La administracién de
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la STR y NTX regula los cambios observados en la expresion génica de la TH,
posiblemente, reduciendo la actividad dopaminérgica mesolimbica, que induce a su
vez un aumento compensatorio de la expresion génica de la TH. De una forma
similar, la STR, NTX y su combinacion reducen el aumento observado en la
expresion génica del SHTT. Este efecto es esperable teniendo en cuenta el
mecanismo de accidén de la STR [278], sin embargo, seria necesario realizar mas
estudios para esclarecer el mecanismo mas concreto de la interaccion entre la NTX

y el 5HTT.

Por otra parte, la administracion de la NTX incrementa la expresion génica
relativa del Opmr1, tal y como cabria esperar teniendo en cuenta su mecanismo de
accion [279]. La combinacion de STR+NTX produce un aumento mas pronunciado
en la expresion génica del Opmr1 que la NTX. Seria plausible proponer que la
regulacion del sistema serotoninérgico por accion de la STR podria modificar la
actividad opioide, produciendo un aumento sinérgico en la expresion génica del
Opmr1 con la administracion de STR+NTX. Sin embargo, seria necesario llevar a

cabo estudios adicionales para explorar en profundidad esta posible interaccion.

En resumen, los resultados de esta tesis doctoral sehalan que el nuevo modelo
animal de TEPT reproduce algunas de las caracteristicas mas importantes del
estrés postraumatico, como son las alteraciones conductuales prolongadas en el
tiempo tanto en relacion con la presencia de la memoria aversiva como en relaciéon
con los rasgos de ansiedad. Ademas, estos cambios se acompafan de alteraciones
en la regulacién del eje del estrés, asi como modificaciones en la expresién génica

de CNR1y CNR2 en la AMY, y 5HTT en DR. Es importante destacar que el modelo
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desarrollado permite la realizacion de estudios farmacologicos crénicos. Los
estudios llevados a cabo han demostrado la eficacia del CBD, solo y particularmente
en combinacion con la STR, para regular los cambios emocionales y de expresion
génica. Ademas, el disefio y la duracion del paradigma experimental de TEPT nos
permite desarrollar un modelo dual TEPT-TUA que facilite el ensayo farmacolégico
de nuevos farmacos en el modelo de TEPT con consumo elevado de alcohol. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto que la combinacién STR+NTX normaliza
el consumo y la motivacion por etanol modificando las expresiones génicas de TH,

Opmr1y SHTT.
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CONCLUSIONES
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Los roedores expuestos al nuevo modelo animal del TEPT desarrollan marcadas
alteraciones emocionales y neurobiolégicas que perduran en el tiempo,

simulando algunos de los rasgos mas caracteristicos del trastorno clinico.

El efecto prolongado de las alteraciones inducidas tras la exposicion al modelo
animal permite realizar estudios farmacolégicos con la duracién apropiada para

obtener un efecto terapéutico similar al que se obtiene en los estudios clinicos.

La administracion del farmaco CBD presenta la misma eficacia que la STR para
modular las alteraciones conductuales inducidas por la exposicion al modelo
animal de TEPT, y se demuestra un efecto sinérgico/aditivo cuando se combinan

ambos farmacos.

Los cambios en las alteraciones conductuales inducidos por CBD y STR se
relacionan con modificaciones en distintas dianas cerebrales implicadas en la

regulacion del estrés, del sistema cannabinoide enddgeno y del serotoninérgico.

Los roedores expuestos al modelo animal de TEPT presentan una mayor
vulnerabilidad al consumo y motivacion por el alcohol, hasta 10 semanas

después de haber finalizado la induccién del modelo.

La administracion conjunta de NTX y STR reduce el consumo y la motivacion por

el alcohol en roedores expuestos al modelo animal de TEPT.

Los estudios de expresion génica en nucleos cerebrales microdiseccionados
demuestran la participacion de los sistemas dopaminérgico, serotoninérgico y

opioide en los mecanismos de accion de los farmacos STR y NTX.
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ABSTRACT

This study evaluated the effects of cannabidiol (CBD) and/or sertraline (STR) on
behavioral and gene expression alterations induced by a new chronic animal model of post-
traumatic stress disorder (PTSD).

C57BL/6J male mice were repeatedly exposed to physical and psychogenic alternate
stressful stimuli. Fear-related memory and anxiety-like behaviors were evaluated. The
effects of the administration of CBD (20 mg/kg, i.p.) and/or STR (10 mg/kg, p.o.) were
analyzed on behavioral and gene expression changes induced by the model of PTSD. Gene
expression alterations of targets related with stress regulation, endocannabinoid and
serotonergic systems were analyzed by real-time PCR. The results revealed an increased
and long-lasting fear-related memory and anxiety-like behaviors in mice exposed to the
animal model of PTSD. Treatment with CBD improved these behaviors in PTSD animals,
effects that were significantly potentiated when combined with STR. Gene expression
analyses revealed a long-term increase of corticotropin releasing factor (Crf) that was
significantly normalized with the combination CBD plus STR. Cannabinoid receptors (Cnr1
and Cnr2) were up regulated in PTSD mice whereas the serotonin transporter (Slc6a4) was
reduced. Interestingly, CBD and STR alone or combined induced a significant and marked
increase of Slc6a4 gene expression.

These results point out the cooperative action of the combination CBD plus STR to
enhance fear extinction and reduce anxiety-like behaviors, normalizing gene expression
alterations in this animal model of PTSD and suggesting that the combination of CBD with

STR deserves to be further explored for the treatment of patients with PTSD.
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1. INTRODUCTION

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a disabling mental condition caused by the
exposure to frightening or threatening life events (APA, 2013). Around a 70% of worldwide
population experience one or more traumatic events in any moment of their lives, whereas
10 to 15% develop PTSD. Type, severity and number of traumatic events, associated with
individual susceptibility or the stage of life in which the trauma occurs influences the

likelihood of developing PTSD (Kessler et al., 2017).

It remains essential to identify new therapeutic targets that may improve PTSD treatment.
From a translational point of view, it is crucial to identify animal models to recapitulate PTSD-
related clinical traits by the exposure to different kind of stressors, mainly psychogenic (e.g.,
predator threat), physic (e.g., electric shock) and psychosocial (e.g., disturbances in housing
conditions). However, it is unlikely that a single animal model will reproduce the complexity
of the human disorder only mimicking core aspects of human PTSD such as fear

dysregulation and increased anxiety-like behavior.

There is a broad range of multi-disciplinary experimental approaches to induce a PTSD-
like syndrome (Zhang et al., 2019, Singewald and Holmes, 2019, Daskalakis et al., 2013).
However, there is a need of chronic animal models of PTSD to induce intense and long-
lasting (several weeks) emotional disturbances. These prolonged alterations will simulate
more closely the time course of PTSD-related behavioral and neurochemical changes and,
therefore, would permit to study the effects of chronic pharmacological treatments (3-5

weeks).

Currently approved medications for the treatment of PTSD are the selective serotonin
reuptake inhibitors (SSRIs) paroxetine and sertraline (STR). These drugs present important

limitations regarding the response rate that rarely exceeds 60%, and only 30% corresponds
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to complete remission (Berger et al., 2009). In addition, the available treatments present
relevant side effects that may limit tolerance or even decrease therapeutic adherence (Shin
et al.,, 2014). Therefore, there is an increasing need to develop new pharmacological
strategies to improve the complex management of PTSD symptomatology. Interestingly,
recent research advances revealed the pivotal role of the endocannabinoid system in the
regulation of fear memory and emotional behavior in PTSD (Berardi et al., 2016). In this
sense, cannabidiol (CBD) has attracted growing attention due to its lack of abuse potential
(Viudez-Martinez et al., 2019), its multimodal mechanism of action (Elsaid and Le Foll, 2019)
and especially its effects on the regulation of fear-related memories (Song et al., 2016).
Indeed, several animal studies showed that CBD facilitates extinction, decreases retrieval
or acquisition, and blocks reconsolidation of contextual fear memory evaluated in a fear
conditioning (FC) paradigm (Bitencourt and Takahashi, 2018). Furthermore, human studies
also suggested the therapeutic potential of CBD for the treatment of PTSD symptoms related
with fear extinction, anxiety and sleep disturbances (Das et al., 2013, Shannon and Opila-
Lehman, 2016, Elms et al., 2019). However, no previous studies have evaluated the effects
of chronic CBD administration, alone or in combination with STR, on the behavioral and

neurochemical impairments produced by an animal model of PTSD.

