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II. Resumen

Los trastornos de ansiedad y depresion constituyen las enfermedades psiquiatricas mas
prevalentes. Aproximadamente el 4,1% de la poblacién espafiola presenta algin trastorno de
depresion, siendo mas prevalente en mujeres. Particularmente, el trastorno depresivo mayor
afecta a mas de 300 millones de personas a nivel global acarreando un gasto de 10 millones de
euros anuales en la Unién Europea. A pesar del elevado nimero de farmacos antidepresivos
disponibles, su eficacia es limitada y se asocia con la aparicion de efectos adversos que conlleva
al abandono del tratamiento por parte del paciente. Es por ello que es de suma importancia
encontrar nuevas opciones terapéuticas que mejoren el tratamiento y la calidad de vida del
paciente.

En este sentido, diversos estudios apuntan a que el cannabidiol (CBD), presente en la planta
Cannabis sativa, presenta propiedades ansioliticas y antidepresivas. La mayoria de estos
estudios se han llevado a cabo en modelos animales agudos, con menor poder de traslacion
clinica. Asimismo, no se ha explorado en detalle su mecanismo de accién. La presente tesis,
presenta como objetivos profundizar en el mecanismo de accioén del CBD y evaluar su eficacia,
s6lo o combinacion con un antidepresivo de referencia, la sertralina (STR), en reducir las
alteraciones comportamentales y moleculares inducidas por un modelo crénico de depresion
(estrés crénico leve, ECL).

Los resultados indican que el CBD presenta efectos ansioliticos y antidepresivos en modelos
agudos de ansiedad y depresion, de manera dosis dependiente (articulo 1). El receptor
cannabinoide CB1 parece ser una diana esencial para que el CBD ejerza su accion ansiolitica,
como indican los experimentos realizados en ratones desprovistos del gen de este receptor
(CB1KO) y con el antagonista del rCB1, SR141716A. Asimismo, se observan cambios en la
expresion génica de las subunidades GABAérgicas alfa-2 y gamma-2 en el hipocampo (HIPP) y
amigdala (AMY) tras la administracion aguda de CBD, siendo necesario explorar su implicacion
en el mecanismo de accién del CBD en proximos estudios.

De manera adicional, los resultados obtenidos en la presente tesis ponen de manifiesto que
el CBD es capaz de reducir las conductas ansiogénicas y depresogénicas inducidas por el ECL
(articulo 2). Destaca que el CBD es mas rapido y eficaz que la STR, presentando efecto a los 4
dias de tratamiento en contraposicién con los 14 dias que requiere la STR. Adicionalmente, el
CBD revierte todas las alteraciones inducidas por el ECL en dianas estrechamente relacionadas
con la depresion, como el transportador de serotonina (5HTT) en el rafe dorsal, los receptores
serotoninérgicos (5-HT1A y 5-HT2A) en el HIPP y AMY, el BDNF y Ppard en el HIPP. Mediante
inmunohistoquimica se ha podido demostrar que el CBD es capaz de aumentar la
inmunoreactividad para BDNF y reducir la del marcador de apoptosis caspasa-3 en el HIPP. Sin
embargo, la STR no modula todas estas alteraciones. Este trabajo también indica que la
combinacion de CBD y STR presenta menor eficacia en modular las alteraciones
comportamentales y neuromoleculares inducidas por el ECL en comparacién con el CBD solo,
lo que sugiere una potencial interaccion entre ambos que es de sumo interés investigar en futuros

estudios.



En su conjunto estos datos refuerzan el papel del CBD como una potencial herramienta

terapéutica novedosa para el tratamiento de los trastornos depresivos.



. Summary

Anxiety and depressive disorders are the most prevalent psychiatric illnesses. Approximately
4.1% of the Spanish population has a depressive disorder, being more prevalent in women. In
particular, major depressive disorder affects more than 300 million people globally, costing 10
million euros per year in the European Union. Despite the large number of antidepressant drugs
available, their efficacy is limited and is associated with the appearance of adverse effects that
lead to treatment abandonment by the patient. It is, therefore, of utmost importance to find new
therapeutic options that improve treatment and the patient's quality of life.

In this regard, several studies suggest that cannabidiol (CBD), present in the Cannabis sativa
plant, has anxiolytic and antidepressant properties. Most of these studies have been conducted
in acute animal models with less clinical translation power. Likewise, its mechanism of action has
yet to be explored in detail. The present thesis aims to deepen the mechanism of action of CBD
and to evaluate its efficacy, alone or in combination with a reference antidepressant, sertraline
(STR), in reducing the behavioral and molecular alterations induced by a chronic model of
depression (chronic mild stress, ECL).

The results indicate that CBD exhibits anxiolytic and antidepressant effects in acute models of
anxiety and depression in a dose-dependent manner (article 1). The cannabinoid receptor 1
(CB1r) appears to be an essential target for CBD to exert its anxiolytic action, as indicated by
experiments in mice lacking the gene for this receptor (CB1KO) and with the CB1r antagonist
SR141716A. Likewise, changes in the gene expression of alpha-2 and gamma-2 GABAergic
subunits in the hippocampus (HIPP) and amygdala (AMY) after acute administration of CBD have
been observed. Their implication in the mechanism of action of CBD should be explored in future
studies.

Additionally, the results obtained in the present thesis show that CBD can reduce the
anxiogenic and depressogenic behaviors induced by ECL (article 2). Notably, CBD is faster and
more effective than STR, showing effect after 4 days of treatment as opposed to the 14 days
required by STR. Additionally, CBD reverses all ECL-induced alterations in targets closely related
to depression, such as the serotonin transporter (5HTT) in the dorsal raphe, serotonergic
receptors (5-HT1A and 5-HT2A) in HIPP and AMY, BDNF and Ppard in HIPP. By
immunohistochemistry, it could be demonstrated that CBD increases the immunoreactivity for
BDNF and reduces the apoptosis marker caspase-3 in HIPP. However, STR does not modulate
all these alterations. This work also indicates that the combination of CBD and STR presents
lower efficacy in modulating ECL-induced behavioral and neuromolecular alterations than CBD
alone, suggesting a potential interaction between the two that is of great interest to investigate in
future studies.

Taken together, these data reinforce the role of CBD as a potential novel therapeutic tool for

the treatment of depressive disorders.
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1. Introduccion
1.1. Trastornos depresivos

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

La depresién es una enfermedad comin que afecta aproximadamente a un 3,8% de la
poblacion mundial. Por edades, un 5.0% de la poblacion adulta experimenta algun tipo de
trastorno depresivo, y en mayores de 60 afios, un 5.7% (OMS, 2023; [1]) (Figura 1). En Espafia,
un 2.5% de la poblacién padece algun tipo de trastorno depresivo [2]. Atendiendo al sexo, las
mujeres tienen el doble de probabilidades de ser diagnosticadas de depresion. En Espafia, el
porcentaje de prevalencia de trastornos depresivos entre mujeres y hombres es del 9.1% y 4.3%,
respectivamente [2]. Diferentes factores parecen contribuir a estas diferencias en base al sexo,
tales como circunstancias de vida o culturales (inequidad de género, sobrecarga laboral entre
hogar y trabajo, abuso fisico o sexual, otros trastornos emocionales — ansiedad, trastornos
alimenticios, abuso de drogas o alcohol — ) o cambios hormonales (pubertad, sindrome

premenstrual, embarazo, depresion postparto, peri-menopausia o menopausia) [3] (Figura 2).

Prevalencia, %

8.5% 3

5% | //—/_\’/

T T T T T
1880 1805 2000 2005 2010 2015

= Global, Ambos sexos, Todas las edades, Trastornos depresivos
Global, Ambos sexos, 20 o mas afios, Trastornos depresivos
Global, Ambos sexos, 60 a 89 afios, Trastornos depresivos

Figura 1. Prevalencia en porcentaje de trastornos depresivos en poblacion mundial.
Imagen extraida y adaptada de Global Health Data Exchange, 2019 (GHDx, 2019).
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Figura 2. Prevalencia en porcentaje de hombres frente a mujeres que padecen

trastornos depresivos. Imagen extraida y adaptada de Global Health Data Exchange, 2019

[4].

La depresion ha sido clasificada como la tercera causa de morbilidad en todo el mundo en
2008 por la OMS, y se estima que alcance el primer lugar para 2030 [5]. La depresion, con una
intensidad moderada o severa, puede convertirse en un problema de salud grave y que puede
conducir al suicidio. Mas de 700.000 personas mueren por suicidio cada afio y es la cuarta causa
principal de muerte entre las personas de 15 a 29 afios. En Espafia, por media, cada dia mas de
10 personas fallecen por suicidio con una tasa de 7,68 casos por cada 100.000 habitantes y de
acuerdo con datos de la Generalitat Valenciana (Conselleria de Sanitat Universal i Salut Publica)
supone practicamente 1 suicidio al dia en esta.

Aungue existen tratamientos conocidos y eficaces para los trastornos depresivos, mas del
75% de las personas de los paises en vias de desarrollo no lo reciben adecuadamente [1]. Los
impedimentos para una atencion eficaz incluyen la falta de recursos, falta de proveedores de
atencién médica capacitados y el estigma social asociado con los trastornos mentales. Por lo

gue a menudo, los pacientes no son diagnosticados correctamente.
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1.1.2. DEFINICION, CLASIFICACION Y DIAGNOSTICO
Los trastornos depresivos se caracterizan por la expresion de tristeza y disminucién del
interés o del placer en actividades que antes se disfrutaban. Los sintomas mas comunes son:
1) Estado de animo bajo, tristeza
2) Sentimientos de culpa, ineptitud y desesperanza
3) Desesperanza, pesimismo e irritabilidad
4) Disminucion de interés o placer (anhedonia)
5) Cambios de energia y fatiga
6) Discapacidad de concentracion y atencion
7) Dolor, fatiga y debilidad fisica
8) Cambios de apetito y peso
9) Alteraciones del suefio (insomnio o hipersomnia)
10) Trastornos psicomotores

11) Pensamientos suicidas

En su conjunto, estos sintomas reducen significativamente la capacidad funcional del
individuo [6, 7] y no deben relacionarse con la exposicién a eventos aislados como crisis
financieras, catastrofes naturales, enfermedades graves y fallecimiento de un ser querido, entre
otros. Estos ultimos, a diferencia de los trastornos depresivos se resuelven cuando las
circunstancias mejoran, y se pueden intercalar con periodos de emocion positiva y humor.
Asimismo, no estan acompafnados por sentimientos generalizados de inutilidad y autodesprecio.
Ademas, presenta una duracién limitada, habitualmente de dias, en lugar de semanas 0 meses.
Por otro lado, las ideas o pensamientos suicidas y la pérdida de funcionalidad son menores, pero
si pueden provocar el desarrollo de un trastorno depresivo en personas vulnerables (con
antecedentes familiares) [8]. Aunado a esto, el diagndstico de un trastorno depresivo no debe
ser atribuido a otros efectos fisiolégicos como podria ser el abuso de sustancias u otro tipo de
patologias médicas.

Durante un episodio depresivo, el paciente experimenta una dificultad significativa en su vida,
traduciéndose en una pérdida del desarrollo y funcionamiento personal, familiar, social,
educacional y ocupacional, entre otros.

Los trastornos depresivos se clasifican en: desregulacién disruptiva del estado de animo,
depresivo persistente (distimia), disférico premenstrual, depresién atipica, afectivo estacional,
postparto, por sustancias/medicamentos, por afeccion médica, otros especificos y no especificos
y el trastorno depresivo mayor (TDM).

Una de las principales herramientas utilizadas para el diagnéstico de los trastornos depresivos
es a través de la Clasificacion Internacional de Enfermedades, decima edicion (ICD-10, por sus
siglas en inglés “International Classification of Diseases”) y el Manual Diagnéstico y Estadistico
de los Trastornos Mentales, quinta edicion (DSM-5, por sus siglas en inglés “Diagnostic and

Statistical Manual of Mental Disorders”, editado por la Asociacion Estadounidense de Psiquiatria)

[5].
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De manera complementaria, la gravedad de la depresion se evalla cominmente con la ayuda
de otras escalas, como es la Escala de Depresion de Hamilton (HAMD, en sus siglas en inglés
“Hamilton Depression Rating Scale”) [9]. También, aunque con menor frecuencia, se usan
cuestionarios como los auto informes del paciente: Cuestionario de Salud del Paciente-9 (PHQ-
9, en inglés “Patient Health Questionnaire”); o el Inventario Rapido de Sintomas Depresivos-16
(QIDS, por sus siglas en inglés “Quick Inventory of Depressive Symptoms”).

El TDM es el mas representativo e incapacitante de los trastornos depresivos. Se caracteriza
por la presencia de un episodio depresivo de una duracién de al menos dos semanas
consecutivas y la mayor parte del dia de una alteracion del estado de animo y/o por una
disminucién del placer. El estado de animo depresivo se debe a la presencia de tristeza, vacio,
desesperanza o irritabilidad, siendo este Gltimo mas caracteristico en nifios y adolescentes que
la propia tristeza. Con respecto a la anhedonia (es decir, pérdida del interés o de placer), ésta se
produce en mayor o0 menor grado en todas o casi todas las actividades. Sin embargo, es
necesario que estén presentes de forma concomitante a estos dos Ultimos criterios, al menos
cuatro de los siguientes sintomas: alteraciéon del suefio, cambios en el apetito (hiperfagia o
anorexia) y en el peso, pérdida de energia, fatiga, dificultades a la hora de pensar, concentrarse
o tomar decisiones, sentimientos de inutilidad o culpabilidad, agitacion o retraso psicomotor e
ideacion suicida recurrente.

Un diagnostico basado en un solo episodio es posible, aunque el trastorno es recurrente en
la mayoria de los casos. Se debe tener en consideracion la diferencia entre la tristeza y el dolor
normal (duelo) al de un episodio depresivo mayor. Cuando ocurren juntos, los sintomas
depresivos y el deterioro funcional tiende a ser mas grave y el pronéstico es peor.

En un estudio realizado en 2008, se compararon puntuaciones de discapacidad especificas
causadas por diez enfermedades fisicas cronicas y diez trastornos mentales. El TDM vy el
trastorno bipolar (TBP) fueron los trastornos mentales clasificados como graves con mayor
frecuencia tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo y con puntuaciones de
discapacidad mas elevadas que las enfermedades fisicas crénicas mas incapacitantes (cancer,
diabetes y enfermedades cardiacas) [10]. Este deterioro conlleva a un serio impacto econémico
para el paciente, su familia y la sociedad. Aunque la mayor parte de los estudios sobre pérdidas
econOmicas causadas por el TDM se realizan en Estados Unidos de América, se ha estimado
que el valor perdido de acuerdo al capital humano equivalente al salario anual, se sitda en el
rango entre 30,1 a 51,5 mil millones de doélares [11, 12]. En Espafia, se estima que el 2,2% del
PIB representa a los trastornos mentales comunes y el 50% de estos costes es atribuido a una

Unica enfermedad, la depresion [13], la primera causa de discapacidad.
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1.1.3. ABORDAJE FARMACOLOGICO

El tratamiento farmacolégico de los trastornos afectivos se inicié en la década de los afios 50
del siglo pasado, con los antidepresivos triciclicos (ADT), y los inhibidores de la
monoaminooxidasa (IMAOSs). Inicialmente, se observé que los farmacos iproniazida e isoniazida,
utilizados como antituberculosos, inhibian la enzima monoaminooxidasa (MAQO), implicada en la
metabolizacion de las monoaminas, y mejoraban el estado del &nimo. Sin embargo, debido a sus
efectos secundarios graves, se retiraron del mercado y se desarrollaron otros farmacos como la
fenelzina y la tranilcipromina, ya indicados para el tratamiento de la depresion.

El primer ADT, la imipramina, se desarroll6 en el contexto de la investigacion de farmacos
antihistaminicos y sobre la evidencia de la eficacia del primer agente antipsicético, la
clorpromazina, con la que comparte ciertas caracteristicas estructurales.

El uso de los IMAOs y ADT, se mantuvo durante tres décadas hasta la aparicion de los
primeros inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), como la fluoxetina,
fluvoxamina, paroxetina, sertralina y citalopram. Posteriormente se desarrollaron los inhibidores
reversibles de la MAO como la moclobemida y los inhibidores de la recaptacion de serotonina y
dopamina, como el bupropién.

En los afios 90, se genera la mirtazapina (farmaco noradrenérgico y serotoninérgico
especifico, NaSSA), reboxetina (inhibidor de la recaptacion de noradrenalina), venlafaxina y
duloxetina (llamados duales por su doble accidn inhibidora de recaptacion de noradrenalina y
serotonina) y por ultimo la agomelatina (agonista de receptores de melatonina). Estos Ultimos
farmacos han desplazado en la prescripcion a los ADT y los IMAOs por la menor incidencia de
efectos adversos. Sin embargo, la eficacia en la respuesta al tratamiento no ha variado
significativamente en los pacientes con depresion.