Therefore, the main goals of this study were: 1) to characterize and validate a long-lasting
animal model of PTSD by exposing C57BL/6J adolescent mice to alternating and
unpredictable psychogenic (fox urine), physic (electric shock, movement restriction) and
psychosocial stressors (wet bedding, tilted cage, food deprivation) during a 5-weeks period,
including 2 intermediate resting weeks to add a pivotal re-exposure factor for modelling
PTSD, and 2) to evaluate the effects of repeated administration of CBD, STR, and CBD plus
STR combination on behavioral and neurochemical alterations induced by this animal model

of PTSD. Fear-related memory and anxiety-like behaviors were evaluated by the FC

166



paradigm, and by the novelty suppressed feeding test (NSFT), light-dark box (LDB) and
elevated plus maze (EPM) tests, respectively. In addition, real-time quantitative polymerase
chain reaction (QPCR) experiments were carried out to evaluate specific changes in the
gene expression of targets involved in stress response (hypothalamus-pituitary-adrenal
(HPA) axis) and pharmacological actions of CBD (cannabinoid receptors 1 (CB1r) and 2

(CBZ2r)) and STR (5-hydroxytryptamine transporter (SHTT)).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

A total of 94 male 4-weeks old mice were purchased from Charles River laboratories
(Lille, France). Mice, weighed 20-25 g, housed in groups of 5 per cage (40 x 25 x 22 cm)
under controlled environmental conditions (temperature, 23 + 2°C; relative humidity, 60 +
10%, and 12 h light/dark cycle, lights on from 08:00 to 20:00h), in an enriched environment
with nesting material and ad libitum access to food (Teklad global 18% protein diet, Ref.
2014S, Envigo, Barcelona, Spain), and water except during behavioral evaluation.
Experimental procedures were carried out in the animal facilities of Miguel Hernandez
University located in San Juan de Alicante (Alicante. Spain). Behavioral evaluation was
initiated during the adolescent period of mice (4 weeks old), after one-week acclimatization
period to the animal housing room. Experiments were performed during the light cycle (from
16:00 to 18:00h) placing home cages in the operant-task room one hour before to start. All
experimental procedures complied with the Spanish Royal Decree 53/2013, the Spanish
Law 32/2007 and the European Union Directive of the 22nd of September 2010
(2010/63/UE) regulating the care of experimental animals and were approved by the Ethics
Committee of Miguel Hernandez University. Animal studies are reported in compliance with

the ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 2010, McGrath and Lilley, 2015).
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2.2. Drugs

CBD was obtained from STl Pharmaceuticals (Essex, UK) and was dissolved in
ethanol:cremophor:saline (1:1:18) to obtain the required dose of 20 mg/kg for its
intraperitoneal administration (i.p.). STR was purchased from Pfizer laboratories (Madrid,
Spain) and was dissolved in water to obtain the required dose of 10 mg/kg for its oral
administration (p.o.). CBD and STR were freshly prepared every day immediately before its
administration at a final volume of 10 ml/kg. Once-daily administration of CBD, STR, CBD
plus STR or the corresponding vehicles (from 15:00 to 17:00h) was carried out between
weeks 11 and 14 of the model. A latency time of 90 (CBD) and/or 60 (STR) minutes was left
before any behavioral evaluation according to previously published pharmacokinetics data
(Deiana et al., 2012, Melis et al., 2012). Drug doses were selected according to prior
literature (Wang et al., 2006, Blessing et al., 2015) and to preliminary results obtained with

CBD in our laboratory (data not shown).

2.3. Animal model of PTSD

The animal model of PTSD was induced by exposing mice to the following stressful
stimuli at different time point for 5 weeks: 1) Fox urine: a perforated plastic tube (50 ml)
containing a gauze impregnated in fox urine (Code blue, Fox Urine Cover Scent, Ref.
OA1105, 3 ml) or saline (control mice) was placed in the central zone of each cage for 15
min, 2) Unescapable electric shock: animals were placed inside a 50 x 25 x 25 cm acrylic
box with a floor consisting of a grid of parallel stainless steel bars (1 mm in diameter and 1
cm apart). Thirty seconds after animals were introduced in the box, they received a 1 mA
scrambling shock or not (control mice) during 10 seconds, with an additional resting time of
20 s, 3) movement restriction: animals were introduced in perforated plastic falcon tubes (50

ml) for 15 min, or were left undisturbed in the home cage (control mice), 4) tilted cage: during
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dark cycle, home cages were tilted 30° for 12-14h or not (control mice), 5) wet bedding:
during dark cycle, mice were exposed to a cage with wet sawdust bedding for 12-14h, or
were left undisturbed (control mice); and vi) food restriction: during dark cycle, mice were
food deprived for 12-14h, or were left undisturbed (control mice).

Stressful stimuli were applied alternating 3 weeks of exposure (weeks 1, 3 and 5) with 2
intermediate weeks of resting (weeks 2 and 4), to avoid habituation and to add elements of
unpredictability and re-exposure to the stressor. Importantly, the intensity of stress exposure
was increased by adding new stressful stimuli from week to week as displayed in the Figure
1. Overall, these experimental aspects are especially relevant to induce long-lasting

behavioral and neurochemical alterations in an animal model of PTSD.

2.4. Experimental design
2.4.1. Procedure 1: Evaluation of basal behavioral and neurobiological alterations induced
by the animal model of PTSD.

This experimental phase was intended to evaluate basal behavioral and neurobiological
disturbances induced by the animal model of PTSD (Figure 1). For that purpose, a total of
16 mice were used in this experiment, 8 exposed to the animal model of PTSD and 8 non-
exposed. Fear-related memory and anxiety-like behavior were evaluated at weeks 6 and 7
by the fear conditioning (FC), the acoustic startle response (ASR), and the novelty-
suppressed feeding test (NSFT) paradigms. Immediately after the last behavioral evaluation
by NSFT mice were killed by cervical dislocation and brain and hair samples were obtained.
Brain samples were used for relative gene expression analyses of targets of interest. Hair
samples were used for hair accumulated corticosterone quantification as a peripheral
biomarker of long-term HPA axis activity. All the behavioral paradigms of this procedure

were made under blind conditions.
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2.4.2. Procedure 2: Evaluation of the effects of CBD and/or STR administration on long-
lasting behavioral and gene expression alterations induced by the animal model of PTSD.
This experimental phase evaluates the effects of CBD and/or STR administration on long-
lasting behavioral and gene expression alterations induced by the animal model of PTSD
(Figure 1). A total of 78 mice were used, 39 exposed to the animal model of PTSD and 39
non-exposed. After the model induction period and the subsequent basal behavioral
evaluations at weeks 6 (FC) and 7 (NSFT), mice were left undisturbed for 3 weeks. After
this period, mice were randomly assigned to different treatment groups where CBD and/or
STR effects on fear-related memory (weeks 11 and 14) and anxiety-like behavior (weeks 12
and 13) were analyzed. The first administration of CBD and/or STR was carried out 60
and/or 90 min before the FC at week 11, respectively, to evaluate the acute pharmacological
effects. Subsequently, both drugs were administered once daily until week 14, evaluating its
sub-chronic and chronic effects on different behavioral tests. CBD and/or STR actions on
anxiety-like behavior were analyzed by the light-dark box (LDB; week 12) and the elevated
plus maze (EPM; week 13) paradigms. At the end of the behavioral evaluation phase, mice
were killed by cervical dislocation immediately after the last behavioral test (FC at week 14)
and brain samples were removed. These samples were used to analyze relative gene
expression of several targets of interest. All the behavioral paradigms of this procedure (FC,
NSFT, LDB and EPM) were made under blind conditions (for more detail see Supplementary

Information).

2.5. Behavioural analyses
2.5.1. Fear conditioning (FC)

Fear memory retention was evaluated using Pavlovian contextual fear conditioning
protocol as described elsewhere (LeDoux, 2000). Briefly, in this behavioural paradigm mice
were re-exposed to the same cage where they received electric shocks during the induction
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of the model of PTSD (or not in the case of control animals), without applying any shock in
this evaluation phase. For a total of 5 minutes, freezing behaviour was evaluated as the time

of total absence of movements except those necessary to breathe.

2.5.2. Acoustic startle response (ASR)

A previously described protocol was used to evaluate acoustic startle response of mice
exposed to the animal model of PTSD and controls. Briefly, mice were placed in soundproof
chambers equipped with loudspeakers controlled by STARTLE software (Panlab,
Barcelona, Spain) (Ortega-Alvaro et al., 2011). Mice movement inside a Plexiglas cylinder
was measured by a piezoelectric accelerometer and converted into a digital signal. Mice
were acclimatized three days prior to test sessions by placing them each day in the
apparatus for 5 min without background noise. The day of the evaluation, mice were
exposed to 10 trials of 120 dB (40 ms, 8000 Hz) acoustic startle stimulus applied every 44

s, recording the maximum of startle amplitude during a 100 ms sampling window.

2.5.3. Novelty suppressed feeding test (NSFT)

This behavioural test measures anxiety-induced hyponeophagia as the inhibition of food
ingestion or approach to food in an anxiety-provoking environment (Bodnoff et al., 1988,
Garcia-Gutierrez et al., 2010). After 24 hours of food deprivation, mice were placed in a
transparent square cage (40 x 40 x 50 cm) with a single pellet of food left on a white paper
platform in the centre of the cage. The latency time before the mouse started to eat was
recorded up to a threshold period of 5 min. Once the mice started to eat, the total amount of

food pellet consumption was measured during an additional 5-minutes time.
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2.5.4. Light-dark box (LDB)

Anxiety-like behaviour was evaluated by the widely accepted LDB paradigm (Crawley
and Goodwin, 1980, Garcia-Gutierrez et al., 2018). LDB was carried out in an apparatus
with two methacrylate compartments (20 x 20 x 15 cm), one transparent and the other black
and opaque, separated by an opaque tunnel (4 cm). Light compartment is illuminated with
a lamp (60W) that is placed 25 cm above it. At the beginning of the 5-minutes session, mice
were placed in the light box facing the tunnel. The total time spent in the light box and the
number of transitions between boxes were recorded. A mouse whose four paws were inside

the new box was considered as having changed boxes.

2.5.5. Elevated plus maze (EPM)

Another commonly used method for evaluating anxiety-like behaviour in mice is the
EPM (Garcia-Gutierrez et al., 2018, Lister, 1987). The apparatus consists of four arms
(two open and two enclosed), that form a plus shape at 50 cm above the floor. The
junction of the four arms is a central square platform (5 x 5 cm). At the beginning of the
test, mice were placed in the central square, facing one of the enclosed arms. During a
period of 5 minutes, the total time spent in the open arms (calculated as a percentage) and
the number of transitions between open and enclosed arms were recorded. Animal arm

entry was considered as the entry of its four paws into the arm.

2.6. Gene expression studies by real time PCR

Relative gene expression of corticotropin releasing factor (Crf) in the paraventricular
nucleus (PVN), proopiomelanocortin (Pomc) in the arcuate nucleus (ARC), glucocorticoid
receptor (GCr) in the hippocampus (HIPP), Cnr1 and Cnr2 in the amygdala (AMY), and

Slc6a4 in the dorsal raphe nucleus (DR) were analyzed on brain samples obtained in
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Procedure 1 (week 7) and Procedure 2 (week 14). Briefly, mice were killed at the end of
the experimental procedures by cervical dislocation and brains were removed from the
skull and frozen at -80°C. Brain sections were cut (500 ym) in a cryostat (-10°C) containing
the regions of interest according to Paxinos and Franklin atlas (Paxinos, 2001), mounted in
the slides and stored at -80°C. Sections were microdissected following the method
described by Palkovits and previously performed by our group (Palkovits, 1983, Navarrete
et al., 2012). Total RNA was extracted from brain micropunches with TRl Reagent
extraction reagent (Applied Biosystem, Madrid, Spain) and reverse transcription was
carried out (Applied Biosystem, Madrid, Spain). Quantitative analyses of the relative
expression of Crf (Mm01293920_s1), Pomc (Mm00435874_m1), GCr (Mm00433832_m1),
Cnr1 (Mm00432621_s1), Cnr2 (Mm00438286_m1) and Sic6a4 (Mm0043939_m1) genes
was performed on the StepOne Sequence Detector System (Applied Biosystems, Madrid,
Spain). All the reagents used in the study were obtained from Life Technologies, and the
manufacturer's protocols were followed. The reference gene used was 18S rRNA
(Mm03928990_g1). 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-AACt method (Livak and Schmittgen, 2001).

2.7. Hair corticosterone analysis

After cervical dislocation at week 7 (Procedure 1), mice hair of the dorsal zone was
shaved using an electric razor. Hair samples were stored in 1.5 ml polypropylene tubes at
-20°C. Extraction and analysis of corticosterone concentration were performed according
to a previously described protocol (Erickson et al., 2017). Briefly, hair samples were
washed with methanol (5 ml) twice rotating for 3 minutes. After methanol decantation,

samples were placed on aluminium foil and dried in a protected hood for 3 days. Dried
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samples were weighed and transferred to 2 ml polypropylene tubes containing stainless
steel grinding beads (2.8mm Stainless Steel Grinding Balls Pre-Filled Tubes, OPS
Diagnostics, Lebanon, NJ) that were placed in a bead beater (Mixermill MM300, Miguel
Hernandez University, Alicante, Spain) to produce a powder. Powdered hair samples were
incubated with 1.5 ml of methanol for 24 h on slow rotation to extract steroids. Tubes were
centrifuged and steroid-containing supernatants were dried in a protected hood for 2-3
days to evaporate methanol. Dry extracts were analysed by a commercial competitive
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (EIACOR, Invitrogen, Spain) following

manufacturer instructions.

2.8. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using Student's t-test for comparing two groups, and
two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Student—Newman—Keuls post-hoc
test for comparing four groups affected by two variables (treatment with CBD or STR).
Differences were considered significant if the probability of error was less than 5%.
SigmaPlot 11 software (Systat software Inc., Chicago, IL, USA) was used for all statistical

analyses.

3. RESULTS

3.1. Procedure 1: Evaluation of basal behavioral and neurobiological alterations
induced by the animal model of PTSD.

Behavioral evaluation. Mice exposed to the new animal model of PTSD showed a significant
increased freezing time in the FC (Figure 2A, Student’s t-test, t = -13.738, P < 0.001, 14
d.f.), enhanced startle response in the ASR (Figure 2B, Student’s t-test, t =-3.002, P < 0.01,

14 d.f.), and increased latency time (Figure 2B, Student’s t-test, t = -6.824, P < 0.001, 14
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d.f.) with decreased food consumption (Figure 2C, Student’s f-test, t = 2.202, P < 0.05, 14
d.f.) in the NSFT, in comparison with control mice. According to these basal behavioral
results, mice were randomly assigned to 4 experimental groups to be treated with CBD
and/or STR or its corresponding vehicle in Procedure 2 (for more detail about mice
assignment see Figure S1).

Gene expression analyses. Statistical analyses indicated increased Crf (Figure 3A,
Student’s t-test, t = -9.349, P < 0.001, 14 d.f.) and Pomc (Figure 3B, Student’s t-test, t = -
5.565, P <0.001, 14 d.f.) relative gene expression levels in the PVN and ARC, respectively,
and decreased gene expression of GCr (Figure 3C, Student’s t-test, t = 5.734, P < 0.001,
14 d.f.) in the HIPP of PTSD-like mice compared with control mice. These changes were
accompanied by an increased corticosterone concentration in mice hair compared with
controls (Figure 3D, Student’s t-test, t =-3.943, P < 0.01, 14 d.f.)

In addition, mice exposed to the animal model of PTSD showed reduced Cnr1 (Figure 4A,
Student’s t-test, t = 5.647, P < 0.001, 14 d.f.) and increased Cnr2 (Figure 4B, Student’s t-
test, t =-3.604, P = 0.003, 14 d.f.) gene expression in the AMY, as well as enhanced gene
expression of Slc6a4 (Figure 4C, Student’s t-test, t = -3.337, P = 0.005, 14 d.f.) in the DR

compared with non-exposed mice.