La mayoria de los efectos adversos (Tabla 1) suelen disminuir durante las primeras semanas;
pero como la efectividad del tratamiento es lenta, es importante extremar apoyo durante las

primeras semanas para asegurar el cumplimiento del tratamiento en el paciente.
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Tabla 1. Clasificacion y efectos adversos de los antidepresivos

Tipo de Farmacos
antidepresivo

Citalopram
Escitalopram

ISRS Fluoxetina
Fluvoxamina

Paroxetina

Sertralina

Duloxetina
IRSN Venlafaxina
Desvenlafaxina

Amitriptilina
Clomipramina

Desipramina

ADT Doxepina

Imipramina

Nortriptilina

Protriptilina
Trimipramina

Isocarboxazida
IMAOs Fenelzina
Selegilina

Tranilcipromina

Efectos adversos

Sequedad de boca
Nauseas
Dolores de cabeza
Nerviosismo
Inquietud
Problemas del suefio
Disfuncién sexual
Sudoracion
Hiponatremia
En tercera edad:
riesgo de hemorragias

digestivas en combinacion

con AINES
Nauseas
Pérdida del apetito

Ansiedad y nerviosismo

Dolores de cabeza
Problemas del suefio
Falta de energia
Sequedad de boca
Estrefiimiento
Pérdida de peso
Disfuncién sexual

Aumento de la frecuencia

cardiaca

Aumento de los niveles de

colesterol
Sequedad de boca
Vision borrosa
Estrefiimiento
Dificultad para orinar
Deterioro cognitivo
Cansancio
Agravamiento del
glaucoma

Debilidad
Mareos
Dolores de cabeza
Temblores
En combinacién con otros
farmacos o dietas:
sindrome serotoninérgico
Alucinaciones
Cambios en la tension
arterial
Agitacion
Fiebre
Dolor abdominal
Diarrea
Sudoracion profusa
Taquicardia
Irritabilidad
Hostilidad
Hiperpirexia, colapso
cardiovascular y muerte

Tipo de Farmacos

antidepresivo

RIMA Bupropién
Trazodona
NaSSA Mirtazapina
Agonista de

receptores Agomelatina
de
melatonina

IRN Reboxetina

Efectos adversos

Nauseas
Fatiga
Nerviosismo
Sequedad de boca
Diarrea
Dolores cabeza
Agitacion
Pérdida de apetito
Problemas del suefio

Somnolencia
Aumento de peso
Aumento del apetito
Sequedad de boca
Cefalea
Reduccion de libido

Cefalea
Mareos
Nerviosismo

Temblor
Alteracion de la presion
sanguinea
Taquicardias
Sindrome
seudoanticolinérgico:
sequedad de boca,
estrefiimiento y
retencién urinaria

ISRS: Inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina; IRSN: Inhibidor de la recaptacién de serotonina y noradrenalina; ADT:
antidepresivo triciclico; IMAOs: Inhibidor de la monoaminooxidasa; RIMA: Inhibidores selectivos y reveribles de la
monoaminooxidasa A (RIMA); NaSSA: Antidepresivo noradrenérgico y serotoninérgico especifico; IRN: Inhibidor selectivo de la

recaptacion de noradrenalina.
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A pesar del amplio abanico de antidepresivos, la eficacia del tratamiento es limitada,
especialmente en el TDM, donde solamente 1 de cada 3 pacientes responde al tratamiento. El
concepto de depresion-resistente ha sido abordado en la literatura cientifica desde 1970. En el
estudio “Sequenced Treatment Alternatives to relieve Depression (STAR*D, Susman 2007)"
llevado a cabo en 3671 pacientes se evidencio que las tasas de remision tras el primer y segundo
tratamiento eran similares (32.9% y 30.6%), pero que descendian de forma importante después
del tercer y cuarto intento (13.6% y 14.7%) [14, 15].

Se han establecido algunas de las intervenciones farmacoldgicas ante la depresidn-resistente
como el uso de IMAOs, con mayor eficacia en pacientes con depresion-resistente [16], combinar
IRSR o0 ISHS con mianserina, mirtazapina o trazodona ([16-18]), afiadir litio o un antipsicotico
atipico (olanzapina, quetiapina, aripiprazol y risperidona) como estrategias de potenciacion [19,
20]. Por dltimo, se pueden realizar terapias de estimulacion como son la estimulacién cerebral
(ECT), la estimulacién magnética transcraneal (TMS) y la estimulacién del nervio vago (VNS).

Cada una de estas alternativas farmacolégicas debe de acompafase de diferentes tipos de
psicoterapia y terapia cognitiva [21].

Sin embargo, las directrices para el tratamiento de la depresién-resistente no cumplen con los
criterios de la medicina basada en evidencia y se requiere de una mayor investigacion con nuevas
alternativas farmacolégicas. Las principales necesidades en el campo de la investigacion sobre
la depresion deberian de estar enfocadas a una mejor comprensién sobre los circuitos
neuronales involucrados. Por lo que resultaria interesante investigar otras dianas que participen
en este trastorno para mejorar la terapia farmacolégica, proporcionando nuevas opciones con
mayor eficacia, que permita incrementar el porcentaje de remision y la calidad de vida del

paciente.
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1.2. Sistema cannabinoide endégeno
La planta Cannabis sativa, también conocida como cafiamo, se conoce desde hace miles de

afios. Hoy en dia, es una de las plantas recreativas y medicinales mas populares. El cannabis se
utilizaba como remedio analgésico, antirreumatico, espasmolitico y psicotrépico [22] y se
introdujo en la medicina americana y europea en el siglo XIX [23].

Entre 1840 y 1890, muchos informes médicos demostraron las propiedades curativas del
cannabis, sugiriendo su uso en insomnio, migrafia, tos, pérdida de apetito y convulsiones [24,
25]. En esta planta se han identificado mas de 500 compuestos pertenecientes a diversos grupos
quimicos, entre ellos: terpenos, hidrocarburos, esteroides, acidos grasos, flavonoides y
sustancias Unicas de esta planta, es decir, los cannabinoides. El delta-9-tetrahidrocannabinol (A-
9-THC) es el principal componente responsable de los efectos psicoactivos del cannabis y fue
aislado en 1964 por Gaoni y Mechoulam. Sin embargo, el cannabidiol (CBD) es el siguiente
compuesto mayoritario sin efectos psicotropicos y aislado por primera vez por Adams y cols en
1940 [26], aunque su estructura quimica no se caracterizé completamente hasta 1963.

La indentificacién del THC dio lugar a la caracterizacion del sistema cannabinoide endégeno
(SCE), una red neuromoduladora extensa involucrada en diversos procesos fisiolégicos , como
el procesamiento cognitivo [27] y la respuesta al estrés [28]. Asimismo, las investigaciones
llevadas hasta la fecha han demostrado su papel en una variedad de trastornos mentales [29-
31].

Este sistema esta compuesto por ligandos enddgenos de constitucion lipidica denominados
endocanabinoides (ECBs), de entre los que destacan la N-araquidoniletanolamina (anandamida,
AEA) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG) [32], que provienen de la metabolizacion de fosfolipidos
de membrana [33]. La AEA es metabolizada por la fosfodiesterasa selectiva de N-acil-
fosfatidiletanolamina (NAPE-PL) y el 2-AG por la diacilglicerol lipasa (DAGL) [34, 35]. Las
enzimas responsables de la degradacion de la AEA y del 2-AG son la amidohidrolasa de acidos
grasos (FAAH) [36, 37] y la monoacilglicerol lipasa (MAGL) [38], respectivamente. Los principales
receptores sobre los que ejercen su accion son los repectores cannabinoides 1 (rCB1) y 2 (rCB2).
No obstante, también actlian sobre otros receptores, como el receptor de vaniloide TRPV1 [39]
y los denominados receptores no-CB1/CB2, el GPR119 [40] y el GPR55 [41-45] (Figura 3).

El rCB:1 es el receptor cannabinoide mas abundante en el sistema nervioso central. Se localiza
en diversas areas cerebrales como la corteza cingulada, corteza entorrinal, niicleo caudado y
putamen, hipocampo (HIP), amigdala (AMY), talamo, sustancia nigra, hipotdlamo medial, globo
palido, nacleo entopeduncular, formacion reticular, sustancia blanca del cuerpo calloso, tronco
del encéfalo, nucleo del tracto solitario, cerebelo y sustancia gelatinosa de la médula espinal [46-
48]. Debido a su elevada expresion, el rCB1 se ha investigado como posible diana farmacolégica
para el tratamiento de nduseas y vomitos asociados a quimioterapia [49, 50], dolor crénico [51],
algunos trastornos mentales como psicosis [52], ansiedad y depresion [53-55] , entre otros.
Actualmente estan aprobados el dronabinol (Marinol® y Syndros®) y la nabilona (Cesamet® y

Canemes®) para el tratamiento de vomitos asociados a la quimioterapia [56].
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TERMINAL PRESINAPTICA

TERMINAL POSTSINAPTICA

Figura 3. Imagen representativa del sistema cannabinoide enddégeno. Imagen realizada en BioRender Scientific
Image and lllustration Software. mCB;R: ARN mensajero del receptor CB1; Ca2*: calcio idnico; MAGL: monoacilglicerol
lipasa; eCB: endocannabinoide; FAAH: amihidrolasa de acidos grasos; AEA: anandamida; TRPV1: receptor de potencial
transitorio vainilloide 1; 2-AG: 2-araquinoilglicerol; DAGL: diacilglicerol lipasa; G4: subunidad q de la proteina G.

Por lo que se refiere al rCB, inicialmente fue considerado el receptor cannabinoide periférico,
al hallarse en el bazo y en determinadas poblaciones de leucocitos [57]. Los primeros estudios
ecaminados a identificar su expresion en cerebro en condiciones basales resultaron fallidos,
encontrandose solamente en condiciones patoldgicas como en las proximidades de tumores o
en placas seniles en enfermedad de Alzheimer [58-62]. En el afio 2005, se consiguié identificar,
por primera vez, en neuronas del tronco cerebral de rata, ratén y hurén en condiciones basales
[63]. Posteriormente, se realiz6é su completa caracterizacion en el cerebro de rata y ratdén [64-66].
Al igual que el rCBi, el rCB: estd ampliamente diseminado en diferentes tipos celulares,
neuronas, microglia y astroglia, y en diversas areas cerebrales, como el cuerpo estriado, la
corteza cerebral, AMY, HIP, sustancia nigra, tubérculo olfatorio, nicleos talamicos, nucleo
ventromedial del hipotdlamo, nucleo paralemniscal, nicleos pontinos, coliculo inferior, nicleo
espinal, nlcleo paratroclear y cerebelo, entre otras. En consecuencia, el rCB: dejo de ser
considerado solo como el receptor cannabinoide periférico, y se inici6 la investigacion sobre su

papel a nivel central [64, 66-70].
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1.2.1. PAPEL FISIOLOGICO Y TERAPEUTICO DEL RCB1 EN ANSIEDAD Y
DEPRESION

En el modelo animal de estrés crénico leve (ECL), paradigma experimental ampliamente
aceptado como un modelo animal de depresién [71], se observan alteraciones en la expresion
del rCBa1 en regiones cerebrales estrechamente relacionadas con rasgos depresivos, como el
estriado ventral e hipotadlamo [72-74]. Curiosamente, los cambios en la expresiéon del rCB1 son
diferentes en funcion del sexo [74].

Diversos estudios realizados con ratones desprovistos del gen del rCB1 (CB1 -/-) demuestran
como la ausencia de este receptor se relaciona con un fenotipo ansiogénico y depresogénico
caracterizado por una mayor retencién de memorias emocionales aversivas [75-78], disminucion
de la actividad sexual, de la ingesta de comida y pérdida de peso [79, 80], mayor vulnerabilidad
frente a estimulos depresogénicos en pruebas como la natacién forzada [81] y suspension por la
cola [82], anhedonia [83, 84] e hipersensibilidad al estrés en los paradigmas laberinto elevado en
cruz, caja clara-oscura, campo abierto e interaccion social y rasgos cognitivos [85-90]. Por el
contrario, otros grupos de investigacién no han observado cambios ante estimulos ansiogénicos
[76, 91, 92]. Estas diferencias pueden deberse a diversos factores, como el tipo de modelo animal
empleado. Por lo que, dependiendo de la situacidn estresante ésta podria 0 no desencadenar la
produccion de cannabinoides enddgenos y éstos, a su vez, provocar una alteracion de los
mecanismos implicados en la respuesta al estrés [86].

Ademas de las alteraciones comportamentales, la ausencia del rCB1 se asocia con cambios
en dianas relacionadas con la respuesta al estrés, ansiedad y depresién. Por ejemplo, los ratones
CB1KO presentan una menor neurogénesis en el HIPP como consecuencia de la disminucion
de los niveles de BDNF [82, 93, 94]. De igual manera, los ratones CB1KO muestran menores
niveles del transportador de serotonina (5HTT) [95]. Curiosamente, la administracién local de
BDNF en el HIPP de estos animales revierte el fenotipo depresogénico [82]. Por otro lado, se
han identificado alteraciones en la expresion génica de las subunidades gabaérgicas alfa 2 y
gamma 2 que explicaria, al menos en parte, la ausencia de un efecto ansiolitico en estos
roedores tras la administracion de la benzodiacepina bromazepam y el ansiolitico buspirona [89].

Adicionalmente, la manipulacion farmacologica mediante el uso de agonistas y/o antagonistas
del rCB1 ha permitido examinar sus efectos en diferentes paradigmas experimentales empleados
para evaluar conductas ansiosas y depresogénicas en roedores. Los resultados indican que
dependiendo de las dosis empleadas se producen efectos contrarios [96, 97]. La activacién del
rCBi1, mediante la administracion del agonista CP-55,940 a dosis bajas, reduce los rasgos de
ansiedad mientras que a mayor dosis se observa un efecto ansiogénico [98]. Un estudio posterior
mostré como el efecto ansiolitico a bajas dosis con el agonista CP-55,940 estaba mediado por
las neuronas glutamatérgicas corticales, mientras que la actividad ansiogénica a altas dosis lo
mediaban los receptores GABAg y rCB1 en las terminales gabaérgicas [99].

Ademas del GABA, el rCB1 se encuentra implicado en la regulacién del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal (HPA) [100], principal mecanismo de respuesta ante estimulos estresantes. Los

rCB1 participan tanto en la activacién como en la inhibicion del eje. La activacién de los rCB1
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presinapticos media una gran variedad de acciones de los glucocorticoides, especialmente la
retroalimentacion negativa del eje HPA que ejerce el cortisol y la movilizacion del 2-AG, para
restaurar la homeostasis [101-103]. La administracion sistémica de agonistas del rCB1 produce
efectos bifasicos sobre la activacion del eje HPA; bajas dosis reducen mientras que dosis
elevadas aumentan los niveles circulantes de corticosterona en roedores. También se ha
observado un aumento de los niveles de la hormona adrenocorticotropina (ACTH) y
glucocorticoides circulantes en la sangre, de la expresion génica del factor liberador de
corticotropina (CRF) y proopiomelanocortina (POMC, precursor de ACTH) [81, 104-106].
Asimismo, el antagonismo del rCB1 aumenta los niveles de CORT y ACTH en rata. Estos
cambios también se han observado en ratones CB1 -/-, donde los niveles plasmaticos de
corticosterona y la expresiéon del CRF en el nlcleo paraventricular aumentan. Estos cambios se
acompafian de una reduccién de la expresién génica de los receptores de glucocorticoides en la
regiéon CA1 del HIPP [82, 107]. El aumento de la actividad del eje HPA que induce dosis altas de
agonistas del rCB1 parece ser secundario a la activacion de vias noradrenérgicas y
serotoninérgicas centrales [108].

La administracion aguda y crénica de agonistas del rCBi, puede evocar respuestas
antidepresivas, disminuyendo el tiempo de inmovilidad en los paradigmas de la natacion forzada
y suspension por la cola [109-114]. Es interesante mencionar que el agonista ACPA (araquidonil-
ciclopropilamida) puede generar rasgos ansiogénicos, pero disminuye los rasgos de depresion
en el paradigma de la natacion forzada [115]. Ademas, el efecto antidepresivo producido por los
agonistas también se produce cuando se administran en regiones cerebrales especificas, como
el HIPP [116] y la PFC [109]. Estudios adicionales refuerzan que la activaciéon del rCB1 se
relaciona con efectos antidepresivos [115, 117-121].

La actividad antidepresiva de los agonistas del rCB1 se ha asociado con la inhibicion de la
recaptacion de 5-HT, NA y DA [122-124], de la actividad enzimatica de la MAO [125, 126],
incrementando la frecuencia de disparo de neuronas 5-TH en la region del rafe dorsal y de NAcc
en el locus coeruleus (NAcc) [109, 110, 127, 128] y aumentando la neurogénesis al incrementar
los niveles de BDNF en el HIPP [113, 129-131].

En cuanto al bloqueo farmacolégico del rCB1, los resultados son contradictorios. El bloqueo
del rCB1 mediante el antagonista SR141716A también produce un efecto ansiolitico y
ansiogénico dependiendo de la dosis administrada [85, 132-138]. Estudios empleando el
antagonista del rCB1, AM251, muestran como este compuesto puede generar efectos
depresogénicos de manera dosis-dependiente en ratas sometidas a la deprivacion de suefio
[139]. Sin embargo, la administracién aguda del AM251 provoca efectos antidepresivos en los
paradigmas de la natacion forzada y de la suspension por la cola [140]. Por otro lado, la
administracién aguda y cronica del antagonista del rCB1, SR141716-A, en ratas Wistar y ratones
BALBI/c, produce efectos antidepresivos [81, 140-142]. Sin embargo, en otros estudios se han
observado efectos contrarios, al aumentar las conductas depresivas tras su administracion

cronica [142]. Esto concuerda con la aparicion de efectos depresivos e ideacion suicida en
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pacientes obesos tratados con dicho farmaco (Rimonabant®, nombre de comercializacion) [143,
144].