3.2. Procedure 2: Evaluation of the effects of CBD and/or STR on long-lasting

behavioral and gene expression alterations induced by the animal model of PTSD.

3.2.1. Effects of CBD and/or STR on fear-related memory and anxiety-like behavior
disturbances induced by the animal model of PTSD.

Fear conditioning. Statistical analyses revealed a higher mean freezing time in PTSD-like
mice compared with control mice at week 11 (Figure 5A, Student’s t-test, t =-14.178, P <

0.001, 18 d.f.) and week 14 (Figure 5D, Student’s t-test, t = -21.269, P < 0.001, 18 d.f.).
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Within control group, no significant differences were observed between CBD plus STR-
treated animals compared to CBD and STR-treated mice at week 11 (Figure 5B, Two-way
ANOVA, CBD: F(1,37)= 4.794, P < 0.05; STR: F(1,37) = 4.712, P < 0.05; CBD x STR: F1,37) =
1.140, P = 0.293), and at week 14 (Figure 5E, Two-way ANOVA, CBD: F137 = 0.006, P =
0.940; STR: F(1,37) = 0.201, P = 0.657; CBD x STR: F(1,37) = 0.456, P = 0.504). In PTSD-like
mice, CBD and STR treatments significantly reduced the freezing time at week 11 (acute
treatment), reaching a more pronounced reduction at week 14 (repeated treatment).
Interestingly, pharmacological combination of CBD plus STR, compared with CBD or STR
alone, achieved a superior effect in the reduction of the freezing time in mice exposed to the
PTSD model (without reaching statistical significance) at week 11 (Figure 5C, Two-way
ANOVA, CBD: F138 = 24.661, P < 0.001; STR: F1,33 = 19.226, P < 0.001; CBD x STR:
Fa3s = 1.488, P = 0.231) and at week 14 (Figure 5F, Two-way ANOVA, CBD: F3s =

76.676, P <0.001; STR: F1,38) = 86.029, P < 0.001; CBD x STR: F(1,3) = 0.0823, P = 0.776).

Light-dark box. PTSD-like mice spent less time in the lighted box (Figure 6A, Student’s t-
test, t = 4.190, P < 0.001, 18 d.f.) than control mice. Additionally, the number of transitions
was reduced in PTSD-like mice compared with control mice (Figure 6D, Student’s t-test, t =
2.535, P < 0.05, 18 d.f.). Within control mice group, only CBD treatment significantly
increased the time spent in the lighted box (Figure 6B, Two-way ANOVA, CBD: F37) =
16.739, P < 0.001; STR: F(1,37) = 1.400, P = 0.245; CBD x STR: F(1,37) = 0.508, P = 0.481).
Within PTSD-like mice, both CBD and STR treatment increased the time spent in the lighted
box. Interestingly, CBD plus STR combination increased the time of permanence in the
lighted box compared with CBD or STR alone, without reaching statistical significance
(Figure 6C, Two-way ANOVA, CBD: F(138 = 16.271, P < 0.001; STR: F(1,38) = 22.939, P <
0.001; CBD x STR: F(1,38 = 1.394, P = 0.246). STR treatment increased the number of

transitions in both control and PTSD-like mice (Figure 6E, Two-way ANOVA, CBD: F137) =
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0.593, P = 0.446; STR: F(1,37y = 9.272, P < 0.01; CBD x STR: F1,37y = 0.212, P = 0.648; and
Figure 6F, Two-way ANOVA, CBD: F3s = 0.774, P = 0.385; STR: F(133 = 30.088, P <

0.001; CBD x STR: F(1,3) = 0.00452, P = 0.947).

Elevated plus maze. PTSD-like mice spent less time in the open arms than control mice
(Figure 7A, Student’s t-test, t = 2.962, P < 0.01, 18 d.f.), and no differences were observed
in the number of transitions between opened and closed arms (Figure 7D, Student’s t-test,
t=0.750, P = 0.463, 18 d.f.). Within control mice no differences were observed in the time
spent in open arms (Figure 6B, Two-way ANOVA, CBD: F37) = 1.564, P = 0.220; STR:
F1,37y = 0.584, P = 0.450; CBD x STR: F(1,37) = 1.202, P = 0.281). However, within PTSD-like
mice, CBD or STR treatment significantly increased the time spent in the open arms, effect
that was more pronounced with the CBD plus STR combination without reaching statistical
significance (Figure 7C, Two-way ANOVA, CBD: F(138 = 41.191, P < 0.001; STR: F1,38) =
18.328, P < 0.001; CBD x STR: Fp1,38) = 0.008, P = 0.927). STR treatment increased the
number of transitions in control mice (Figure 7E, Two-way ANOVA, CBD: F137) = 0.923, P
= 0343; STR: F(1,37) = 10.553, P < 0.01; CBD x STR: F(137y = 0.0317, P = 0.860) and in
PTSD-like mice (Figure 7F, Two-way ANOVA, CBD: F(3s = 0.000317, P = 0.986; STR:

Fi1.s8) = 4.869, P < 0.05; CBD x STR: F(1.35 = 0.0203, P = 0.888).

3.2.2. Effects of CBD and/or STR on relative gene expression alterations induced by the
animal model of PTSD.

HPA axis. Crf gene expression increased in the PVN of PTSD-like mice compared with
control mice (Figure 8A, Student’s f-test, t = -3.459, P < 0.01, 18 d.f.). Within the control
group, STR treatment induced an upregulation in Crf gene expression (Figure 8B, Two-way

ANOVA; CBD: F1a7) = 0.861, P = 0.360; STR: F(1.s7) = 6.702, P < 0.05; CBD x STR: F(137) =
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0.0597, P = 0.808). In the PTSD-like mice group, Two-way ANOVA revealed that STR
reduced the gene expression of Crf, achieving a more pronounced reduction when
combined with CBD (Figure 8C, Two-way ANOVA, CBD: Fq3s = 0.733, P = 0.398; STR:
Fa,38) = 8.885, P < 0.01; CBD x STR: F1,38) = 4.246, P < 0.05). In addition, PTSD-exposed
mice also showed decreased gene expression of Pomc in the ARC compared with control
mice (Figure 8D, Student’s t-test, t = 3.416, P < 0.01, 18 d.f.), but no differences were
observed in both control (Figure 8E, Two-way ANOVA, CBD: F13s = 0.561, P = 0.459; STR:
F,38)=0.158, P = 0.693; CBD x STR: F(1,38) = 2.859, P = 0.100) and PTSD-like mice (Figure
8F, Two-way ANOVA; CBD: F37) = 0.0340, P = 0.855; STR: F(1,37 = 0.233, P = 0.632; CBD
x STR: F1,37y = 0.0370, P = 0.849) after CBD and/or STR administration. Finally, GCr gene
expression in the HIPP increased in PTSD-like mice compared with controls (Figure 8G,
Student’s t-test, t = -2.359, P < 0.05, 18 d.f.) and no differences were observed among the
four groups of control treated mice (Figure 8H, Two-way ANOVA, CBD: F37 = 1.621, P =
0.212; STR: F(1,37 = 0.00139, P = 0.970; CBD x STR: F(137) = 0.0626, P = 0.804). Within
PTSD-like group, CBD decreased the GCr gene expression and STR increased it (Figure
8l, Two-way ANOVA, CBD: F13s = 6.94, P < 0.05; STR: F(1,38 = 6.022, P < 0.05; CBD x

STR: F(1,38) =0414,P = 0.524).

Cannabinoid receptors. Cnr1 gene expression was significantly increased in PTSD-like mice
compared with controls (Figure 9A, Student’'s t-test, t = -2.223, P < 0.05, 18 d.f.). Within
control group, no differences were observed in the Cnr1 gene expression with drug
administration (Figure 9B, Two-way ANOVA, CBD: F(137) = 1.421, P = 0.241; STR: F137) =
0.319, P = 0.576; CBD x STR: F(137) = 0.105, P = 0.747). Nevertheless, CBD and its
combination with STR increased the Cnr1 gene expression in PTSD-like mice (Figure 9C,
Two-way ANOVA, CBD: F1,39 = 18.716, P < 0.001; STR: F(1,39) = 0.583, P = 0.450; CBD x

STR: F(1,39) = 9.955, P < 0.01). In addition, Cnr2 gene expression was significantly increased
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in PTSD-like mice (Figure 9D, Student’s t-test, t = -4.763, P < 0.001, 18 d.f.). In the control
group, CBD or STR increased Cnr2 gene expression (Figure 9E, Two-way ANOVA, CBD:
F(1,39) = 20.301, P < 0.001; STR: F(1,39) = 27. 577, P < 0.001; CBD x STR: F1,39) = 1.052, P =
0.312). In addition, in the PTSD-like group CBD treatment decreased while STR increased
Cnr2 gene expression (Figure 9F, Two-way ANOVA, CBD: F139) = 4.281, P < 0.05; STR:

F(1,39) = 17.287, P< 0.001; CBD x STR: F(1,39) = 0.179, P= 0.675).

Serotonin transporter. Slc6a4 gene expression was significantly decreased in PTSD-like
mice (Figure 10A, Student’s t-test, t = 3.550, P < 0.01, 18 d.f.). Within control group, only
CBD enhanced Sic6a4 gene expression (Figure 10B, Two-way ANOVA, CBD: F39) =
25.440, P < 0.001; STR: F(1,39) = 0.0931, P = 0.762; CBD x STR: F(139) = 0.113, P = 0.739).
Within PTSD-like mice, CBD or STR significantly increased Sic6a4 gene expression in
comparison with VEH-treated group, and a similar effect was reached with CBD plus STR
combination but without achieving statistical significance (Figure 10C, Two-way ANOVA,
CBD: F1,38) = 9.050, P < 0.01; STR: F1,38) = 10.984, P < 0.01; CBD x STR: F(1,38) = 2.726, P

= 0.108).

4. DISCUSSION

The results of the present study reveal that the administration of CBD alone or in
combination with STR significantly regulated the long-lasting behavioral and neurochemical
disturbances in this animal model of PTSD. This statement is supported by the following
observations: 1) Mice exposed to the animal model of PTSD showed a pronounced increase
of fear-conditioning, hyperarousal and anxiety-like behaviors together with gene expression

alterations in the HPA-axis, Cnr1, Cnr2 and Slc6a4 genes, including higher hair accumulated
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corticosterone concentrations, 2) Exposure of mice to the animal model of PTSD produced
a long-lasting enhancement of fear-related memories and anxiety-like behaviors, as well as
gene expression changes in HPA-axis, Cnr1, Cnr2 and Slc6a4 genes, 3) The administration
of CBD (20 mg/kg, i.p.), STR (10 mg/kg, p.o.) and its combination significantly reduced fear
conditioning, anxiety-like behaviors and long-term gene expression alterations of PTSD-like

mice.

Mice exposed to this model showed remarkable and enduring disturbances in fear
extinction and anxiety-like behavior, that were notorious even 9 weeks after the end of the
induction. In the FC, the small reduction of the freezing time observed at weeks 11 (1.38 %)
and 14 (20.18 %) compared to the week 6 (baseline) highlights the fear extinction deficits in
mice exposed to the animal model of PTSD. Therefore, PTSD-related impairments triggered
by this model facilitate the simulation of chronic emotional disturbances in PTSD patients
and is ideal to evaluate the effects of chronic drug treatments (that usually require 3-5

weeks).

In the present study, 2-weeks after the end of the induction of the PTSD model, gene
expression analyses revealed that Crf and Pomc were significantly increased in the PVN
and ARC of PTSD animals, respectively. In addition, hair accumulated corticosterone was
also elevated, confirming the maintained hyperactivity of the HPA axis during the PTSD
model. Furthermore, GCr gene expression was downregulated in the HIPP. This effect may
be related, at least in part, with the increase of corticosterone concentrations and the
negative feed-back regulation. On week 14, we found a moderate increase of Crf gene
expression in the PVN whereas Pomc gene expression was reduced in the ARC and GCr
gene expression increased in the HIPP. It is tempting to hypothesize that a long-term
reduction of HPA axis activity may underlie these alterations, in accordance with the clinical
evidence pointing out that PTSD at advanced stages may be associated with

hypocortisolism (Miller et al., 2007).
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The endogenous cannabinoid and serotonergic systems are strongly involved in the
regulation of the emotional response. Mice exposed to the animal model showed reduced
gene expression of Cnr1 in the AMY and enhanced gene expression of Cnr2 in the AMY
and Slc6a4 in the DR, suggesting the involvement of these targets in the behavioral changes
observed in PTSD-like mice under basal conditions (weeks 6 and 7). Interestingly, up-
regulation of Cnr2 gene expression was maintained at week 14, whereas for Cnr1 and

Sic6a4 an opposite effect was observed in the long-term.

Recently, some preclinical and clinical reports suggested the usefulness of CBD as a
new alternative for the treatment of PTSD (Bitencourt and Takahashi, 2018, Shannon and
Opila-Lehman, 2016, Elms et al., 2019, Bonaccorso et al., 2019, Lisboa et al., 2019, Crippa
et al., 2018, Jurkus et al., 2016, Schier et al., 2012). Despite the available, although scarce,
reports in rodents regarding the effects of CBD on fear extinction or anxiety-like behavior in
animal models of PTSD (Campos et al., 2012, Shallcross et al., 2019), no previous studies
evaluated the effects of the repeated administration of CBD, alone or in combination with
STR, on long-term behavioral and neurochemical alterations produced by a chronic animal
model of PTSD. The results demonstrate that CBD significantly attenuated freezing time
under acute and chronic administration and produced an anxiolytic action on the LDB and
EPM paradigms, effects that were similar to those produced by STR. Interestingly, the
combination of CBD plus STR induced more pronounced effects, reducing the freezing time
approximately by half, and significantly increasing the latency time in the lighted box or open
arms. Therefore, these results provide novel and relevant information regarding the
therapeutic potential of CBD but especially of CBD plus STR combination for attenuating

trauma-related memories and anxiety-like behaviors in PTSD.

Real time PCR analyses revealed that the long-lasting increase of Crf in the PVN of
PTSD-like animals was significantly normalized by CBD plus STR combination whereas no

changes were observed in control mice. Furthermore, upregulation of GCr in the HIPP of
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PTSD-like mice was only normalized by CBD while no changes were observed in control
animals. These results are related with previous reports by our group showing that low to
moderate doses of CBD did not change Crf, Pomc and GCr gene expressions in non-
stressed mice whereas an intermediate CBD dose (15 mg/kg) induced a normalization effect

in mice exposed to acute restraint stress (Viudez-Martinez et al., 2018).

Furthermore, gene expression analyses of Cnr1 and Cnr2 in the AMY, and Sic6a4 in the
DR were also performed as these targets are closely involved with the mechanisms of action
of CBD and STR, respectively, and in PTSD-induced emotional alterations. Cnr1 relative
gene expression was increased in the AMY of PTSD-like mice, and CBD, STR or its
combination produced an up-regulation. It has been accepted that CBD act as an indirect
agonist of CB1r by increasing anandamide (AEA) levels through the blockade of its
degradation and its reuptake (Bisogno et al., 2001). In addition, in the last years some
authors suggested that CBD could act also as a negative allosteric modulator of CB1r (Tham
et al., 2019). On the other hand, CBD reduced the increased gene expression of Cnr2 in the
AMY of PTSD animals presenting the opposite effect in control mice, especially in
combination with STR. According to the idea that CBD is an inverse agonist or an antagonist
at the CB2r (Thomas et al., 2007), it is plausible that the up regulation found in control
animals may be related with this mechanism. Thus, significant differences in CBD-mediated
regulation of Cnr2 between control and PTSD-like animals may depend on a differential
modulation of the endocannabinoid system tone depending on the exposure or not to the

animal model of PTSD.

Interestingly, CBD, STR or the combination of both drugs significantly upregulated Sic6a4
gene expression. In control mice, only CBD or CBD plus STR treatments significantly
increased Slc6a4. The 1A serotonin receptor (5HT1A) is one of the main targets of the
actions mediated by CBD (Campos et al., 2012), mainly due to SHT1A receptor activation

(Russo et al., 2005) or allosteric modulation. Interestingly, it has been recently reported that
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5HT1A receptors are involved in the induction of cortical serotonin release by CBD treatment
(Linge et al., 2016). Therefore, it is possible to hypothesize that CBD reduces serotonin

concentrations in the DR by upregulation of Slc6a4 gene expression (Norris et al., 2016).