De manera complementaria, cabe destacar que la manipulacién farmacol6gica del rCB1
modifica la accién ansiolitica de las benzodiacepinas, demostrando la implicacién de este
receptor en ansiedad. El antagonista del rCB1, AM251, es capaz de abolir por completo los
efectos ansioliticos y reducir el efecto amnésico y sedante inducido por el alprazolam [145, 146].
Por otro lado, el agonista del rCB1, WIN55212-2, aumenta la accion ansiolitica del diazepam,
obteniéndose un efecto sinérgico [147].

El rCB: también esta implicado en la eficacia de los farmacos antidepresivos. Los ISRS
producen una reduccion de la sefializacion del rCB1 en el HIPP y el nicleo paraventricular [148]
y un aumento en la corteza frontal [72, 149]. Otros antidepresivos, como IMAQO, inducen una
disminucioén de la funcién del rCB: en el HIPP vy la corteza prefrontal [150]. Por el contrario, el
tratamiento crénico con antidepresivos triciclicos, aumenta o reduce la funcién del rCB1 en
diferentes regiones cerebrales [72, 151].

Curiosamente, la eficacia de los antidepresivos triciclicos de reducir la activacion del eje HPA
por estrés y de acrecentar el apetito y el peso [152] esta mediada, al menos en parte por el rCBy,
puesto que estos efectos se bloquean con la administracion de antagonistas del rCB1. También,
se ha observado que la administracion con antidepresivos ISRS en ratones carentes del rCBy,
no genera incrementos en la transmisién en las neuronas serotoninérgicas de la corteza
prefrontal [153]. Por lo tanto, la integridad del rCB1 resulta importante para el efecto de los
antidepresivos.

Mas recientemente, diferentes estudios han contribuido a demostrar la importancia del rCB1
en funcién de la regién cerebral. La modulacién del rCB: en las regiones cerebrales de la
habénula medial (MHb), el septum medial y el ndcleo de la banda diagonal (MSDB) esta
implicada en regular la ansiedad. La eliminacion especifica del rCB1 o de la enzima MAGL en el
MSDB de los roedores, moduld bidireccionalmente la sefializacion del 2-AG en MHb ventral
dando lugar a cambios comportamentales opuestos, aumentando o reduciendo la aparicion de
conductas ansiosas y depresivas [154]. Estos estudios indican que la supresion de la liberacion
de GABA en la via MSDB-MHb ventral pudiera ser uno de los mecanismos por los cudles los
ECBs ejercen sus efectos ansioliticos y antidepresivos. También, se ha osbervado que la
supresion del rCB1 en neuronas que expresan CRF no ejerce un efecto sobre las conductas hacia
el miedo o ansiedad en condiciones basales o posteriores a un evento traumatico en roedores.
Sin embargo, si observaron que habia diferencias significativas en la respuesta al sobresalto en
los roedores machos [155]. Por lo que el rCB: tiene un papel importante en la interaccion entre
el sistema SCE y la regulacién de la respuesta al estrés a través de las neuronas que expresan
CRF.

Por otro lado, la administracion de AEA, ACEA (agonista selectivo del rCB1) o AM404
(inhibidor de la recaptacion de AEA) en la region dorsolateral de la materia gris periacudectal
presentd un efecto ansiolitico en diferentes modelos animales, el cudl fue bloqueado por el

antagonista AM251, demostrando la implicacién del rCB1 [156-159]. Adicionalmente, el rCB1
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también media los efectos ansioliticos inducidos por el 2-AG en el hipotalamo dorsomedial [160].
Asimismo, se ha observado que la activacion del rCB1 por el 2-AG en la amigdala basolateral
(BLA) tiene una funcion importante sobre los efectos de la liberacion de glucocorticoides por
estrés ya que suprime la inhibicidn sinaptica gabaérgica [161].

Otro estudio, reveld que la expresion del rCB1 media las acciones del 2-AG en la habénula
lateral en rata después de la exposiciébn a un estrés agudo [162]. De igual manera, la
administracion del agonista del rCB1, WIN-55,212, en la regién del septo lateral produce
respuestas ansiogénicas mediadas por el rCB: en el laberinto elevado en cruz y la administracion
de AM251 bloqueaba dicho efecto [163].

De manera complementaria, estudios adicionales han reforzado el papel del rCB1 en areas
corticolimbicas como la corteza prefrontal, amigdala, nicleo accumbens e hipocampo [164-170].
Aunado a esto, se ha observado la conexion entre el rCB:1 con la liberacion de neurotransmisores
como la noradrenalina (NA) en el locus ceruleus y la serotonina (5HT) en el nucleo dorsal del
rafe por una modulacién de las terminales gabaérgicas y glutamatérgicas [171, 172].

En humanos, uno de los primeros estudios realizado en pacientes con trastorno de ansiedad
evalué los efectos del agonista parcial del rCBs1, nabilona, observandose una mejoria [173].
Posteriormente, se observo mediante las técnicas de imagen por resonancia magnética funcional
y la tomografia de emision por positrones (fMRI y PET, respectivamente) que los rasgos de
ansiedad inducidos por la administracion oral de THC son modulados por el rCB1 en la AMY
[174].

Adicionalmente, el polimorfismo rs7766029 del CNR1, se ha relacionado con una mayor
vulnerabilidad por desarrollar depresion o ansiedad ante la exposicion a un evento estresante
[175]. Otro grupo de investigacién analizé la interaccion de las regiones promotoras de los genes
del transportador de serotonina (5-HTTLPR) y de polimorfismos de CNR1 asociados a la
ansiedad. El alelo G del SNP rs2180619 en combinacion con el polimorfismo 5-HTTLPR SS se
asociaron estrechamente con un riesgo alto de ansiedad. Ademas, se observo que cierto tipo de
constelaciones de promotores para el rCB1 y del transportador de serotonina 5-HTT promueven
niveles extremadamente altos o bajos en las concentraciones sinapticas de 5HT, lo que podria
relacionarse con mayor vulnerabilidad a experimentar un trastorno de ansiedad y depresién
[176].

En el caso de pacientes con depresion, estudios postmortem han evidenciado una
disminucion en los niveles de expresion del rCB1 en la corteza cingulada anterior [177], mientras
gue se observan niveles altos en la PFC [178] . Ademas, se ha encontrado una menor expresion
proteica del rCB1 en pacientes con depresion en la corteza prefrontal con respecto a los sujetos
controles [179].

En cuanto a polimorfismos del rCB: se ha identificado una alta frecuencia en pacientes
depresivos [180], relacionandose con una mayor vulnerabilidad [181]. Un estudio corroboré que
los pacientes portadores del polimorfismo CNR1 rs1049353 (G1359A) presentan mayor
susceptibilidad por padecer algin trastorno emocional [182]. El alelo G esta asociado con un

mayor grado de sintomatologia depresiva [183] y de generar resistencia al tratamiento
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antidepresivo en mujeres con una comorbilidad de ansiedad [184]. Contrariamente, la presencia
de dicho polimorfismo en hombres se asocia con una mejor respuesta al tratamiento
antidepresivo con citalopram [185]. Aunado a esto, el alelo A del polimorfismo CNR1 rs1049353

disminuye estos factores de riesgo [186].

1.2.2. PAPEL FISOLOGICO Y TERAPEUTICO DEL RCB2 EN ANSIEDAD Y DEPRESION

Debido a la localizacién del rCB2 en regiones cerebrales corticales y del sistema limbico
(HIPP, AMY) [64, 187, 188], diferentes investigaciones se han centrado en esclarecer su papel
fisiologico y terapéutico en una variedad de patologias psiquiatricas. El rCB2 se encuentra
implicado en esquizofrenia [67, 70, 189], alteraciones cognitivas [190], respuesta al estrés,
trastornos de ansiedad y depresion [65, 187, 191-193].

En lo referente a los trastornos de ansiedad y depresion, gran parte de estos hallazgos
provienen de estudios en los que se han empleado diferentes modelos y paradigmas
experimentales en roedores que permiten evaluar la respuesta al estrés, observandose
alteraciones en la expresion del rCB:z en regiones cerebrales como HIPP, AMY, corteza frontal,
estriado ventral y dorsal. Dentro de estos modelos podemos mencionar el modelo de deprivacion
maternal, que permite evaluar los efectos tardios del estrés ocasionado en las primeras etapas
de la vida. Se han hallado cambios en la expresién y funcionalidad del rCB2 [194]. En otro estudio
se ha observado un incremento en la expresion del rCB2 en el HIPP y corteza prefrontal [195].
De manera complementaria, en el modelo de ECL, se ha hallado una reduccién de la expresion
del rCB:2 en el HIPP de ratones [65]. En ratas sometidas a una bulbectomia olfatoria (OBX, por
sus siglas en inglés), modelo de depresion, se ha observado una reduccién de los niveles de
expresion del rCB:2 en la PFC y en el HIPP (Smaga et al., 2017a). Asimismo, la administracion
cronica (14 dias) con antidepresivos como el escitalopram (ESC 10 mg/kg) o la tianeptina (TIA
10 mg/kg), aumenta los niveles de expresion del rCB: en dichas regiones cerebrales (Smaga et
al., 2017h).

Es de interés destacar que las alteraciones del rCB> como consecuencia de estimulos
estresantes, también dependen del sexo. En un estudio realizado en ratas de ambos sexos
expuestas al ECL, se observé una mayor reduccion del rCB2 en el HIPP de las hembras en
comparacién con los machos [196]. Asimismo, los cambios inducidos por la deprivacion maternal
son diferentes en funcién del sexo, observandose un aumento de la expresion del rCB:z en la
corteza frontal, estriado ventral y dorsal, HIPP y AMY en los machos; si bien, en las hembras
sélo se reflejaba este aumento significativo en el HIPP [197].

El empleo de ratones modificados genéticamente también ha permitido esclarecer el papel
del rCB:2 en ansiedad y depresion. Ratones que sobreexpresan el rCBz en neuronas y glia
(CB2xP) presentan una mayor resistencia frente a estimulos ansiogénicos y depresogénicos [65]
mientras que ratones desprovistos del rCB2 (CB2 -/-) se caracterizan por una mayor
vulnerabilidad frente a los mismos [70]. En este sentido, cabe sefalar que la administracion
intracerebroventricular de un oligonucleétido antisentido del rCB: induce efectos ansioliticos
[198].
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De manera complementaria, estudios farmacolégicos empleando agonistas y/o antagonistas
del rCB:2 refuerzan la implicaciéon de este receptor cannabinoide en ansiedad y depresion. La
administracion del agonista selectivo JWHO015 [199] y del agonista no-selectivo WIN55,212-2 [98]
produce un efecto ansiolitico. No obstante, la administracion crénica del JWHO015 induce efectos
contrarios. Otros estudios empleando el agonista del rCB2 beta-cariofileno muestran como este
compuesto induce efectos ansioliticos, los cuéles se revierten tras la administracion previa del
antagonista/agonista inverso del rCB2, AM630, a dosis que no tiene efecto por si mismo,
corroborando la participacion del rCB:2 en los efectos del beta-cariofileno [200, 201]. Asimismo, a
dosis de 1 y 3 mg/kg, la administracion aguda del AM630 presenta un efecto ansiogénico, que
también es bloqueado si previamente se administra el agonista del rCBz, el JWH133 [65].

De manera cronica, el JWH133 ejerce un efecto ansiogénico y, contrariamente, el AM630
presenta un efecto ansiolitico en ratones en las pruebas de la caja clara-oscura y el laberinto
elevado en cruz [65]. En este mismo estudio, se observé que la administracién crénica de AM630
producia un incremento en la expresion proteica del rCB2, GABAaa2 y GABAay2 en la AMY y
corteza, mientras que el JWH133 ejercia el efecto contrario. El conjunto de estos resultados
indica que los efectos del agonismo y antagonismo del rCB:2 depende de la duracién del
tratamiento. De manera aguda, los agonistas del rCB: presentan efectos ansioliticos mientras
que, en tratamientos cronicos, serian los antagonistas.

En cuanto a la administracion de farmacos que actlan sobre el rCB2 en modelos animales de
depresion, existen resultados contradictorios. Por un lado, la administracion aguda del AM630
en la prueba de la natacion forzada presenta efectos antidepresivos al reducir el tiempo de
inmovilidad a todas las dosis empleadas (1 y 3 mg/kg, ip) [65]. Cinco afios después, otro estudio
sugirio que la administracién aguda del agonista del rCB2 JWH133 (0.5 y 0.1 mg/kg) y del AM630
(0.5 mg/kg) presentaban una accion antidepresiva en la prueba de la natacién forzada.
Curiosamente, los efectos del JWH133 se bloquearon con la administracién previa del AM630 a
una dosis en la que no produce efecto por si mismo, reforzando la implicacién del rCB2 en los
efectos del JWH133 [202].

Por otro lado, la administracion de AM630 (3 mg/kg/24h) no ejercia efecto en el consumo de
sacarosa en los roedores BALB/c expuestos al ECL [203]. Sin embargo, en otro estudio, la
administracion cronica, durante 4 semanas, del AM630 induce efectos antidepresivos, asi como
un aumento de la expresion del rCB2 y del BDNF en el HIP de ratones expuestos al modelo ECL
[65].

Cabe destacar que la manipulacién farmacolégica y genética del rCB2 promueve respuestas
neuroinflamatorias estrechamente relacionadas con la depresion. EI JWH133 es capaz de
prevenir las respuestas desencadenadas por un estrés inducido, ya que impidio el incremento
de citoquinas proinflamatorias. También se observé que los ratones CB2XP presentan mayor
proteccion frente a los dafios producidos por la exposicion al estrés. Sin embargo, los ratones
CB2KO presentaban una mayor exacerbacion de las respuestas neuroinflamatorias inducidas

por el estrés [204].
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El estrés crénico también incrementa el 2-AG, ligando enddgeno del rCB2, en varias regiones
cerebrales: AMY [205, 206], corteza prefrontal [63], hipotalamo [207] y el HIPP [208]. La
administracion croénica de corticosterona (20 mg/kg; 3 semanas) en ratas produce un incremento
del 2-AG en la AMY [209]. Ademas, mediante el uso del ECL, este mismo grupo de investigacion
observo que el 2-AG disminuye significativamente en el HIPP [210]. Sin embargo, en el modelo
del condicionamiento al miedo se observd que las concentraciones del 2-AG aumentaban
significativamente en el HIPP, hipotalamo y la corteza frontal en ratones tras 7 sesiones de
exposicién al estimulo estresante [211].

Asimismo, los cambios en el 2-AG se relacionan con cambios en elementos del eje HPA. Tal
es el caso del aumento del 2-AG vy corticosterona en la corteza prefrontal media [212] y AMY
[213], asi como aumentos del 2-AG con el receptor de glucocorticoide en el HIPP como
consecuencia del estrés [214]. En otro estudio se identificd una relacidon entre mayores niveles
de 2-AG en AMY y mayores rasgos de ansiedad en ratas. Curiosamente, la administracion
farmacolégica en la amigdala basolateral (BLA, por sus siglas en inglés) del inhibidor de la
hidrélisis del 2-AG, KML29, redujo los comportamientos de tipo ansiogénico, especialmente bajo
la presencia o en condiciones de adversidad ambiental [215].

Por otro lado, un estudio sugiere que la administracion conjunta de dosis no efectivas de
AMG630 con antidepresivos atipicos (agomelatina y TIA), de manera aguda, presenta efectos
antidepresivos en el paradigma de la natacion forzada pero no en la suspension por la cola [216].
En otro estudio, el efecto antidepresivo del escitalopram (10 mg/kg/dia, 21 dias), al ser
coadministrado con AM630 (0.30 mg/kg), se redujo significativamente pero el efecto ansiolitico
permanecié. Esta coadministracion afecté a la proteina encargada de la migracién neuronal,
doblecortina, provocando una disminucion de su expresion en las capas subgranulares y
granulares del giro dentado. Esta atenuacién de la neuroplasticidad en el HIPP sugiere que los
efectos antidepresivos y pro-neurogénicos pero no los de caracter ansiolitico, promovidos por la
accion de un antidepresivo estan mediados por los rCB2 [217].

En humanos, en un estudio postmortem realizado en suicidas, sin diagnostico o tratamiento
psiquiatrico alguno, se observé una menor expresiéon génica del rCB2 en la corteza prefrontal
dorsolateral y en la AMY, regiones implicadas en la toma de decisiones, impulsividad y
reactividad emocional [218]. Esto otorga una importancia al papel del rCB:z en la neurobiologia
del suicidio, estrechamente relacionado con los trastornos depresivos. No obstante, en otro
estudio no se detectd ningun cambio en los niveles de expresion génica del rCB2 en la corteza
prefrontal dorsolateral (DLPFC, por sus siglas en inglés) de suicidas [178], si bien los pacientes
recibian tratamiento, por lo que las discrepancias entre ambos estudios podrian deberse a las
diferencias clinicas de los pacientes.