In conclusion, these results provide unequivocal evidence for the efficacy of CBD alone,
and particularly in combination with STR, to significantly promote fear extinction and reduce
anxiety-like behavior in animals exposed to an intense and long-lasting animal model of
PTSD. Moreover, gene expression analyses also provide important clues regarding the
short- and long-term neurobiological basis of this model of PTSD, and the mechanisms that
could be underlying the pharmacological effects of CBD and STR. Some of the limitations
that should be highlighted are the lack of female mice to evaluate gender-dependent effects,
or the performance of a dose-response curve to have a more complete pharmacological
profile of CBD and/or STR in this long-lasting animal model of PTSD. Future studies are
warranted to explore the therapeutic potential of CBD for the treatment of PTSD, especially

considering the increased effect when combined with STR.
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Figure 1. Timeline diagram of the experimental procedure used for the development of the

animal model of post-traumatic stress disorder (PTSD) (weeks 1 to 5) to evaluate PTSD-

induced behavioral and neurobiological alterations under basal conditions (weeks 6 and 7),

and to analyze the pharmacological actions of cannabidiol (CBD, 20 mg/kg, i.p.) and/or

sertraline (STR, 10 mg/kg, p.o.) on long-lasting PTSD disturbances (weeks 11 to 14). FC:

Fear Conditioning, NSFT: Novelty Suppressed Feeding Test, LDB: Light-Dark Box, EPM:

Elevated Plus Maze.
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Figure 2
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Figure 2. Evaluation of the basal behavioral disturbances induced by the animal model of
PTSD at weeks 6 and 7. Analysis of the freezing time (s) by the fear conditioning (FC)
paradigm (A), the startle amplitude (B) by the acoustic startle response (ASR), and of the
latency time (C) and food pellets consumption (D) by the novelty suppressed feeding test
(NSFT). Columns represent the mean and vertical lines £+ SEM. *, Values from PTSD-like
mice that are significantly different from control mice (Student’s t-test, P < 0.001). Mice

exposed to the PTSD-like model: N=8; control mice: N=8.
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Figure 3
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Figure 3. Relative gene expression analyses of corticotropin releasing factor (Crf) in the

paraventricular nucleus (PVN) (A), proopiomelanocortin (Pomc) in the arcuate nucleus

(ARC) (B), and glucocorticoid receptor (GCr) in the hippocampus (HIPP) (C) by real time

PCR. Quantification of hair corticosterone (pg/mg) (D) by Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay (ELISA). Columns represent the mean and vertical lines + SEM of 224¢, * Values

from PTSD-like mice that are significantly different from control mice (Student’s t-test, P <

0.001). Mice exposed to the PTSD-like model: N=8; control mice: N=8.
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Figure 4. Relative gene expression analyses of cannabinoid receptors 1 (Cnr1) (A) and 2
(Cnr2) (B) in the amygdala (AMY), and serotonin transporter (Slc6a4) in the dorsal raphe
nucleus (DR) (C) by real time PCR. Columns represent the mean and vertical lines £+ SEM
of 244C, * Values from PTSD-like mice that are significantly different from control mice

(Student’s t-test, P < 0.001). Mice exposed to the PTSD-like model: N=8; control mice: N=8.
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Figure 5
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Figure 5. Evaluation of fear-related memory at weeks 11 and 14. Analysis of the freezing
time (s) by the fear conditioning paradigm between control and PTSD-like VEH-treated mice
at week 11 (A) and week 14 (D). Effects of acute (week 11) and chronic (week 14)
administration of CBD (20 mg/kg, i.p.) and/or STR (10 mg/kg, p.o.), or its corresponding
VEH, on the freezing time (s) of control mice (B, E) and PTSD-like mice (C, F). Columns
represent the means and vertical lines £ SEM. *, Values from PTSD-like VEH-treated mice
that are significantly different from control VEH-treated mice (Student’s t-test, P < 0.001). #,
Values from CBD- or STR-treated groups that are significantly different from VEH-treated
mice (Two-way ANOVA, P < 0.05). &, Values from CBD plus STR-treated mice that
significantly different from CBD- and STR-treated control (Two-way ANOVA, P < 0.05) and
PTSD-like mice (Two-way ANOVA, P < 0.001). Mice exposed to the PTSD-like model:
N(VEH)=10, N(CBD)=10, N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10; control mice: N(VEH)=10,

N(CBD)=9, N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10.
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Figure 6
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Figure 6. Evaluation of anxiety-like behaviour by the light-dark box (LDB) paradigm at week
12. Comparative analysis between control and PTSD-like VEH-treated mice of the time
spent in the lighted box (s) (A) and the number of transitions (D). Effects of CBD (20 mg/kg,
i.p.) and/or STR (10 mg/kg, p.0.) administration, or its corresponding VEH, on the time spent
in the lighted box (s) (B, C) and the number of transitions (E, F) of control and PTSD-like
mice. Columns represent the mean and vertical lines £ SEM. *, Values from PTSD-like VEH-
treated mice that are significantly different from control VEH-treated mice (Student’s t-test,
P < 0.001). #, Values from CBD- or STR-treated groups that are significantly different from
VEH-treated mice (Two-way ANOVA, P < 0.001). &, Values from CBD plus STR-treated
mice that are significantly different from CBD- and STR-treated mice (Two-way ANOVA, P
< 0.001). Mice exposed to the PTSD-like model: N(VEH)=10, N(CBD)=10, N(STR)=9,
N(CBD plus STR)=10; control mice: N(VEH)=10, N(CBD)=9, N(STR)=9, N(CBD plus

STR)=10.

197



Figure 7
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Figure 7. Evaluation of anxiety-like behaviour by the elevated plus maze (EPM) paradigm
at week 13. Comparative analysis between control and PTSD-like VEH-treated mice of the
time spent in the open arms (s) (A) and the number of transitions (D). Effects of CBD (20
mg/kg, i.p.) and/or STR (10 mg/kg, p.0.) administration, or its corresponding VEH, on the
time spent in the open arms (s) (B, C) and the number of transitions (E, F) of control and
PTSD-like mice. Columns represent the mean and vertical lines + SEM. *, Values from
PTSD-like VEH-treated mice that are significantly different from control VEH-treated mice
(Student’s t-test, P < 0.001). #, Values from CBD- or STR-treated groups that are
significantly different from VEH-treated mice (Two-way ANOVA, P < 0.001). &, Values from
CBD plus STR-treated mice that are significantly different from CBD- and STR-treated mice
(Two-way ANOVA, P < 0.001). Mice exposed to the PTSD-like model: N(VEH)=10,
N(CBD)=10, N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10; control mice: N(VEH)=10, N(CBD)=9,

N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10.
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Figure 8
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Figure 8. Relative gene expression analyses of Hypothalamus-Pituitary-Adrenal (HPA) axis
markers by real time PCR at week 14. Comparative analysis between control and PTSD-
like VEH-treated mice of the relative gene expression of corticotropin releasing factor (Crf)
in the paraventricular nucleus (PVN) (A), proopiomelanocortin (Pomc) in the arcuate nucleus
(ARC) (D), and glucocorticoid receptor (GCr) in the hippocampus (G). Effects of CBD (20
mg/kg, i.p.) and/or STR (10 mg/kg, p.0.) administration, or its corresponding VEH, on the
relative gene expression of Crf in the PVN (B, C), Pomc in the ARC (E, F), and GCr in the
HIPP (H, I) of control and PTSD-like mice. Columns represent the means and vertical lines
+ SEM of 244¢t_ * Values from PTSD-like mice that are significantly different from control
mice (Student’s t-test, P < 0.05). #, Values from CBD- or STR-treated mice that are
significantly different from VEH-treated mice (Two-way ANOVA, P < 0.05). &, Values from
CBD plus STR-treated mice that are significantly different from CBD- and STR-treated mice

(Two-way ANOVA, P < 0.05). Mice exposed to the PTSD-like model: N(VEH)=10,
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N(CBD)=9, N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10; control mice: N(VEH)=10, N(CBD)=9,
N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10.
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Figure 9. Relative gene expression analyses of cannabinoid receptor 1 (Cnr1) and 2 (Cnr2)

VEH ' VEH STR

in the amygdala (AMY) by real time PCR at week 14. Comparative analysis between control
and PTSD-like vehicle (VEH)-treated mice of the relative gene expression of Cnr1 (A) and
Cnr2 (D). Effects of CBD (20 mg/kg) and/or STR (10 mg/kg) administration, or its
corresponding VEH, on the relative gene expression of Cnr1 (B, C) and Cnr2 (E, F) of control
and PTSD-like mice. Columns represent the means and vertical lines + SEM of 2-44¢t, *
Values from PTSD-like mice that are significantly different from control mice (Student’s t-
test, Cnr1: P < 0.05, Cnr2: P < 0.001). #, Values from CBD- or STR-treated mice that are
significantly different from VEH-treated mice (Two-way ANOVA, P < 0.05). &, Values from
CBD plus STR-treated mice that are significantly different from CBD- and STR-treated mice
(Two-way ANOVA, P < 0.05). Mice exposed to the PTSD-like model: N(VEH)=10,
N(CBD)=9, N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10; control mice: N(VEH)=10, N(CBD)=9,
N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10.
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Figure 10
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Figure 10. Relative gene expression analyses of serotonin transporter (S/c6a4) in the dorsal
raphe nucleus (DR) by real time PCR at week 14. Comparative analysis between control
and PTSD-like vehicle (VEH)-treated mice of the relative gene expression of Sic6a4 (A) in
the DR. Effects of CBD (20 mg/kg) and/or STR (10 mg/kg) administration, or its
corresponding VEH, on the relative gene expression of Sic6a4 in the DR of control (B) and
PTSD-like (C) mice. Columns represent the means and vertical lines + SEM of 244¢t, *
Values from PTSD-like mice that are significantly different from control mice (Student’s t-
test, Slc6a4: P < 0.001). #, Values from CBD- or STR-treated mice that are significantly
different from VEH-treated mice (Two-way ANOVA, P < 0.05). Mice exposed to the PTSD-
like model: N(VEH)=10, N(CBD)=9, N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10; control mice:

N(VEH)=10, N(CBD)=9, N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10.
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Supplementary information
Procedure 1: Evaluation of basal behavioural and neurobiological alterations induced

by the animal model of PTSD.

Distribution of the treatment groups according to the basal behavioural evaluation before the

beginning of the pharmacological treatment

Fear conditioning paradigm. No differences were observed in the freezing time evaluated in
the FC between all 4 subgroups of PTSD-exposed mice (Figure S1B, One-way ANOVA,
F(3,38) = 0.17, P = 0.92), and control mice (Figure S1A, One-way ANOVA, F(3,38) = 0.05,

P = 0.984) that will be treated with CBD and/or sertraline, or the corresponding vehicles.

Novelty suppressed feeding test. No differences were observed in the latency time and food
consumption evaluated in the NSFT between all 4 subgroups of PTSD-exposed mice
(Latency time, Figure S1D, One-way ANOVA, F(3,38) = 1.163, P = 0.337; Food
consumption, Figure S1C, One-way ANOVA, F(3,38) = 0.08, P =0.986) and non-PTSD mice
(Latency time, Figure S1F, One-way ANOVA, F(3,38 )= 0.838, P = 0.482; Food
consumption, Figure S1E, One-way ANOVA, F(3,38) = 0.241, P = 0.867) that will be treated

with CBD and/or SERT, or the corresponding vehicles.
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Figure S1
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Figure S1. Behavioural basal evaluation of mice exposed to the animal model of PTSD-like
(n = 39) and control mice (n = 39) by the fear conditioning (A and B) and the novelty
suppressed feeding test (C, D, E and F) paradigms at weeks 6 and 7, respectively. In each
behavioural paradigm, control (A, C and E) and PTSD-like (B, D and F) mice were randomly
assigned into four experimental groups (n = 9-10 per group) according to the
pharmacological treatment with CBD (20 mg/kg) and/or SERT (10 mg/kg), or the
corresponding vehicle (VEH). Columns represent the means and vertical lines +SEM. No
differences were observed in all four groups of mice that will be treated with the selected
pharmacotherapies. Mice exposed to the PTSD-like model: N(VEH)=10, N(CBD)=10,
N(STR)=9, N(CBD plus STR)=10; control mice: N(VEH)=10, N(CBD)=10, N(STR)=9,

N(CBD plus STR)=10.
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Abstract

This study was aimed to evaluate the effects of sertraline (STR) and/or naltrexone (NTX)
on ethanol consumption and motivation in an animal model of post-traumatic stress disorder
(PTSD) and alcohol use disorder (AUD).

Male C57BL/6J mice were submitted to an intermittent and progressively increasing
stressful stimuli simulating PTSD behavioural features. Behavioural alterations were
explored by the fear conditioning (FC), novelty suppressed feeding test (NSFT) and acoustic
startle response (ASR) paradigms. Afterwards, mice were evaluated in the voluntary ethanol
consumption (VC) and the oral ethanol self-administration (OEA) paradigms. The effects of
STR (10 mg/kg) and/or NTX (0.7 mg/kg) on ethanol consumption and motivation were
analysed in the OEA. Furthermore, relative gene expression analyses of tyrosine
hydroxylase (Th), mu-opioid receptor (Oprm1) and 5-hydroxitryptamine transporter (S/c6a4)
were performed in the ventral tegmental area (VTA), nucleus accumbens (NAcc) and dorsal
raphe nucleus (DR), respectively.

PTSD-like mice presented increased fear-related memory, anxiety-like behaviours, and
startle response, as well as enhanced ethanol consumption and motivation in the VC and
OEA paradigms. Interestingly, STR plus NTX combination significantly reduced ethanol
intake and motivation in the OEA. Gene expression analyses revealed reduced Th and
Oprm1 whereas Sic6a4 gene expression increased in PTSD-like mice. STR and/or NTX
modulated Th and Sic6a4 gene expression changes in PTSD-like mice. Furthermore, NTX
increased Oprm1 gene expression revealing a synergistic action when combined with STR.

These results provide evidence about the efficacy of the STR plus NTX to attenuate

ethanol reinforcement and motivation in an animal model of PTSD and AUD dual pathology.

Keywords: AUD, mice, mRNA, naltrexone, PTSD, sertraline
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1. Introduction

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a chronic and disabling mental illness caused
by the exposure to traumatic life events and characterized by intrusion symptoms, avoidance
of trauma-related stimuli, alterations in cognition, mood, arousal and reactivity (APA, 2013).
The severity of PTSD symptoms and the development of psychiatric comorbidities depend
upon multiple factors such as the type, intensity, and duration of the traumatic event, as well
as the age of exposure. In this regard, clinical and epidemiological studies demonstrated the
high co-occurrence of PTSD and substance use disorders (SUD). This dual pathology
occurs 2 to 4 times more likely than in individuals without PTSD (Gilpin and Weiner, 2017).
Alcohol use disorder (AUD) is the most common SUD in PTSD patients (Jacobsen et al.,
2001). Individuals with the dual diagnosis of PTSD and AUD usually present worse clinical
outcomes and poorer therapeutic responses compared to patients with each diagnosis
separately. Indeed, PTSD and AUD comorbidity is accompanied by more severe PTSD
symptoms, increased alcohol-related problems and risk of relapse, and more frequent

psychiatric comorbidity than individuals with either disorder alone (Allen et al., 2016).

The clinical complexity of co-occurring PTSD and AUD together with the lack of specific
pharmacological strategies significantly hampers the therapeutic management of these
patients. To date, several approaches were proposed and evaluated. Some strategies
analysed the improvement of PTSD symptomatology with the administration of the selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRI) sertraline (STR) and paroxetine, the only drugs
approved for PTSD treatment by regulatory agencies, with inconsistent results (Hien et al.,
2015, Brady et al., 2005, Naglich et al., 2019). On the other hand, the drug commonly used
for the treatment of AUD, naltrexone (NTX, mu-opioid antagonist), was also evaluated
(Zandberg et al., 2016), showing a small reduction of the ratio of drinking days without

positive effects on PTSD symptomatology (Foa et al., 2013). Thus, previously mentioned
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strategies yielded low to moderate efficacy to reduce both alcohol use outcomes and PTSD
symptomatology. Therefore, the identification of new targets or drug treatment strategies for
comorbid AUD and PTSD is critical (Taylor et al., 2017). In this respect, the combination of
pharmacological treatments may be an interesting option providing the possibility to use
lower doses reducing the occurrence of side effects and achieving an additive or synergistic
effect by combining different mechanisms of action (Verplaetse et al., 2018). Therefore, this
approach deserves further investigation to improve the management of PTSD and AUD

comorbidity (Verplaetse et al., 2018, Zandberg et al., 2016).