Ademas, existen evidencias de una alta incidencia de polimorfismos del rCB2 en pacientes
diagnosticados con trastorno depresivo. Tal es el caso del polimorfismo CNR2 Q63R [199] asi
como del rs201210941 [219], ambos encontrados en pacientes japoneses con depresién mayor.
También se ha identificado la existencia de més variantes, como es el CNR2 rs2501432, el cual

confiere un mayor riesgo por sufrir algun trastorno depresivo [220]. En otro estudio, se corroboro
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que portadores de la variante CNR2 rs2501431 presentan mayor puntaje en la Escala de
Depresion Hamilton [185]. Las variantes genotipicas funcionales del rCB2 y FAAH, R63Q y
C385A respectivamente, también se relacionan con un mayor riesgo de depresién y ansiedad
[221].

1.1.3. PAPEL FISIOLOGICO Y TERAPEUTICO DEL GPR55 EN ANSIEDAD Y
DEPRESION

Otra diana de interés es el receptor GPR55, que forma parte de los receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) [222, 223]. Es una proteina de 319 aminoacidos que fue identificada y
clonada en 1999 [224]. Se caracteriz6 como receptor “huérfano”, al no identificarse un ligando
especifico que actie sobre él. Sin embargo, se ha observado que este receptor es diana de
cannabinoides enddgenos (AEA 'y 2-AG) y exdgenos (HU-210 y CP55,940) [225, 226]. Asimismo,
el GPR55 forma complejos de heteromerizacién con los receptores rCB1 [227, 228] y rCB2 [229],
convirtiéndolo en una diana de interés en enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson
[230], Alzheimer [231], y psiquiatricas como ansiedad y depresion [218, 232-235], entre otras
[236, 237].

El GPR55 se encuentra expresado en numerosas células y tejidos del sistema nervioso
central [238], tanto en neuronas como en glia [239]. Algunas de las regiones en la que se expresa
son el ganglio de laraiz dorsal [41], el HIPP [240], nicleo caudado y putamen, nicleo accumbens
[230], estriado [241], sustancia gris periacueductal [242], talamo, cerebelo, corteza frontal e
hipotalamo [43, 45, 224]. Algunas de sus implicaciones son en el desarrollo retinotalamico, en el
crecimiento axonal [243] y en nocicepcion [242, 244].

El primer ligando endégeno identificado para el receptor GPR55 fue el lipido L-a -
lifosfatidilinositol (LPI) [245], el cual no actla sobre los rCB1y rCB2 [41, 223, 227, 245]. Este
compuesto promueve la proteccion del giro dentado en HIPP tras una lesién toxicoldgica, estudio
gue ha demostrado que el GPR55 esta implicado en la comunicaciéon entre la microglia y
neuronas [246].

Una de las funciones que se ha observado de este receptor es que tras su activacion permite
la movilizacién intracelular de calcio (Ca?*) de manera dependiente en las neuronas presinapticas
de la region del HIPP, mientras que la eliminacion genética o el bloqueo farmacol6gico del
GPR55 anula dicha movilizacion [246]. Asimismo, la activacion del GPR55 estimula el factor
nuclear calcineurinico (NFAT, por sus siglas en inglés), implicado en estimular la respuesta del
sistema inmunolégico en procesos neurodegenerativos como en la enfermedad de Alzheimer
[247] y de Parkinson [248].

Estudios preliminares sefialan la participacion directa del GPR55 en ansiedad. En un primer
estudio se identificd un incremento en la expresién del GPR55 en el HIPP de ratas hembras y en
la corteza frontal en machos adolescentes tras la exposicion al modelo de deprivacion maternal
[197].

Estudios farmacoldgicos indican que la administracion intracerebroventricular del agonista del
GPR55, 0-1602, produce una accién ansiolitica, que fue bloqueada por la administracion previa

del antagonista del GPR55, ML-193 [249]. En concordia con lo anterior, en otra investigacion
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posterior se observo que el O-1602 disminuyd el comportamiento ansiogénico en ratones
estresados, efecto que fue atenuado por la eliminacion selectiva del GPR55 en la corteza
orbitofrontal. Asimismo, administraron Y-27632 y U73122, el primero, un inhibidor selectivo de la
proteina cinasa asociada a Rho y el segundo, un inhibidor de la fosfolipasa C (ROCK y PLC, por
sus siglas en inglés; respectivamente). En ambos casos, la efectividad ocasionada por el O-1602
se vio atenuada. De esta manera, estos datos sugieren que el GPR55 desencadena, al menos,
la activacion dos vias de sefializacion, la via Ga12113-RhoA-ROCK y la via Gag-PLC-PLK, estando
ambas relacionadas con la alteracién de la expresién de los receptores de glutamato, GIUALl y
GIuN2A, en la corteza orbitofrontal medial de ratones [250]. Por otro lado, el bloqueo del GPR55
mediante la administracion del antagonista ML-193 aumenta los rasgos de ansiedad y evoca
respuestas agresivas defensivas en ratas expuestas previamente a un consumo crénico de
alcohol [251].

No obstante, en un estudio previo en ratones carentes de este receptor, GPR55 KO, no se
detecto una diferencia en los rasgos de ansiedad y actividad motora al compararlos con los
ratones controles [252].

También se ha estudiado la implicacion del GPR55 en la respuesta neuroinflamatoria y en la
alteracion de neurogénesis en el HIPP. En el paradigma de derrota social por estrés crénico, no
solo se observaron conductas ansiogénicas y depresivas en los roedores, sino que la expresion
de GPR55 disminuyé significativamente en el HIPP en los ratones vulnerables, mientras que la
expresion de citocinas proinflamatorias aumento (IL-18, IL-6, INOS y TNFa) y las citocinas anti-
inflamatorias disminuyeron (IL-4 e IL-10). También, se identifico un deterioro en la neurogénesis
del HIPP [235].

El GPR55 promueve efectos pro- y antiinflamatorios dependiendo de la causa de la
inflamacion y de la region afectada en el organismo. En particular, se ha observado que la
expresion de GPR55 esté regulada a la baja tras un tratamiento con LPS o IFNy [239], muestra
una actividad neuroprotectora de manera dependiente de la microglia [246], y regula la
proliferacion y diferenciacién de precursores neurales. El tratamiento con el agonista O-1602
bloquea la reduccién del nimero de neuronas causada por la IL-18 in vitro y por la inflamacion
cronica producida por LPS in vivo [253]. Ademas, otras evidencias cientificas sugieren que la
activacion del GPR55 aumenta la liberacién de neurotransmisores y modula la plasticidad
sinaptica en la region CA1l del HIPP [240, 254]. Mas recientemente, se ha demostrado que la
administracion intravenosa de este mismo agonista durante 7 dias reduce la conducta depresiva
y la neuroinflamacion en ratas Wistar [255].

En humanos, en un estudio postmortem realizado en pacientes fallecidos por suicidio, sin
diagnostico de patologia psiquiatrica previa y sin tratamiento con psicotrépicos, se detecto una
reduccién de la expresién génica del rCB2 y del GPR55 en la DLPFC [218]. Asimismo, se
demostrd por primera vez la co-expresiéon de dimeros entre el rCB2 y el GPR55 en neuronas y
astrocitos en dicha region cerebal, estando aumentado el nimero de dimeros en los suicidas.

Estos resultados sugieren una estrecha colaboracion entre ambos tipos de receptores.
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1.2.4. FITOCANNABINOIDES: CANNABIDIOL

Durante los (ltimos afios se ha estudiado la potencial utilidad terapéutica del CBD en
diferentes enfermedades, destacando su eficacia antimicrobiana, inmunosupresora, antiemética,
antirresortiva, espasmolitica, antitumoral, antifibrética, antiinflamatoria y anticonvulsivante [24,
25, 256, 257]. Actualmente hay dos farmacos aprobados que contienen CBD. El Sativex, indicado
para el tratamiento de la espasticidad en la esclerosis multiple (Sativex®, [258]) vy, el Epidiolex®,
para el tratamiento de las convulsiones asociadas con el sindrome de Lennox-Gastaut o Dravet
en nifios [259]. Ademas, otros informes sugieren que el CBD puede ser (til para tratar trastornos
neurodegenerativos [260-263] y psiquiatricos [24, 55, 264]. Tanto estudios en animales como
clinicos han sefalado la importancia de las propiedades que presenta el CBD para los trastornos

de ansiedad, depresion y psicosis.

1.2.4.1. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS DEL CBD

Como la mayoria de los fitocannabinoides, el CBD presenta una alta liposolubilidad (k wio 6-7)
y baja biodisponibilidad (6-19%) [265] debido principalmente al metabolismo de primer paso, por
lo que se recomienda administrarlo junto con la comida. El CBD presenta una alta distribucién
(Vd: 32 L/kg) con gran acumulacion en cerebro y tejido adiposo, debido a su alta liposolubilidad
[266-268]. EI CBD se metaboliza en el higado mediante oxidacion, B-oxidacion, hidroxilacion,
conjugacion con glucurénido y epoxidacion [265, 269] y se elimina por orina sin metabolizar o
como derivado de glucuronidos [265, 269, 270]. Existen diferentes metabolitos del CBD
(alrededor de 53), algunos de ellos en estudio para determinar su potencial implicacion en sus
acciones terapéuticas. Finalmente, las evidencias sobre su seguridad y tolerabilidad se limitan a
estudios preclinicos y clinicos. No se han descrito efectos secundarios significativos [271, 272]
solo diarrea, somnolencia y disminucion del apetito informados en los ensayos clinicos en nifios
con Sindrome de Lennox-Gastaut [259]. El CBD es un potente inhibidor competitivo de ciertas
isoformas del citocromo P450 (CYP2C y CYP3A), lo que aumenta el riesgo de interacciones
farmacolégicas cuando se administra junto con otros farmacos como son el midazolam,
omeprazol, rufinamida, sirolimus, tacrolimus, tamoxifen, topiramato, warfarina, zonisamida, y la
fenitoina aumentando su concentracién plasmatica, y algunos medicamentos sedantes como el
clobazam que aumenta la incidencia de los efectos de somnolencia y sedacién [265, 269, 270,
273].

1.2.4.2. PROPIEDADES FARMACODINAMICAS DEL CBD

El CBD tiene la peculiaridad de actuar en mas de 65 dianas terapéuticas, dentro de las que
se incluye el receptor serotoninérgico 1A (5-HT1A), el GPR55, el TRPV1, la proteina de unién de
acidos grasos, los canales de calcio activados por voltaje tipo T, los receptores de adenosina y

glicina, y los receptores opioides mu y delta, entre otros [274].

27



En estudios in vivo se ha demostrado que el CBD presenta baja afinidad por los dos
receptores cannabinoides CB1y CB: [22, 23, 275]. Aunque se ha observado que actiia mas como
un modulador alostérico negativo del rCB1 [276]. En contraste, algunos estudios indican que el
CBD inhibe la recaptacién de AEA y su metabolizaciéon por la FAAH, incrementando los niveles
de AEA, la cudl activaria al rCB1 [277]. En el caso del rCBz, el CBD parece actuar como agonista
inverso o antagonista [278]. En los receptores GPR55 actuaria como antagonista [240, 279, 280].

El CBD parece inhibir la recaptacion de dopamina y glutamato [281, 282], y modula
alostéricamente a los receptores opioides mu y delta [283, 284]. Actia como agonista parcial de
los receptores de dopamina D2, reforzando su potencial efecto antipsicotico [285, 286]. Ademas,
estudios in vivo han demostrado que el CBD induce respuestas fisiol6gicas a través de los
receptores de serotonina 5-HT1A [287, 288], una diana importantemente inmiscuida en los

trastornos de ansiedad y depresion.

1.2.4.3. PAPEL DEL CBD EN TRASTORNOS DE ANSIEDAD Y DEPRESION

Las posibles propiedades ansioliticas y antidepresivas del CBD se han examinado en varios
modelos animales desde finales de los afios 1970. Se ha demostrado que el CBD induce un
efecto ansiolitico que sigue una curva en forma de “U” invertida, resultando eficaz en dosis
intermedias, pero no a dosis bajas o altas [289-291]. EI CBD también atenla las respuestas
fisiolégicas y conductuales a situaciones estresantes, reduciendo el estrés y las respuestas
cardiovasculares y ansiogénicas [292] al bloquear la activacion del eje HPA [293] (101) y activar
el receptor 5-HT1A [292].

Resultados complementarios indican que la cepa y el patrén de administracién (agudo o
cronico) pueden afectar las acciones del CBD. En ratones macho C57BL/J y ratas
espontaneamente hipertensas, el CBD no logré inducir ningun efecto [291, 294]. Sin embargo, el
tratamiento croénico con CBD indujo un efecto ansiolitico [295].

La administracion de CBD también produce efectos diversos en regiones especificas del
cerebro. Las microinyecciones en el nicleo del lecho de la estria terminal [296] y la sustancia
gris periacueductal [297, 298] mostraron efectos ansioliticos. Por otro lado, la inyeccién del CBD
en la corteza prefrontal medial bloqueo la activacion autonémica y las respuestas ansiogénicas
[299, 300]. Estos efectos parecen estar relacionados con los receptores 5-HT1A [296, 298, 299].

Junto con sus propiedades ansioliticas, el CBD también ha demostrado tener eficacia
antidepresiva en diferentes modelos animales de depresion, induciendo un efecto antidepresivo
cuando se administra solo [301] o en combinacion con dosis subeficaces de los antidepresivos
fluoxetina o desipramina [180], principalmente a través de la activacion de los receptores 5-HT1A
[301]. Mas importante auln, el CBD mostré un efecto antidepresivo rapido y sostenido. Una dosis
Unica de CBD indujo un efecto antidepresivo dependiente de la dosis en ratones Swiss, incluso
7 dias después de su administracion. Se han encontrado también resultados similares en ratas
Flinders Sensibles (FSL) y Resistentes (FRL) y ratas Wistar [302]. También se han asociado
cambios en la neuroplasticidad en la PFC e HIPP tras la administracion de CBD. Este efecto

implica la activacion de la sefializacién del receptor quinasa B de tropomiosina/en mamiferos de
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rapamicina (TrkB/mTOR). Otro estudio apoya la implicacién de mecanismos epigenéticos en las
propiedades antidepresivas del CBD [303].

En ratones C57BL/6J sometidos a una bulbectomia olfativa, un modelo de depresion en
roedores, la administracién Unica y cronica de CBD indujo efectos ansioliticos y antidepresivos
acompafiados de aumentos de los niveles de serotonina y glutamato en la PFC y de la funcién
del receptor 5-HT1A en la region del rafe dorsal, en las regiones CA1 y CA2 del HIPP, AMY y
PFC medial [304]. De igual manera, se observaron respuestas similares en ratas Wistar [305],
ratas Wistar-Kyoto, en un modelo genético de depresién [306] y en modelos que mostraban
sintomas similares a los depresivos como en las ratas diabéticas y normoglucémicas [307].

Por ultimo, también se han evaluado los efectos del CBD en el modelo de ECL, diferentes
dosis y vias de administracion de CBD previnieron comportamientos ansiogénicos vy
depresogénicos, aunado a efectos de neuroproteccion [308-310] por medio del rCB1 y rCB2[308,
311] (116, 131).

En humanos, las primeras evidencias indicaron que el CBD aliviava la ansiedad inducida por
THC en voluntarios sanos [312, 313]. Posteriormente, en otro estudio clinico se observé que la
administracion oral de CBD disminuy0 la ansiedad en sujetos sanos en la prueba de simulacion
de hablar en publico [314]. De manera complementaria, en otro estudio doble ciego, el CBD
redujo significativamente la ansiedad subjetiva, evaluada mediante la escala visual analégica del
estado de animo. Estos efectos se asociaron con una menor actividad en la parte temporal medial
(complejo amigdala-hipocampo izquierdo, que se extiende hasta el hipotalamo) y en la
circunvolucion del cingulo posterior izquierdo, y con una alta actividad en la circunvolucion
parahipocampal izquierda.

En un ensayo doble ciego, aleatorizado y con grupo placebo realizado en voluntarios sanos
gue habian consumido cannabis sativa 15 veces o menos, el CBD no indujo ninguna alteracién
en la activacién cerebral regional ni conductual en la tarea de aprendizaje verbal en comparacién
con el placebo [315].

También se ha evaluado la eficacia ansiolitica del CBD en pacientes diagnosticados con
ansiedad generalizada que no habian recibido tratamiento previo, donde el CBD redujo la
ansiedad subjetiva [316, 317].

En una gran serie de casos retrospectivos que incluyeron a pacientes psiquiatricos cuya
principal preocupacion era la ansiedad o la falta de suefio, se observé que el CBD disminuia la
ansiedad de manera rapida y sostenida, ademas de mejorar los trastornos del suefio durante el
primer mes de tratamiento [318]. Resultados adicionales respaldan las propiedades ansioliticas
del CBD reduciendo la ansiedad y los sintomas de abstinencia a cannabis [319].

En cuanto a las evidencias de las acciones antidepresivas del CBD en humanos adn son
escasas. En pacientes con neurofibromatosis y con dolor musculoesquelético asociado a
enfermedades reumatoides, el CBD funciond como estabilizador del animo [320, 321]. Sin
embargo, en pacientes con fibromialgia no se encontraron cambios estadisticamente
significativos [322]. Curiosamente, el CBD de manera oral, disminuy6 significativamente los

estados depresivos y psicéticos en consumidores de cannabis [323] (164), mejorando la
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atencion, el aprendizaje verbal y la memoria [324]. En pacientes con abstinencia al cannabis,
redujo significativamente la depresion [319].

En otro ensayo aleatorio, doble-ciego y con placebo, publicado a finales del afio pasado, se
incluyeron a un total de 35 participantes para identificar la eficacia del CBD (150 y 300 mg/dia)
en la depresion bipolar. Las puntuaciones en la escala de depresiéon de Montgomery-Asperg
disminuyeron significativamente desde el inicio hasta el final (placebo, -14,56; CBD -15,38), pero
no hubo diferencias significativas entre los grupos CBD. Sin embargo, en un estudio exploratorio
se mostrd un efecto significativo cuando se administraba una dosis de 300 mg/dia de CBD en
las puntuaciones de dicha escala desde la segunda semana hasta la octava (placebo -6,63; CBD
-13,72) sin tener diferencias significativas en el desarrollo de sintomas maniacos, por lo que se
sugirio un estudio mas a fondo con dosis mas altas que pudieran controlar mejor la respuesta en

los pacientes [325].
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1.3. Modelos animales de ansiedad y depresién
Los modelos animales facilitan el estudio de estas patologias a través de la simulacién de

algunos signos y sintomas permitiendo la caracterizacion de los elementos implicados en la

neurobiologia y etiopatogenia del trastorno, la identificacién de posibles dianas terapéuticas, la

prediccion del curso de la enfermedad, asi como la extrapolacion a un posible tratamiento en
pacientes.
Para poder alcanzar todos estos objetivos, el modelo animal debe de cumplir los siguientes

criterios de validez [326, 327]:

1) Validez de semejanza o analogia: Compara la semejanza entre la conducta observada en el
modelo animal con la sintomatologia observada en el trastorno afectivo. Una de las principales
desventajas es la simulacién de los sintomas subjetivos como euforia, actitud depresiva,
fatiga, falta de valor, culpa e ideacién suicida, entre otras; ya que la mayoria de los modelos
estan condicionadas a medir s6lo un numero limitado de éstas.

2) Validez causal y validez de constructo: Que los elementos que inducen el modelo animal
corresponden con los elementos desencadenantes del trastorno afectivo, basado en
conocimientos previos. Debido a la escasez de conocimiento sobre el origen y la fisiopatologia
de los trastornos afectivos, los modelos animales facilitan la investigacion sobre los posibles
elementos causales y su neurobiologia.

3) Validez de prediccion o correlacion: Se refiere a la correlacion de los efectos de los farmacos

en el modelo animal con lo observado en la clinica.

1.3.1. PARADIGMAS EMPLEADOS PARA EVALUAR LA ANSIEDAD

Los modelos de ansiedad se basan en el desarrollo de conductas ansiosas ante la exposicion
a estimulos estresantes. Algunos ejemplos son las pruebas del laberinto elevado en cruz (EPM),
caja clara-oscura (LDT) y campo abierto (OF). Estas pruebas se basan en el equilibrio entre la
preferencia de los roedores por evitar la exposicion a espacios abiertos y su tendencia a explorar
nuevos espacios. Estas pruebas comportamentales fueron desarrolladas para detectar farmacos

ansioliticos como las benzodiazepinas.

1.1.3.1. Campo abierto (OF)

Descrito por Hall en 1934 para la evaluacion de la actividad motora y rasgos ansiogénicos en
un ambiente desconocido dentro del cual el animal no puede escapar [328]. Los roedores se
colocan individualmente en una caja cuadrada de dimensiones especificas y se miden
parametros como la velocidad y la distancia total recorrida para realizar una evaluaciéon motora.
Como consecuencia de la aversion innata ante los espacios abiertos e iluminados, los roedores
evitan la zona central, de tal manera que la distancia recorrida y la velocidad en la zona central
se consideran parametros representativos de ansiedad. Este paradigma ha permitido evaluar la

respuesta de diferentes farmacos ansioliticos como benzodiacepinas.
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Ademas, dado que otras pruebas empleadas para la evaluacion ansiogénica requieren la
realizacion de determinadas tareas, alteraciones de la actividad locomotora inducidos por el
farmaco en estudio podria generar un sesgo a la hora de interpretar los resultados. Por tanto, el
campo abierto se realiza con el objetivo de descartar posibles cambios en la actividad motora de

los roedores en estudio.

1.1.3.2. Caja clara-oscura (LDB)

Este paradigma se basa en la aversion natural de los roedores por lugares iluminados y
abiertos. Se emplea una caja con dos compartimentos, uno abierto y fuertemente iluminado con
una intensidad de luz controlada y otro oscuro y cerrado, ambos entrelazados por un tlinel opaco
que permite el movimiento libre del roedor entre las dos camaras.

Durante la prueba, el roedor es colocado en el compartimento iluminado y se mide el tiempo
de permanencia en el lado claro y el nimero de transiciones entre los dos compartimentos
durante 5 minutos. El tiempo de permanencia en el compartimento iluminado permite evaluar el
nivel de ansiedad, de tal manera que, menor tiempo en el lado claro indicaria un mayor nivel de
ansiedad. Farmacos ansioliticos como las benzodiacepinas aumentan el tiempo de permanencia
en el lado claro, asi como agonistas y antagonistas de receptores serotoninérgicos y antagonistas

de receptores de colecistoquinina [329].

1.1.3.3. Laberinto elevado en cruz (EPM)

Descrito por Montgomery [330] y modificado por Handley [331] en rata [332] y ratén [333],
consiste en dos brazos cruzados y elevados respecto al suelo. Dos de los brazos son cerrados
y los otros dos brazos abiertos. Su fundamento se basa en la aversién que presentan los
roedores por la altura y los espacios abiertos [332]. Durante un tiempo de 5 minutos se mide el
tiempo de permanencia en los brazos abiertos y el nimero de transiciones entre los brazos
abiertos y cerrados, este Ultimo indicativo de la actividad locomotra [331, 332, 334, 335].
Farmacos con potencial actividad ansiolitica, como las benzodiacepinas, permiten reducir la

aversion a los brazos abiertos, aumentando el tiempo de permanencia en los mismos [336].
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1.3.2. PARADIGMAS EMPLEADOS PARA EVALUAR LA DEPRESION

Aungue se ha aprendido mucho sobre los circuitos neuronales que comprenden el estado de
animo basandose en estudios de imagenes cerebrales, y se han descrito una serie de
alteraciones neuroquimicas y neuroenddcrinas en pacientes deprimidos, ninguna anomalia ha
demostrado ser lo suficientemente sélida o consistente como para diagnosticar la depresion
mayor en humanos o para validar un modelo animal. Ademas, los casos de depresién en
pacientes son heterogéneos en términos de influencias genéticas, progresion clinica, cambios
neurobiolégicos y respuestas al tratamiento con antidepresivos. Estas consideraciones resaltan
el desafio de construir y validar modelos animales de depresion.

Gran parte del trabajo en modelizacion animal se ha basado en la observacion de que el
estrés y las pérdidas emocionales son importantes factores de riesgo. Asimismo, una parte
importante de los modelos animales de depresion evaldan rasgos como la anhedonia, reduccion
de la interaccién social y conducta sexual, alteraciones del suefio, del ritmo circadiano y de la
alimentacién, comunes en pacientes con un trastorno depresivo.

A continuacién, se detallan los mas importantes:

1.1.3.4. MODELOS AGUDOS DE DEPRESION

Las pruebas de comportamiento mas ampliamente conocidas y utilizadas son la natacion
forzada, la suspension por la cola, la ingesta inhibida por la novedad y la desesperanza
aprendida. Sin embargo, no son modelos de depresion per se. Fueron desarrollados para
detectar compuestos con actividad antidepresiva. Una limitacion importante de estas pruebas es
gue son agudas, en contraposicion con el tiempo necesario para observar un efecto antidepresivo
en pacientes, que oscila entre 3-4 semanas. Por tanto, la capacidad de los antidepresivos para
producir una respuesta rapida después de dosis Unicas en estas pruebas contrasta
dramaticamente con la necesidad bien establecida de usar antidepresivos de forma crénica para
obtener una respuesta eficaz en la clinica. No obstante, estas pruebas comportamentales ayudan
a identificar nuevos compuestos farmacoldgicos cuando son empleadas en combinaciéon con

otros modelos crénicos.

1.1.3.4.1. Natacién forzada

Es el modelo animal de depresion mas conocido y uno de los mas utilizados de manera
rutinaria en el cribaje de farmacos antidepresivos [337-339]. En esta prueba los ratones se
colocan en el interior de un tanque (cilindrico de metacrilato de 65 cm de alto por 30 cm de
diametro) lleno de agua a una temperatura de 25°C, con una separacion de 14 cm entre el agua
y la parte superior del tanque [340]. Durante un periodo de 5 minutos, se cuantifica el tiempo de
inmovilidad como una medida de la desesperanza que experimenta el roedor ante una situacion
de la que no puede escapar. El tiempo de inmovilidad se reduce considerablemente en los
animales tratados con antidepresivos como fluoxetina y desipramina [341], inhibidores de la 6xido
nitrico sintasa [342], hormonas sexuales como la progesterona [343], el neuropéptido Y [344], la

melatonina [345] o el zinc [346].
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1.1.3.4.2.  Suspension por la cola (TST)

De manera similar a test de natacion forzada, este modelo permite evaluar la desesperanza
gue experimenta el roedor ante una situacion de la que no puede escapar [347]. Durante esta
prueba, los ratones son suspendidos por la cola midiéndose el tiempo de inmovilidad durante 6
minutos. La exposicion de los roedores ante una situacion sin escapatoria desencadena un
estado de desesperanza que reduce las conductas de escape, consecuentemente el tiempo de
inmovilidad aumenta, asociado con altos niveles de depresidn. El tratamiento con antidepresivos

disminuye dicho parametro [347].

1.1.3.4.3. Ingesta inhibida por la novedad (NSFT)

En este modelo se expone a los roedores a un ambiente nuevo y desconocido. Previamente,
los roedores se someten a un ayuno de 24 horas y, en la prueba, se coloca un pellet de comida
de peso conocido. Durante la realizacion de la prueba, los roedores entran en conflicto entre la
aversion inherente al espacio abierto, nuevo e iluminado, con la tendencia a explorar y la
necesidad de comer. El tiempo de latencia y la cantidad de comida consumida son los parametros
evaluados que permiten determinar el estado depresivo. Ademas, tras un tratamiento crénico
con farmacos antidepresivos se ha observado que el tiempo de latencia se reduce y aumenta la

cantidad de comida consumida [348].

1.1.3.5. MODELOS CRONICOS DE DEPRESION: ESTRES CRONICO LEVE

Si bien existen varios modelos crénicos, el modelo de estrés cronico leve (ECL) se ha
convertido en uno de los que ostenta mayor relevancia traslacional para estudiar la fisiopatologia
de la depresion y nuevos tratamientos.

Este modelo se fundamenta en la exposicion crénica a estimulos estresantes que
desencadena alteraciones en los sistemas de respuesta al estrés y, en Ultima instancia, conduce
al desarrollo de conductas depresivas en roedores. Durante el protocolo, los animales estan
expuestos diariamente y de manera aleatoria a diferentes estimulos estresantes ambientales y
sociales leves. Un factor crucial que realza la relevancia de este modelo radica en el alto grado
de imprevisibilidad del momento en que son aplicados estos estimulos.

A continuacién, se enumeran los principales estimulos estresantes que se emplean y la
duracion:

a) Restriccion de movimiento (1 hora): En este modelo, los roedores se colocan dentro de un
cilindro de didmetro variable dotado de agujeros para permitir la respiracion durante 60 min [349].

b) Lecho humedo (12 horas): Se humedece el lecho con agua de tal manera que esté
hamedo, pero no encharcado. Al finalizar el estimulo se seca bien a los animales y se cambia la
jaula.

¢) Jaula inclinada (12 horas): Las jaulas se inclinan aproximadamente 45°,

d) Inversion del ciclo de luz-oscuridad (8 horas): Se amplia la fase de luz o de oscuridad

durante 8 horas. Después se devuelven a los animales al ciclo normal.
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e) Exposicion a orina de un depredador (zorro) (1 hora): Se introduce olores como orina de
zorro durante 1 hora.

f) Estrés acustico (2 horas): Los roedores son expuestos a un sonido de intensidad de 60dB
[350]. La exposicion aguda a sonidos induce estrés que se refleja en un aumento de presion
sanguinea y frecuencia cardiaca [351]. Ademas, se produce un aumento de las concentraciones
plasmaticas de catecolaminas, corticosteroides y ACTH [352-354].

g) Destellos de luz (2-4 horas): Los ratones son expuestos a destellos de luz. La luz
intermitente induce respuestas anormales retrasadas en la corteza visual tanto en roedores como
en humanos. Ademas, durante un tiempo prolongado de exposicion a dicho estimulo puede tener
la capacidad de inducir alteraciones en la plasticidad neuronal y conducta dependientes del
receptor NMDA [355].

h) Restriccion de comida (8 horas): Durante la noche se retira la comida de las jaulas
manteniéndose el agua ad libitum. La privacion de alimento desencadena alteraciones en el
suefio [356, 357] y una actividad locomotra mayor [357-359], o que sugiere un aumento en el
comportamiento de basqueda del alimento. Ademas, los roedores exhiben un aumento en el nivel
de glucocorticoides en plasma [360] y alteraciones en el sistema dinorfina/KOR [360].

Los sintomas caracteristicos de los trastornos depresivos han podido ser reproducidos con
notoriedad en este modelo, reforzando su validez experimental. En los ratones expuestos al ECL
se observa pérdida de peso [361], reduccion de la actividad motora [362] (Gorka et al., 1996),
fluctuaciones en el ciclo circadiano [363], alteraciones del suefio y disminucion del suefio REM
[364, 365], reduccion de la conducta sexual y aumento de la agresividad en roedores macho
[366] y alteraciones cardiacas [367, 368]. Ademas, se producen cambios en los niveles de
citoquinas [369, 370], en el eje HPA [371] e hipersecrecion de corticosteriona [372].

Otro rasgo que permite simular el modelo es la anhedonia, pérdida de interés o incapacidad
para experimentar placer ante estimulos apetitivos como la comida [373]. Tras varias semanas
de exposicion al ECL, los roedores presentan una reduccion de sacarosa [374].

La reduccion en el consumo de sacarosa puede ser revertida por la administracion crénica
de farmacos antidepresivos como son ATC [374-376], ISRS [374, 377, 378], antidepresivos
atipicos [379], IMAOs [376, 380], litio [376], buspirona (agonista 5-HT1a) [381] y antagonistas
competitivos NMDA [382].

Se han descrito alteraciones cerebrales tras el modelo de ECL en roedores similares a las
observadas en pacientes con trastornos depresivos. Entre estas anomalias destacan la
reduccién del volumen hipocampal y una reduccién del 53% de la neurogénesis de células
granulares en el giro dentado [383], cambios relacionados con la disminuciéon de BDNF. De
manera complementaria, se producen cambios en el sistema serotoninérgico [384, 385] con un
aumento de los receptores corticales 5-HT2, revertida tras un tratamiento con imipramina [386].

Se ha observado atrofia y alteracion de la arborizacién dendritica de neuronas piramidales
del CA3 [387] e hiperactividad del eje HPA [388] . Sin embargo, aunque el ECL normalmente
aumenta la concentracion plasmatica de los niveles de corticosterona [389, 390], existen

publicaciones donde no se producen cambios [374, 391]. Esto puede ser debido a que los picos
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de corticosterona se provocan en respuesta a la aparicion de cada factor estresante [390, 392],
siendo critico el tiempo en el que se miden los niveles de corticosterona.

El ECL aumenta la actividad de la amigdala junto con un aumento del CRF, estos cambios
se relacionan con una disminucion en la actividad de las células dopaminérgicas mesolimbicas
y en el area tegmental ventral [393] y disminucién de la expresion de los receptores D2 en el
nacelo accumbens [394, 395].
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2. Hipotesis

Hasta la fecha, diferentes estudios indican que el CBD presenta propiedades ansioliticas y
antidepresivas. Si bien se han descrito mas de 63 dianas sobre las que actuaria el CBD, su
mecanismo completo queda pendiente de caracterizar. El principal receptor que se ha
relacionado con dichas propiedades del CBD es el receptor 5-HT1A, aunque otros receptores
como los rCB1 y rCB2 parecen estar implicados.

La mayoria de los estudios realizados se han llevado a cabo empleando modelos agudos de
depresion en roedor, con menor poder de traslacion clinica.

Considerando estos hechos, es plausible plantear la hip6tesis de que, en modelos animales
crénicos (4-7 semanas de duracién) y por lo tanto con un caracter mas traslacional, como el
modelo de estrés cronico leve, el CBD se comporte como un farmaco antidepresivo. Ademas,
planteamos la posibilidad de emplear una administracion crénica de CBD durante un periodo de
2-4 semanas. Es también posible que la administracion conjunta de CBD y de un antidepresivo
conocido (como un inhibidor de la recaptacion de serotonina) pueda resultar en un efecto aditivo
0 sinérgico que mejore la respuesta clinica antidepresiva.