The development of animal models simulating, at least in part, PTSD and AUD clinical
features, is becoming crucial to identify new targets and to develop more effective
pharmacological approaches (Gilpin and Weiner, 2017). Since PTSD symptoms usually
precede the onset of AUD in patients, an adequate animal model must reproduce this time
course to induce PTSD-like behavioural traits and, subsequently, increase the vulnerability
to ethanol reinforcing and motivational actions. Importantly, these alterations should be long-
lasting to allow the combination with experimental procedures to evaluate alcohol reward,
as well as with chronic pharmacological treatments in the time context of these paradigms
(between 4 to 6 weeks). In recent years, alcohol consumption was evaluated in different
animal models of PTSD. Nevertheless, the results obtained in these studies are
contradictory probably due to the differences in experimental designs and the time point
when stress is applied in relation to the evaluation of ethanol consumption (Edwards et al.,

2013, Manjoch et al., 2016, Zoladz et al., 2018, Meyer et al., 2013).

The aim of the present study was to evaluate the effects of STR (10 mg/kg) and/or NTX
(0.7 mg/kg) on ethanol consumption and motivation in a new animal model of PTSD and
AUD comorbidity. For this purpose, a chronic animal model of PTSD was combined with two

experimental paradigms normally used to evaluate ethanol rewarding effects, the voluntary
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ethanol consumption (VC) and the oral ethanol self-administration (OEA). In addition,
specific changes in the gene expression of tyrosine hydroxylase (Th) in the ventral tegmental
area (VTA), mu-opioid receptor (Oprm1) in the nucleus accumbens (NAcc) and serotonin
transporter (Slc6a4) in the dorsal raphe nucleus (DR) of mice exposed to the OEA paradigm

were analysed by real time PCR.

2. Methods

2.1 Mice

A total of 136 C57BL/6J male mice (26 for the Experiment 1, 70 for the Experiment
2 and 40 for Additional Behavioural Studies) were purchased from Charles River
laboratories (Lille, France). Mice were 4-weeks old and weighed 20-25 g at the
beginning of the experiments. Mice were housed in groups of five per cage (40 x 25
x 22 cm) under controlled environmental conditions (temperature, 23 £ 2°C; relative
humidity, 60 + 10%, and 12 h light/dark cycle, lights on from 08:00 to 20:00 h). After
their arrival, mice were undisturbed for one week for its acclimatization to the animal
housing room. Behavioural evaluation was performed during the light cycle (from
16:00 to 18:00 h), placing home cages in the operant-task room one hour before to
start. All experimental procedures complied with the Spanish Royal Decree 53/2013,
the Spanish Law 32/2007 and the European Union Directive of the 22nd of
September 2010 (2010/63/UE) regulating the care of experimental animals and were

approved by the ethics committee of Miguel Hernandez University.
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2.2 Drugs

STR was purchased from Pfizer laboratories (Madrid, Spain), and was dissolved
in tap water to obtain the required dose of 10 mg/kg for its oral administration (p.o.).
NTX hydrochloride (Accord Healthcare S.L.U., Barcelona, Spain) was dissolved in
saline 0.9% to obtain the required dose of 0.7 mg/kg (p.o.). Both drugs were daily
prepared immediately before its administration at a final volume of 10 ml/kg (0.3 mi
of solution/mouse). STR and/or NTX treatment began after the FR1 stabilization
phase of the OEA paradigm, and both drugs or the corresponding vehicles were
administered 1 h before the beginning of each daily session in FR1, FR3 and PR

phases.

2.3 Development of the animal model of PTSD-AUD dual pathology and

evaluation of STR and/or NTX effects on ethanol consumption and motivation

2.3.1 Animal model of PTSD

The animal model of PTSD was induced by exposing the mice to intermittent and
progressively increasing stressful stimuli simulating PTSD behavioral features
(PTSD-like mice) at different time point for 5 weeks: 1) Fox urine: a perforated plastic
tube (50 ml) containing a gauze impregnated in fox urine (Code blue, Fox Urine
Cover Scent, Ref. OA1105, 3 ml) or saline (control mice) was placed in the centre of
each cage for 15 min; 2) Unescapable electric shock: animals were placed inside a

50 x 25 x 25 cm acrylic box with a floor consisting of a grid of parallel stainless steel
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bars (1 mm in diameter and 1 cm apart). Thirty seconds after animals were
introduced in the box, they received a 1 mA scrambling shock or not (control mice)
during 10 seconds, with an additional resting time of 20 s; 3) movement restriction:
animals were introduced in perforated plastic falcon tubes (50 ml) for 15 min, or were
left undisturbed in the home cage (control mice); 4) tilted cage: during dark cycle,
home cages were tilted 30° for 12-14 h or not (control mice); 5) wet bedding: during
dark cycle, mice were exposed to a cage with wet sawdust bedding for 12-14 h, or
were left undisturbed (control mice); and 6) food restriction: during dark cycle, mice

were food deprived for 12-14 h, or were left undisturbed (control mice).

Stressful stimuli were applied at different time points for 5 weeks, alternating 3
weeks of exposure (weeks 1, 3 and 5) with 2 weeks of resting (weeks 2 and 4), to
avoid habituation and to add elements of unpredictability and re-exposure to the
stressors. Furthermore, the intensity of stress exposure was increased by adding
new stressful stimuli from week to week as displayed in Figure 1. Overall, these
experimental aspects are especially relevant to induce long-lasting behavioural and
neurochemical alterations allowing the combination of this animal model with

paradigms to evaluate alcohol rewarding properties.

2.3.2 Evaluation of basal behaviour after the exposure to the animal model

of PTSD

Behavioural disturbances induced by the animal model of PTSD were evaluated

by the fear conditioning (FC) (weeks 6) and novelty suppressed feeding test (NSFT)
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(week 7) for the Experiments 1 and 2, and by the acoustic startle response (ASR)

(week 8) and FC (week 11) for additional behavioural studies.

FC: Fear memory retention was evaluated using Pavlovian contextual fear
conditioning protocol (LeDoux, 2000). Mice were re-exposed to the same cage
where they received electric shocks (1.0 mA, 10 s) during the induction of the animal
model of PTSD. Freezing behaviour was evaluated for 5 minutes considering the

time of total absence of movements except those necessary to breathe.

NSFT: This behavioural test measures anxiety-induced hyponeophagia as the
inhibition of food ingestion or approach to food in an anxiety-provoking environment
(Bodnoff et al., 1988, Garcia-Gutierrez et al., 2010). After 24 hours of food
deprivation, mice were placed in a transparent square cage (40x40x50 cm) under
controlled lighting (150 lumens) with a single pellet of food in the centre of the cage,
placed on a white paper platform. The latency time before the mouse started to eat
was recorded up to a threshold period of 5 min. Once mice started to eat, the total
amount of food pellet consumption was measured during an additional 5-minutes

time.

ASR: mice were placed in soundproof chambers equipped with loudspeakers
controlled by STARTLE software (Panlab, Barcelona, Spain) (Ortega-Alvaro et al.,
2011). Mice movement inside a Plexiglas cylinder was measured by a piezoelectric
accelerometer and converted into a digital signal. After an acclimatization period of
three days, when mice were placed in the apparatus for 5 min, the evaluation was

carried out. The day of the evaluation, mice were exposed to 10 trials of 120 dB (40
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ms, 8000 Hz) acoustic startle stimulus applied every 44 s, recording the maximum

of startle amplitude during a 100 ms sampling window.

2.3.3 Evaluation of the rewarding properties of ethanol in PTSD-like mice

Experiment 1: Voluntary ethanol consumption paradigm (VC)

After the induction of the animal model of PTSD and the characterization of PTSD-
related behavioural alterations measured in the FC and NSFT, mice were evaluated
in a two-bottle choice paradigm following a previously published modified protocol
(Ortega-Alvaro et al., 2015). All mice were individually housed in cages equippe