La accién antidepresiva podria deberse a la accién indirecta del CBD sobre dianas
relacionadas con ansiedad y depresion, y neurogénesis que suelen estar modificadas
funcionalmente en los modelos de estrés crénico leve y cuyos valores tienden a normalizarse a

medida que se produce la respuesta antidepresiva.
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3. Objetivos

3.1

Objetivo general 1: Evaluar laimplicacion de los receptores rCB1, rCB2 y GPR55
en los efectos ansioliticos y antidepresivos del CBD en roedores.

3.1.1. Objetivo especifico 1.1.: Realizar una curva dosis respuesta de CBD para evaluar
sus efectos ansioliticos y antidepresivos en ratones.

3.1.2. Objetivo especifico 1.2.: Evaluar los efectos ansioliticos y antidepresivos del CBD
en ratones CB1 -/-, CB2 -/- y GRP55 -/-.

3.1.3. Obijetivo especifico 1.3.: Identificar los mecanismos moleculares del CBD sobre
diferentes marcadores relacionados con la ansiedad y depresion (receptores
cannabinoides rCB1 y rCB2, GPR55; sistema GABAérgico (subunidades a2 y y2)

mediante PCR a tiempo real.

3.2 Objetivo general 2: Evaluar la eficacia antidepresiva del CBD en un modelo de

estrés crénico leve en raton.

3.2.1. Objetivo especifico 2.1.: Estudiar los efectos antidepresivos del CBD sélo o
asociado a farmacos antidepresivos (ISRS), en el modelo de estrés cronico leve.
3.2.2. Objetivo especifico 2.2.: Identificar los mecanismos neuroquimicos del CBD
sobre diferentes marcadores moleculares y bioquimicos relacionados con la depresién
(receptores cannabinoides rCB1 y rCB2, GPR55; sistema serotoninérgico
(transportador de serotonina, 5-HT1A, 5-HT2A y 5-HTT); plasticidad neuronal (BDNF,
NeuN, Capsasa-3, VGIutl y PPARd) mediante PCR a tiempo real e

inmunohistoquimica.
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4. Resumen global de materiales y métodos

41. Animales
Se utilizaron 172 ratones machos adultos (5-6 semanas), 40 de la cepa CD1 obtenidos de los

laboratorios Charles Rivers (Lodi, Italia) para los estudios de dosis respuesta del CBD, 32 CD1
para los estudios farmacolégicos con el antagonista selectivo (SR141716A) y 60 para el estudio
con el modelo ECL. Para los estudios en ratones transgénicos se emplearon 21 ratones CB1 -/-
(previamente descrito por Ledent en 1999 [92] y 19 ratones CB2 -/- desarrollados por nuestro
laboratorio (cedidos amablemente por Nancy E. Buckley, Cal State Polytechnic Univ., Pomona,
CA, EEUU) amos genotipos se cruzaron con ratones CD1, Charles River Francia, hasta la sexta
generacion de ratones heterocigotos donde fueron criados en la base CD1 en el Servicio de
Experimentacién Animal (SEA) de la Universidad Miguel Hernandez y los homocigotos de la
misma generacion fueron seleccionados para nuestros experimentos. Los ratones GPR55 -/-
fueron otorgados amablemente por el Dr. Andrei Kolovko del Instituto de Medicina Genémica
(TIGM, Houston, TX), de los cuales, 18 de ellos fueron criados en las instalaciones del animalario
de la Universidad Miguel Hernandez. Los animales fueron estabulados en el animalario del
campus de San Juan de Alicante de la Universidad Miguel Hernandez donde se controlé la
temperatura (21 + 1°C), la humedad (65 + 10%) y el ciclo de luz-oscuridad (8:00 h a 20:00 luces
encendidas). Las pruebas de conducta y el cuidado de los animales se llevaron a cabo
cumpliendo los aspectos éticos recogidos en el Real Decreto 53/2013 de 8 de febrero (BOE-A-

2013-1337), y seran aprobados por el Comité de Etica de la Universidad Miguel Hernandez.

4.2. Farmacos
El CBD (CBD, Jazz Pharmaceuticals; Dublin, Irlanda) se disolvié en etanol:cremofor:salino

(1:1:18) para las dosis requeridas de 10, 20 y 30 mg/kg administradas intraperitonealmente (10
ml/kg, 0.3 ml por ratén). De acuerdo a su farmacocinética, CBD fue administrado 1h y media
previa a la evaluacion comportamental.

El antagonista SR141716A fue comprado en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia) y disuelto en
etanol:cremofor y salino (1:1:18) para obtener la dosis deseada de 2 mg/kg administrada
intraperitonealmente 30 min antes de la administracion del CBD y 2h antes de la evaluacion de
conducta.

La sertralina (STR) fue adquirida por los laboratorios Besitran, Pfizer en una solucion
concentrada de 20 mg/ml, se disolvié en agua y administrada oralemnte a la dosis de 10 mg/kg
(0.3 ml una vez al dia). Dicha dosis fue seleccionada en base a estudios previos (Lu et al., 2019;
Zhang et al., 2022).

4.3. Modelo de estrés crénico leve (ECL)
Los ratones fueron expuestos al modelo de estrés cronico leve [396] durante 8 semanas que

consistié en la exposicion a varios estimulos estresantes de naturaleza diversa (restriccion de
movimiento, luz estroboscépica (150 flashes/min), ruido (90-105 dB), lecho hdimedo y jaula
inclinada 45°C de forma impredecible para evitar la habituacion de los ratones. De manera

periddica se evaluaron a los roedores mediante las pruebas conductuales de ansiedad y
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depresion. Una vez instaurado el estado depresivo (4 semanas) se inicié la administracion del
tratamiento (CBD y/o STR). La exposicion a los estimulos estresantes se mantuvo a lo largo del

tratamiento.

4.4. Paradigmas comportamentales de ansiedad y depresion

4.4.1. CAJA CLARA-OSCURA (LDB)

La evaluacion del estado ansiogénico se llevé a cabo siguiendo el método descrito por Crawley
y Goodwin [329]. Consiste en 2 cajas de metacrilato, una transparente iluminada y otra negra
opaca, separadas por un tunel opaco. Se medio el tiempo de permanencia de los animales en la

zona clara y el nimero de transiciones entre las dos zonas, durante un tiempo total de 5 minutos.

4.4.2. LABERINTO ELEVADO EN CRUZ (EPM):

Se empleo el método descrito por Lister y colaboradores (1987) [333]. Consiste en dos brazos
abiertos y dos brazos cerrados perpendiculares horizontalmente situados a 50 cm sobre el suelo.
La unidn de los cuatro brazos forma una plataforma central (5 cm x 5 cm). Se medi6 el tiempo
de permanencia de los animales en los brazos abiertos y el nUmero de transiciones entre los

brazos abiertos y cerrados durante un total de 5 minutos.

4.4.3. TEST DE SUSPENSION POR LA COLA (TST):
Se empleo el método descrito por Steru y colaboradores (1985) Consiste en la suspension por
la cola del ratdbn mediante cinta adhesiva, de forma que quede a 35 cm de una superficie de

apoyo. Se evalu6 el tiempo de inmovilidad durante un periodo de 6 minutos.

4.4.4. TEST DE INGESTA INHIBIDA POR LA NOVEDAD (NSFT):

Se empled el modelo definido por Surget y colaboradores (2008) [397]. La prueba se realizé en
una caja cuadrada de metacrilato transparente (40 x 40 x 50 cm), en el centro se coloca sobre
una superficie un pellet de comida previamente pesado. Tras un periodo de deprivacion de
comida (24h), los ratones son expuestos de manera individualizada, midiéndose la latencia entre
el comienzo de la prueba y la ingesta hasta un méximo de 10 minutos, asi como la cantidad de

comida ingerida durante 5 minutos.

4.4.5. RECONOCIMIENTO DE OBJETOS

Modelo descrito por Holloway y Thor [398] y Gheusi G y Robert Dantzer [399].Se habitta al
roedor en una caja de metacrilato transparente (40 x 40 x 50 cm) junto con dos objetos idénticos
en textura, color, tamafio y forma (objeto familiar) durante 5 min. En el segundo dia, dia de la
evaluacion, uno de los objetos es intercambiado por otro diferente en cuanto a textura, color,
tamafio y forma (objeto novedoso) por 5 min para evaluar el detorioro cognitivo en la memoria a
largo plazo (24h). En ambas fases se cuantifica el tiempo de exploracion (orientacion de la nariz
al objeto, olerlo o tocarlo) por parte del roedor en cada objeto (familiar y novedoso). Se calculd
el indice de discriminacion entre el objeto familiar y novedoso [(Object B—Object A)/(Object A+

Object B)]. Un valor cercano a 0 indica preferencia por el objeto familiar (mayor deterioro
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coginitivo) mientras que cercano a 1 indica mayor preferencia por el objeto novedoso (menor

deterioro cognitivo).

4.4.6. CONSUMO DE UNA SOLUCION DE SACAROSA 1%
Se emple6 el método descrito por Li y colaboradores (2007) [400] mediante el cual, tras un
periodo de deprivacion de comida y agua (18 h), se evalua la preferencia y el consumo de una

solucién de sacarosa al 1% durante un periodo total de 1h.

4.5. Identificacion de los biomarcadores de respuesta al tratamiento que subyacen a la
potencial eficacia ansiolitica y antidepresiva del CBD
Con el objetivo de profundizar en los mecanismos relacionados con la eficacia ansiolitica y

antidepresiva del CBD, sélo y asociado a STR, se analizaron las posibles alteraciones en dianas
estrechamente relacionadas con la respuesta al estrés, ansiedad ydepresion mediante estudios

de PCR a tiempo real e inmunohistoquimica.

4.5.1. EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR A TIEMPO REAL

Los estudios de PCR a tiempo real permitieron analizar cambios en la expresion génica de
genes que regulan el sistema endocannabinoide (rCB1, rCB2 y rGPR55), serotoninérgico (5-
HTT, 5-HT1A y 5-HT2A), gabaérgico (GABA(A) subunidades «2 y y2), plasticidad neuronal
(BDNF, PPARd y mvglutl). Brevemente, tras la finalizacion de cada procedimiento conductual,
se sacrificaron a los ratones mediante dislocacion cervical e inmediatamente después se
extrayaron los cerebros siendo almacenados a -80°C. Para obtener con exactitud las regiones
de interés (AMY, HIPP, DG) se utlizi6 como guia el atlas del cerebro de ratén de Paxinos [401],
realizando cortes coronales de 500 u m en un criostato. Los cortes obtenidos se
microdiseccionaron siguiendo el método de Palkovits [402] modificado. EI ARN total de los
nucleos microdiseccionados se aislo utilizando el reactivo Tri Reagent® (ThermoScientific), que
posteriormente se retrotranscribio a acido desoxirribonucleico complementario (ADNc). Mediante
el StepOne® (Life Technologies) y empleando la tecnologia TagMan®, se realiz6 mediante Rt-
PCR una cuantificacion relativa de los genes de interés, ya antes mencionados. Como gen de
referencia se empleo el gen ribosomal 18S para llevar a cabo la cuantificacion relativa de la

expresion génica entre los distintos grupos de tratamiento, utilizando el método de 224¢¢ [403].

4.5.2. INMUNOHISTOQUIMICA

Se realiz6 la caracterizacion de las proteinas BDNF, NeuN y Caspasa-3 mediante
inmunohistoquimica en el HIPP (giro dentado, CA1, CA2 y CA3). Los ratones fueron perfundidos
y sus cerebros postfijados con paraformaldehido al 4%, transfiriéndose a PBS con azida a 4°C
para su almacenamiento. Los cortes de 50 um obtenidos mediante vibratomo (Leica VT1000S,
Leica Microsystems, Bannckburn, IL) fueron lavados con PBS 1X e incubados con los
anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche en agitacion a 4°C. Los cortes
fueron marcados mediante incubacién en el anticuerpo secundario correspondiente durante 2

horas a temperatura ambiente, y posteriormente incubados en extravidina (Sigma-Aldrich,
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Espafia). Las secciones se colocan sobre portaobjetos gelatinizados, secados, deshidratados y

finalmente se montan con DPX para su posterior visualizacion y andlisis al microscopio.

4.6. Andlisis estadistico
Se realiz6 el andlisis estadistico mediante el programa informatizado Sigmaplot 11, utilizando

la prueba de la t de Student cuando se compararon dos grupos, 0 ANOVA de una o dos vias
seguido de la prueba Student-Newman-Keul cuando se compararon tres 0 mas grupos,
dependiendo del disefio experimental. Las diferencias se consideraron significativas cuando la

probabilidad de error era menor al 5%.
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5. Resumen de los resultados

5.1. Articulo 1: Cannabinoid CB1 receptor involvement in the actions of CBD on anxiety
and coping behaviors in mice (Anexo 1)

Hasta la fecha, la mayoria de las investigaciones han demostrado la participacion del receptor
5-HT1A en los efectos ansioliticos y antidepresivos del CBD. Sin embargo, el CBD se ha descrito
como modulador alostérico no competitivo del rCB1, agonista inverso del rCB2 y como
antagonista del receptor GPR55. Teniendo en cuenta la implicacion de estos receptores en la
respuesta al estrés, ansiedad, depresion, y cognicién, el presente trabajo se centro en evaluar la
implicacion de los receptores cannabinoides rCB1 y rCB2, y del GRP55 en los efectos ansioliticos
y antidepresivos del CBD.

En primera instancia, se realizé un estudio dosis respuesta (10, 20 y 30 mg/kg, i.p.) para
evaluar los efectos agudos del CBD en animales wild type (CD1) en diferentes paradigmas para
evaluar rasgos de ansiedad (LDB y EPM) y depresion (NSFT y TST).

En la LDB, los ratones tratados con una Unica dosis de 10 o 20 mg/kg de CBD permanecieron
mayor tiempo en el lado claro respecto a los tratados con vehiculo, lo que es representativo de
un efecto ansiolitico (VEH) (Anexo 1, Articulo 1, Figura 1A). Sin embargo, no se observé ningln
efecto con la dosis mas alta (30 mg/kg) (Anexo 1, Articulo 1, Figura 1A). De manera similar, en
el EPM, las dos primeras dosis mostraron actividad ansiolitica, al aumentar el tiempo de
permanencia en los brazos abiertos, con la diferencia que la dosis de 20 mg/kg fue mas
pronunciada en comparacion con la dosis de 10 mg/kg. Nuevamente, la dosis de 30 mg/kg no
produje cambio alguno en comparacion con el grupo VEH. Ninguna de las dosis provocé cambios
en el nimero de transiciones durante la evaluaciéon de los paradigmas (Anexo 1, Articulo 1,
Figuras 1B y 1D), por lo que se descarta que el CBD, a las dosis evaluadas, pueda producir
efectos sobre la actividad motora que puedan enmascarar los resultados obtenidos en estas
pruebas.

En resumen, el CBD a dosis baja e intermedia (10 y 20 mg/kg, respectivamente) produjo un
efecto ansiolitico mientras que a dosis mas altas (30 mg/kg) no. Estos resultados concuerdan
con estudios previos en los que se ha demostrado que el CBD es capaz de inducir efectos
ansioliticos siguiendo una curva de dosis en forma de “U” invertida, por lo que las dosis
intermedias son capaces de producir dicho efecto pero no las dosis muy bajas (100 y 150 mg en
humanos; 0.5-1 mg/kg roedores) ni muy altas (600 y 900 mg en humanos; 30-60 mg/kg en
roedores).

Para identificar la posible actividad antidepresiva del CBD se realizaron los paradigmas de
TST y NSFT. En la prueba comportamental del TST, el pre-tratamiento con CBD fue capaz de
provocar un efecto antidepresivo, solamente a la dosis de 20 mg/kg, la Unica que redujo
significativamente el tiempo de inmovilidad con respecto al grupo VEH (Anexo 1, Articulo 1,
Figura 2).

En el caso del NSFT, los ratones tratados con CBD mostraron una latencia menor para

empezar a comer (Anexo 1, Articulo 1, Figura 3A) y un mayor consumo de alimento (mg) (Anexo
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1, Articulo 1, Figura 3B) a las dosis de 10 y 20 mg/kg en comparacion con el grupo control. Por
el contrario, la dosis de 30 mg/kg no produjo ninglin efecto en comparacion con el grupo VEH.
En resumen, la dosis intermedia de CBD (20 mg/kg) es la que presenta un efecto antidepresivo
mas robusto en comparacion con la dosis mas baja (10 mg/kg).

De manera complementaria y considerando el papel de los rCB1, rCB2, y GPR55 en la
modulacién de la respuesta emocional, ya que éstos a su vez constituyen una parte importante
de la actividad directa o indirecta ejercida por el CBD, exploramos la participacion de estos
receptores en sus efectos ansioliticos y antidepresivos. Para ello, se evaluaron los efectos del
CBD a la dosis de 20 mg/kg, con la que se obtuvo un efecto ansiolitico y antidepresivo mas
robusto, en la LDB y el TST en ratones CB1 -/-, CB2 -/- y GPR55 -/-.

En el paradigma del LBD, el CBD no produjo un efecto ansiolitico en los roedores carentes
del rCB1 comparados con el grupo control (Anexo 1, Articulo 1, Figura 4A), en contraposicion a
lo observado en los ratones CB2-/- (Anexo 1, Articulo 1, Figura 4C) y GPR55-/- (Anexo 1, Articulo
1, Figura 4E). No se observaron cambios en el nUmero de transiciones entre los ratones tratados
con CBD y VEH (Anexo 1, Articulo 1, Figura 4B, 4D, 4F).

En la prueba del TST, con la misma dosis efectiva (20 mg/kg), el CBD provocé un efecto
antidepresivo en los tres genotipos estudiados, CB1-/- (Anexo 1, Articulo 1, Figura 5A), CB2-/-
(Anexo 1, Articulo 1, Figura 5B) y GPR55-/- (Anexo 1, Articulo 1, Figura 5C).

El conjunto de estos resultados indica que el rCB1 podria ser una diana importante para los
efectos ansioliticos del CBD, al no observase dicho efecto en los ratones CB1KO. Para explorar
con mayor detalle la participacion de este receptor, se realizd un experimento adicional el que se
bloqued previamente a la administracion del CBD (20mg/kg, ip), el rCB1 con el antagonista
selectivo del rCB1, SR141716A. La administracion del antagonista por si sola no modificé el
tiempo de permanencia en el lado claro en comparacion con los ratones control tratados con
VEH, demostrando que la dosis seleccionada era adecuada. El CBD produjo su efecto ansiolitico;
curiosamente, este efecto se bloqued por completo cuando el CBD fue administrado después del
antagonista SR141716A, induciendo, incluso, un efecto ansiogénico de manera leve debido a
una disminucién en el tiempo de permanencia de los roedores en el lado claro respecto al grupo
control (Anexo 1, Articulo 1, Figura 6A). Al igual que en los anteriores resultados, el nimero de
transiciones efectuadas por los roedores fueron similares y sin cambios significativos entre los
grupos (Anexo 1, Articulo 1, Figura 6B). En virtud de estos resultados, se pudo demostrar que el
bloqueo del rCB1 evita que el CBD induzca sus efectos ansioliticos en el paradigma del LDB,
reforzando la implicacion de este receptor.

Para profundizar en el mecanismo de accion del CBD, se analizaron cambios en la expresion
del rCB1, rCB2 y del GRP55, asi como de las subunidades GABAérgicas a2 y y2 en el HIPP y
la AMY mediante PCR a tiempo real. El CBD (10, 20 y 30 mg/kg) indujo una disminucioén dosis-
dependiente en la expresion génica del Cnrl en la AMY (Anexo 1, Articulo 1, Figura 7A). El
mismo efecto fue observado en el HIPP, pero solo a la dosis méas alta de CBD (30 mg/kg, ip)
(Anexo 1, Articulo 1, Figura 7D). En cuanto al Cnr2, se detect6 un incremento en su expresion

génica en la AMY, con todas las dosis, (Anexo 1, Articulo 1, Figura 7B) y en el HIPP, con la dosis
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de 20 y 30 mg/Kg (Anexo 1, Articulo 1, Figura 7E). En el caso del Gpr55, la dosis de 30 mg/kg
fue la Unica en generar un incremento significativo en la AMY (Anexo 1, Articulo 1, Figura 7C).
De manera opuesta, las tres dosis redujeron su expresion en el HIPP (Anexo 1, Articulo 1, Figura
7F).

Por otro lado, la administracion de CBD a las dosis de 20 y 30 mg/kg disminuyd la expresion
génica de GABA(A) a2 en la AMY, siendo la dosis de 30 mg/kg la que produjo mayor reduccion
(Anexo 1, Articulo 1, Figura 8A). En el HIPP, dicha disminucién se observé con cada una de las
dosis probadas (Anexo 1, Articulo 1, Figura 8C). Ademas, la expresién génica de la subunidad
GABA(A)y2, también disminuyo de manera dosis-dependiente en ambas regiones de la AMY
(dosis de 20 y 30 mg/kg) (Figura 8B) y del HIPP (dosis de 10, 20 y 30 mg/kg) (Anexo 1, Articulo
1, Figura 8D).

En su conjunto, los estudios de PCR a tiempo real, indican que la administracién aguda de
CBD es capaz de modificar la expresién génica del Cnrl, Cnr2 y Gpr55 en las regiones de la
AMY e HIPP de manera dosis dependiente. En el caso de las subunidades del sistema
GABAérgico estudiadas, a2 y y2, se demostr6 que la administracion aguda de CBD es capaz de
regular negativamente la expresion génica de ambas subunidades en la AMY e HIPP.

Los datos de los resultados expuestos tanto de la parte comportamental como en los estudios
de expresion genética realizados respaldan ain mas la compleja red entramada por la que
participa y actta el CBD.
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5.2. Articulo 2: Unveiling behavioral and molecular neuroadaptations related to the
antidepressant action of cannabidiol in the unpredictable chronic mild stress model
(Anexo 1)

Estudios previos indican que el CBD presenta efectos antidepresivos, si bien la mayoria de
los estudios se han realizado en modelos agudos, con menor poder de traslacion clinica. Son
pocos los estudios que han evaluado el efecto antidepresivo del CBD en el ECL, ampliamente
aceptado como un modelo animal de depresion gracias a su validez de constructo y predictiva.
Si bien los resultados de estos estudios eran prometedores, presentaban ciertas limitaciones,
como el hecho de que el CBD se administraba desde el inicio del ECL, impidiendo evaluar su
eficacia en revertir el deterioro de la conducta inducido por el ECL. Por ello, el principal objetivo
de este trabajo era evaluar el efecto antidepresivo del CBD en modular las alteraciones
comportamentales y moleculares inducidas por el ECL, comparando su eficacia con un
antidepresivo de referencia, la sertralina (STR).

En primera instancia, para comprobar la reproducibilidad del ECL, se realizaron diferentes
paradigmas que permitieron evaluar rasgos ansiogénicos y depresogénicos en los roedores
expuestos al ECL. Se emplearon los paradigmas LDB (10 dias) y EPM (16 dias), para evaluar la
ansiedad, y el TST (22 dias) y de ingesta de sacarosa (28 dias), para evaluar conductas
depresogénicas (Anexo 1, Articulo 2, Figura 1).

En la prueba del LDB, los ratones expuestos al ECL permanecieron menos tiempo en el lado
claro en comparacion con el grupo control no estresado (NO-ECL) (Anexo 1, Articulo 2, Figura
2A), sin encontrar cambios en el nimero de transiciones (Anexo 1, Articulo 2, Figura 2B).
Resultados similares se obtuvieron en la prueba comportamental del EPM, ya que los ratones
expuestos al ECL mostraron una reduccién significativa en el porcentaje del tiempo de
permanencia en los brazos abiertos en comparacion con el grupo NO-ECL (Anexo 1, Articulo 2,
Figura 2C). De igual forma, no se observaron diferencias respecto al nimero de transiciones
(Anexo 1, Articulo 2, Figura 2D).

En cuanto a los paradigmas que miden rasgos depresogénicos, a partir del dia 22 se produjo
un aumento significativo en el tiempo de inmovilidad en la prueba del TST en los roedores
sometidos al ECL en comparacion con el grupo control (Anexo 1, Articulo 2, Figura 2E). Aunado
aello, en el paradigma de la ingesta de sacarosa, el grupo ECL mostré una reduccién significativa
en la ingesta de sacarosa (sacarosa (mg)/ peso corporal (g)) en comparacion con el grupo NO-
ECL (Anexo 1, Articulo 2, Figura 2F).

Una vez establecido el ECL en los roedores, se procedié a evaluar el posible efecto
antidepresivo del CBD, solo o asociado al antidepresivo de referencia sertralina (STR). Primero,
se evallo si existia una posible diferencia en la velocidad de accion entre el CBD y el farmaco
de referencia, STR, a través del paradigma del LBD tras 4 dias de tratamiento. Los resultados
reflejaron que los ratones expuestos al ECL y tratados con VEH permanecieron un tiempo
reducido en el lado claro en comparacion con los ratones NO-ECL tratados con VEH (Anexo 1,

Articulo 2, Figura 3A). Sin haber cambio en el nimero de transiciones entre estos grupos (Anexo
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1, Articulo 2, Figura 3D). De manera interesante, el tratamiento con CBD administrado solo o en
combinacion con STR, aumentd el tiempo de permanencia en el lado claro de manera
significativa. Sin embargo, en el grupo ECL tratado con STR no se detectaron diferencias con
respecto al grupo ECL-VEH (Anexo 1, Articulo 2, Figura 3C). En cuanto al nimero de
transiciones, no hubo diferencias entre los diferentes grupos (Anexo 1, Articulo 2, Figura 3D).
Tras 7 dias de tratamiento, los ratones expuestos al ECL y tratados con VEH presentaron rasgos
depresivos como indica el aumento del tiempo de inmovilidad en la prueba del TST en
comparacién con los ratones NO-ECL y tratados con VEH (Anexo 1, Articulo 2, Figura 3E).
Curiosamente, el CBD redujo significativamente el tiempo de inmovilidad, solo o en combinacion
con STR. El grupo de roedores tratados solo con STR, no presento diferencias en comparacion
con el grupo control sometido al ECL y tratado con VEH (Anexo 1, Articulo 2, Figura 3F).

Tras 14 dias de tratamiento los ratones fueron expuestos a la prueba del EPM para observar
los posibles cambios en los rasgos de ansiedad. Los ratones expuestos al ECL y tratados con
VEH, nuevamente, presentaron una disminucion significativa en el porcentaje del tiempo de
permanencia en los brazos abiertos con respecto al grupo NO-ECL VEH (Anexo 1, Articulo 2,
Figura 3G). No se encontraron diferencias entre el nUmero de transiciones entre los dos grupos
(Anexo 1, Articulo 2, Figura 3l). Mientras que notablemente, los tres grupos expuestos al ECL y
tratados con CBD, STR 0 su respectiva combinacién, aumentaron el porcentaje del tiempo de
permanencia en los brazos abiertos (Anexo 1, Articulo 2, Figura 3H). De igual manera, el nimero
de transiciones no se vio afectado entre los diferentes grupos (Anexo 1, Articulo 2, Figura 3J).

Tras 18 dias de tratamiento los ratones expuestos al ECL tratados con VEH presentaron una
reduccion significativa del indice de discriminacién en comparacion con su grupo control
correspondiente, NO-ECL, en la prueba del NOR. A pesar de que la STR aument6 este indice
de discriminacién, dicho cambio no fue suficiente para alcanzar el nivel estadistico de
significacion en comparacion con los ratones expuestos al ECL y tratados con VEH. Sin embargo,
el tratamiento con CBD restaurd dicha alteracion ya que los ratones expuestos al ECL y con
tratamiento con el CBD o su combinacion con STR, presentaron un aumento estadisticamente
significativo en el indice de discriminacién en comparacién con los roedores expuestos al ECL y
tratados con VEH y STR (Anexo 1, Articulo 2, Figura 4B).

Por altimo, los ratones expuestos al ECL y tratados con VEH mostraron anhedonia, reflejado
por una reduccién significativa en el consumo de sacarosa comparado con el grupo control NO-
ECL y tratado con VEH (Anexo 1, Articulo 2, Figura 4C). Por el contrario, la STR, el CBD y su
combinacion ejercié un aumento estadisticamente significativo en la ingesta de sacarosa. Sin
embargo, el CBD fue el farmaco que indujo el mayor cambio con respecto a los otros grupos
experimentales tratados farmacoldgicamente con STR y la combinacién de STR con CBD (Anexo
1, Articulo 2, Figura 4D).

Como parte complementaria, se analizaron cambios moleculares inducidas por el ECL en
dianas relacionados con depresion, con el objetivo de evaluar si variaban tras el tratamiento
farmacolégico aplicado, mediante PCR a tiempo real. En primera instancia, se analizd la

expresion genética en dianas implicadas en el sistema serotoninérgico. Los resultados mostraron
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que el ECL reduce los niveles de la expresion del gen Scl6a4 que codifica para el transportador
de la recaptacion de serotonina, en la region del rafe dorsal (DR) (Anexo 1, Articulo 2, Figura
5A). El tratamiento con STR, CBD y la combinacion de ambos, revirtieron significativamente ese
cambio. En concreto, el aumento inducido por el CBD, solo o en combinacién con STR, fue mas
significativo que el causado por la administracién de STR (Anexo 1, Articulo 2, Figura 5B). En la
region del HIPP, el ECL incrementd los niveles de la expresion génica de los receptores
serotoninérgicos 5HT1A (Figura 5C) y 5SHT2A (Anexo 1, Articulo 2, Figura 5E). Entre todos los
tratamientos, el CBD fue el Gnico que redujo el cambio en el 5HT1A (Anexo 1, Articulo 2, Figura
5D). Mientras que para el receptor 5-HT2A, todas las intervenciones farmacolégicas redujeron el
aumento ocasionado por el ECL sin haber diferencias entre ellos (Anexo 1, Articulo 2, Figura 5F).
Por otro lado, en la region de la AMY, el ECL indujo efectos distintos a los observados en el
HIPP, ya que la expresion génica del 5-HT1A se redujo (Anexo 1, Articulo 2, Figura 5G) y hubo
un aumento en el 5-HT2A (Anexo 1, Articulo 2, Figura 51). De hecho, también se encontraron
diferencias entre los diferentes abordajes farmacolégicos analizados. Por una parte, el CBD y la
STR aumentaron la expresion del gen 5-HT1A, pero en el caso de su combinacién, no se
encontraron cambios estadisticamente significativos (Anexo 1, Articulo 2, Figura 5H). En cambio,
con respecto al 5-HT2A, no se observaron cambios en los grupos ECL tratados con STR o su
combinacion con CBD, comparados con el grupo ECL tratado con VEH. El CBD si fue capaz de
reducir la expresién del 5-HT2A (F Anexo 1, Articulo 2, igura 5J).

En el caso de la neuroplasticidad, la expresion génica relativa del BDNF en el HIPP se redujo
en los ratones expuestos al ECL en comparacion con el grupo ECL VEH (Anexo 1, Articulo 2,
Figura 6A). Impresionantemente, nuevamente el tratamiento con la administracién Gnica de CBD
revirtio esta alteracién, aumentando los niveles del BDNF, lo que no sucedié ni con la STR ni con
la combinacién CBD+STR (Figura 6B). El ECL también produjo una reduccion significativa en la
expresion génica relativa del gen PPARdelta en el HIPP (Anexo 1, Articulo 2, Figura 6C).
Destacando, nuevamente, que esta alteracion fue revertida por el CBD, sin cambios con el resto
de los tratamientos farmacoldgicos analizados (Anexo 1, Articulo 2, Figura 6D). En lo relativo al
mVglutl, se observé una reduccién importante en el grupo de roedores expuestos al ECL VEH
respecto al NO-ECL VEH (Anexo 1, Articulo 2, Figura 6E). En este caso, el CBD, la STR y su
combinacion, revirtieron dichas alteraciones inducidas por el ECL, ya que aumentaron
significativamente la expresion del gen mVglutl, sin hallarse diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (Anexo 1, Articulo 2, Figura 6F).

En cuanto a los estudios de inmunohistoquimica, se observé una reduccién de la
inmunoreactividad para el BDNF (ir-BDNF) en todas las areas del HIPP en el grupo ECL tratado
con VEH en comparacién con el grupo control NO-ECL (Anexol, Articulo 2, Figura 7A y B).
Curiosamente, todos los enfoques farmacolégicos aumentaron la ir-BDNF en comparacién con
los ratones expuestos al modelo y tratados con VEH. Sin embargo, los grupos tratados con CBD,
solo 0 en combinacion con STR, aumentaron la intensidad de marcaje de BDNF en el area
piramidal y las células granulares con respecto al grupo tratado solamente con STR (Anexol,
Articulo 2, Figura 7C-E).
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A mayor aumento en las imagenes pudimos observar que la ir-BDNF en el hilio y las células
granulares del giro dentado aumento su intensidad de marcaje con cada uno de los tratamientos
comparado con el grupo expuesto al ECL y tratado con VEH (Anexol, Articulo 2, Figuras 7F a
J), siendo mayor en los grupos tratados con CBD, solo o asociado a la STR, en la capa granular
del giro dentado (flecha indicadas en el Anexol, Articulo 2, Figuras 7H-J). Todos estos resultados
revelaron una mayor supervivencia celular y mayor plasticidad en los ratones expuestos al ECL
y tratados con los diferentes enfoques farmacoldgicos comparados con el grupo ECL y tratado
solo con VEH pero la intensidad de marcaje fue adin mas significativa en ratones tratados con
CBD y su combinacién que con el tratamiento individual de cada compuesto.

Para poder estudiar la muerte celular y apoptosis, se realiz6 una inmunohistoquimica con
NeuN y Caspase-3. Observamos que los ratones ECL-VEH presentaron una disminucién en la
intensidad del marcaje de NeuN (ir-NeuN) en las areas CAl, y CA3, el hilio y las células
granulares del giro dentado (Anexo 1, Articulo 2, Figura 8A, C, E, G, |) en comparacién con su
correspondiente grupo control tratado con VEH y no expuesto al ECL. Curiosamente, CBD, STR
y su combinacién aumentaron dicha intensidad de marcaje. Por otro lado, la inmunoreactividad
para caspasa-3 (ir-caspasa-3) aumentod en el grupo ECL-VEH en comparacion con los ratones
no expuestos al modelo (Anexo 1, Articulo 2, Figura 8B, D). Por el contrario, la Caspasa-3-ir fue
de menor intensidad para cada uno de los grupos tratados farmacol6gicamente en comparacion
con su grupo control (flechas sefialadas en Anexo 1, Articulo 2, Figuras 8D, F, H, J).
Correlacionado con los resultados anteriores, pudimos observar que, entre estos tratamientos,
el CBD, solo o asociado, tuvo un mayor efecto respecto al grupo tratado solo con STR, ya que la
ir-Caspasa-3 fue de menor intensidad (flechas sefaladas en Anexo 1, Articulo 2, Figuras 8F, H,
J). Estos resultados revelan una mayor muerte celular, como se sefiala en la disminucion de ir-
NeuN y por el aumento de ir-Caspasa-3 en los ratones expuestos al modelo de ECL en
comparacion con el grupo control. El grupo tratado con CBD presento una mayor recuperacion
de estas alteraciones ocasionadas por la exposicion al ECL en comparacion con la STR (flechas

sefialadas en Anexo 1, Articulo 2, Figuras 8F, H, ).
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6. Discusion global

Los resultados de la presente tesis ponen de manifiesto el potencial terapéutico del CBD para
el tratamiento de trastornos emocionales como la ansiedad y depresién, y de la implicacién del
rCB1 en sus efectos ansioliticos. Asimismo, expande el conocimiento sobre otras dianas como
las subunidades GABAergicas a2 y y2, y relacionadas con la neuroplasticidad, que mediarian, al
menos en parte, sus efectos ansioliticos y antidepresivos. Dicha declaracion se confirma con las
evidencias del articulo 1: 1) A dosis agudas bajas e intermedias (10 y 20 mg/kg) el CBD induce
efectos ansioliticos y antidepresivos en los paradigmas comportamentales evaluados en ratones
WT; 2) La administracion aguda de CBD (20 mg/kg) no logra inducir ningiin efecto en los ratones
gue no expresan al rCBy, ratones CB1KO, mientras que si ejerce un efecto ansiolitico en los
roedores carentes del rCB2 (CB2 -/-) y GPR55 (GPR55 -/-); 3) La administracion del antagonista
especifico del rCB1, SR141716A, bloqued la accion ansiolitica del CBD; 4) El CBD presenta un
efecto antidepresivo en todos los roedores modificados genéticamente utilizados; 5) La
administracion de CBD modula la expresién génica tanto de los receptores cannabinoides, rCB1
y rCB2, del GRP55 y de otras dianas implicadas en los procesos de ansiedad, como las
subunidades GABAérgicas a2 y y2 en la AMY e HIPP. Las principales evidencias del articulo 2
son: 1) ElI CBD reduce la ansiedad y los rasgos depresogénicos inducidos por el ECL el a los 4,
7 y 14 dias de tratamiento, mientras que la STR requiri6 14 dias para modular la ansiedad
inducida por el ECL, 2) El CBD fue mas eficaz en modular el deterioro cognitivo y la anhedonia
de los ratones sometidos al ECL que el antidepresivo de referencia STR, 3) EI CBD normalizé
todas las alteraciones de la expresion génica inducidas por el ECL en elementos criticos del
sistema serotoninérgico (Scl6a4, 5-HT1A y 5-HT2A) en el DR, HIPP y AMY en comparacion con
la STR, 4) EI CBD aumenté las expresiones de los genes del BDNF y PPARdelta en el HIPP de
ratones sometidos al ECL, mientras que STR no tuvo efectos, 5) EI CBD aument6 el BDNF y
redujo la inmunoreactividad de la caspasa-3 en HIPP mas que el tratamiento con STR sola, 6)
La combinacion de CBD mas STR mostr6é un efecto similar a la eficacia proporcionada por el
CBD individual en la caja clara-oscura, la suspension por la cola y el laberinto elevado en cruz,
sin embargo, se observo un peor resultado en la mejora del deterioro cognitivo y la anhedonia, y
7) La combinacién de CBD mas STR no revirtio las alteraciones inducidas por el ECL en 5-HT1A,
BDNF y PPARdelta en el HIPP, y 5-HT1A y 5-HT2A en la AMY; y en menor medida produjo un
aumento en la inmunoreactividad del BDNF y una reduccion de la caspasa-3 en el HIPP.

Estudios previos han demostrado que el CBD induce efectos ansioliticos y antidepresivos en
forma de una curva de “U” invertida, siendo efectivo a dosis intermedias, pero no altas o bajas
[289-291, 404]. De acuerdo con estos estudios, en el articulo 1, encontramos que la dosis baja
de 10 mg/kg y la dosis intermedia de 20 mg/kg indujeron un efecto ansiolitico, en los paradigmas
LBD y EPM. Ademas, el CBD a la dosis de 20 mg/kg también produjo efectos antidepresivos en
la prueba del TST y NSFT, mientras que a la dosis de 10 mg/kg solo lo produjo en el NSFT. En
ninguna de las pruebas comportamentales realizadas, el CBD a la dosis mas alta (30 mg/kg)

muestra algun efecto ansiolitico o antidepresivo, concordando con lo descrito anteriormente por
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el grupo de investigacion de Schiavon y cols. [405]. Sin embargo, en otros estudios realizados,
con la misma dosis, se produjo un efecto ansiolitico [406, 407] o antidepresivo [301, 302, 306,
408]. Las diferencias en los procedimientos metodolégicos, como las diferentes especies de
animales (ratas y ratones), cepas (ratas Wistar, C57BI6J, ICR), pruebas de comportamiento
aplicadas y/o el patrén de administracién del CBD, entre otros factores [30], podrian justificar las
discrepancias entre los resultados.

A pesar de la evidencia existente que respalda las propiedades ansioliticas y antidepresivas
del CBD, la caracterizaciéon de los mecanismos de accién subyacentes aln no esta del todo
elucidado. En este sentido, para el siguiente objetivo se decidié explorar mas a fondo las
implicaciones de dianas del SCE como el rCB1, rCB2 y el GPR55 en el efecto ansiolitico del CBD,
dado el papel critico que presentan sobre la reactividad emocional como es la ansiedad y los
trastornos del estado de animo [66, 146, 218, 249, 250, 409-412]. Para ello se realizaron estudios
en ratones modificados genéticamente, CB1 -/-, CB2 -/- y GPR55 -/-. Es bien conocido que la
carencia de los rCB1 y CB2 aumenta la conducta ansiogénica y depresogénica. Ademas, en
estudios recientes realizados por nuestro grupo de investigacién, se demuestra que los ratones
GRP55KO0 exhiben mayor nivel de ansiedad. El CBD a la dosis efectiva de 20 mg/kg, indujo
efectos ansioliticos en todos los ratones KO menos en los roedores carentes del rCBu.
Posteriormente, el estudio farmacolédgico con el antagonista del rCB1 SR141716A, demostro que
el bloqueo del receptor evita los efectos ansioliticos inducidos por el CBD en el paradigma LBD.
Es importante resaltar que la dosis del antagonista SR141715A no indujo ningun efecto cuando
fue administrado solo. De esta manera, tanto el enfoque genético en ratones KO como el enfoque
farmacolégico (antagonista especifico del rCBi1), demuestran que el receptor CB1 media
indudablemente las propiedades ansioliticas del CBD. Estos resultados concuerdan con estudios
previos que demuestran la participacion del rCB: en las acciones ansioliticas del CBD [146, 308,
413-415].

Sin embargo, los antidepresivos del CBD evaluados por medio del paradigma TST en los
diferentes ratones knockout, se mantuvieron. Por lo tanto, en base a estos ultimos resultados, es
tentador especular que los rCB1, rCB2 y GPR55 no serian criticos en la accion antidepresiva del
CBD. Por consiguiente, dentro de las mas de 65 dianas terapéuticas estudiadas sobre las que
actla el CBD [24, 274, 416], el 5-HT1A parece ser el principal en sus efectos antidepresivos [301,
304, 417].

Por otro lado, los andlisis de PCR a tiempo real revelaron que la administracion aguda de
CBD madificaba la expresion genética de Cnrl, Cnr2 y Gpr55 de manera dependiente de la dosis
y de la region cerebral. Los analisis en HIPP y AMY mostraron que el CBD redujo la expresion
del Cnrl y aumento la del Cnr2 de manera dosis dependiente, siendo la dosis de mas alta (30
mg/kg) la que produce los efectos mas pronunciados. Estos resultados concuerdan con estudios
previos de nuestro grupo y otros que demuestran que el tratamiento con CBD reduce la expresién
de Cnrl [418] y aumenta la expresion de Cnr2 en diferentes areas cerebrales [419]. Estas
alteraciones son compatibles con que el CBD actie como agonista del rCB: (directa o

indirectamente) y como antagonista del rCB2. Con respecto al Gpr55, se observaron resultados
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opuestos en AMY e HIPP. Por un lado, el CBD regula al alta el Gpr55 a la dosis de 30mg/kg en
la AMY, mientras que, por otro lado, su expresién se reduce en el HIPP con cada una de las
dosis probadas, y sin diferencia entre ellas. De manera similar, estudios anteriores publicados
por nuestro grupo de investigacion, mostraron que el CBD reduce la expresién del Gpr55 en la
NAcc de ratones expuestos al paradigma de autoadministracion oral con etanol [419]. Es
necesario explorarlo con més detalle el mecanismo exacto por el que el CBD induce estos efectos
opuestos en la expresién del gen Gpr55 en diferentes regiones cerebrales.

Por otro lado, el sistema GABAérgico juega un papel esencial en la regulacién de las
respuestas emocionales, y su modulacién farmacolégica a través de las benzodiacepinas es
crucial para controlar la ansiedad [418]. El efecto ansiolitico de estos farmacos esta mediado por
las subunidades a2y y2 de los receptores GABAAa, con una alta expresion en el sistema limbico
y la corteza [420-423]. Los receptores GABAx estan formados por el ensamblaje de diferentes
subunidades de al, a2, a3 0 a5 en combinacién con las subunidades 8y y2. A pesar de la
escasa informacidn sobre la participacion de ellos en la depresion, se ha encontrado que existe
una disminucion de los niveles de GABA en pacientes con el TDM y que son normalizados tras
tratamiento crénico con antidepresivos [420, 421]. Ademas, ratones knockout heterocigoticos
para a2 y y2 exhiben una mayor vulnerabilidad por desarrollar conductas ansiogénicas y
depresivas. Existen evidencias sobre una estrecha interaccién entre los receptores
cannabinoides y el sistema GABAEérgico, ya que se han observado alteraciones en las
subunidades de los receptores GABA en ratones CBL1 -/- [424] y en ratones con sobreexpresion
del rCB2 [66]. Farmacos que actlan sobre los rCB:1 y rCB> también se modifican la respuesta al
estrés, ansiedad y la desesperanza, e inducen cambios en las subunidades a2y y2 del GABA(A)
[85, 410, 425, 426]. En base a todo ello, se analizaron los cambios en la expresion génica de
ambas subunidades en la AMY e HIPP de los ratones WT tratados con las diferentes dosis de
CBD. De esta manera, pudimos observar que la administracién aguda del CBD produjo una
reduccion en la expresion génica de ambas subunidades GABAérgicas en la AMY y el HIPP con
cada una de las dosis administradas. Estos resultados sugieren el CBD podria estar regulando
de manera directa o indirectamente la neurotransmisién GABAérgica. En linea con esta idea,
estudios previos indican que el CBD inhibe la absorcion de GABA en los sinaptosomas de
cerebros de ratas a una concentracion de 0,1mM [122]. Posteriormente, en un estudio fisiologico
se comparo las acciones del CBD y del 2-AG en receptores GABA(A) recombinantes humanos
expresados en ovocitos de Xenopus, demostrando que el CBD actuaba como un modulador
alostérico positivo en los receptores con las subunidades a2.

En su conjunto, los estudios de expresién génica realizados respaldan aun mas la compleja
red por la que el CBD actuaria como ansioliticas y antidepresivos. Aunque son necesarios futuros
estudios para entender mejor el papel modulador del CBD en los receptores de interés para los
trastornos emocionales, parece que el CBD tendria un mecanismo de accién multimodal
involucrando diferentes dianas terapéuticas en distintas regiones del cerebro [427] para poder

efectuar las acciones ansioliticas y antidepresivas observadas.
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En el articulo 2 se profundiza sobre el efecto del CBD como antidepresivo y su mecanismo
de accion. Se evaluaron los efectos antidepresivos de la administracion cronica de CBD en
comparacion con STR, asi como la combinacion de ambos farmacos en ratones previamente
expuestos al ECL [376, 428]. El inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina, STR, se
selecciond por ser el tratamiento de primera linea del trastorno depresivo mayor [429] y uno de
los antidepresivos mas comunes para el tratamiento de otras enfermedades psiquiatricas como
es el trastorno obsesivo-compulsivo [430], el trastorno de panico [431], trastorno de estrés
postraumatico [431] vy el trastorno de ansiedad social.

Es conocido que los tratamientos antidepresivos actuales, como la STR, requieren varias
semanas para empezar a reducir la sintomatologia depresiva en pacientes y ratas expuestos al
ECL [432, 433]. De acuerdo con las pruebas comportamentales LBD y TST el CBD normalizaba
los efectos ansiogénicos y depresogénicos inducidos por el ECL tan solo tras 4 y 7 dias de
tratamiento, respectivamente. Por el contrario, fueron necesarios 14 dias de tratamiento con la
STR para producir una accion antidepresiva significativa. Esta es la primera evidencia del efecto
antidepresivo del CBD como un agente de accién rapida comparado con un antidepresivo comudn
y de referencia. Ademas, el CBD parece presentar una accion antidepresiva mas completa que
la STR, al restaurar el deterioro cognitivo inducido por el ECL, mientras que la STR no alcanz6
una diferencia estadisticamente significativa. Este hallazgo contradice resultados anteriores que
muestran que la STR es capaz de revertir los deterioros cognitivos causados por el ECL en ratas
[434]. Estas discrepancias pueden estar relacionadas con diferencias en las cepas utilizadas
(ratones CD1 vs ratas Sprague-Dawley), duracién del ECL (4 o 6 semanas) antes del inicio del
tratamiento farmacolégico, las dosis empleadas de STR (10 mg/kg vs 5 mg/kg) y/o la prueba de
comportamiento utilizada (reconocimiento de objetos vs Laberinto de Morris y prueba del
descenso inhibido de la plataforma). Los resultados hallados en esta tesis aportan nueva
informacion relevante sugiriendo que la administracion crénica de CBD revierte todas las
alteraciones del comportamiento (el aumento de ansiedad, la desesperanza, el deterioro
cognitivo y la anhedonia) inducidas por el ECL de manera mas rapida y eficaz que la STR.

Para dilucidar el mecanismo de accién del CBD se evaluaron cambios en la expresion de
genes y proteinas de elementos clave estrechamente relacionados con la depresién. En este
sentido, dado que los neurotransmisores monoaminérgicos, especialmente la serotonina (5-HT),
han estado ampliamente implicados en la fisiopatologia de los trastornos depresivos [435]) fueron
tenidos en cuenta para ser estudiados en este apartado. A pesar de algunos datos
contradictorios, se ha detectado una reduccién de la actividad de vias serotoninérgicas y
alteraciones en el 5-HTT en pacientes depresivos [436, 437]. En los roedores expuestos al ECL,
las concentraciones de 5-HT [438-440], la densidad del 5-HTT y su expresién genética se hayan
reducidos en varias regiones del cerebro [441-444]. En este estudio, la expresion génica del 5-
HTT (SIC6a4) se redujo significativamente en el DR de los ratones expuestos al ECL en
comparacion con los no estresados. El aumento del 5-HTT se relaciona con la reduccién de
conductas de tipo depresivo y de anhedonia, tras la administracion de antidepresivos [445, 446].

Curiosamente el CBD y la STR aumentaron la expresion del gen Scl6a4, aunque el efecto fue
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mas pronunciado con el CBD. Esto puede explicarse, al menos en parte, por qué el CBD muestra
una mayor eficacia que STR en el control de las alteraciones inducidas por el ECL.

Dentro de los receptores serotoninérgicos, se seleccionaron el 5-HT1A y el 5-HT2A. El 5-
HT1A que juega un papel crucial en el control de la disponibilidad de 5-HT, expresandose en
diferentes regiones del sistema limbico [447]. Esta implicado en la regulacién de la ansiedad, la
depresion y la neuroplasticidad tanto en humanos como en roedores [448-457]. En nuestro
estudio, el ECL aumentd la expresion génica del receptor 5-HT1A en el HIPP y lo redujo en la
AMY. Estos resultados son consistentes con estudios anteriores que sugieren que los estimulos
estresantes inducen cambios opuestos en la expresion del gen 5-HT 1A dependiendo de la region
cerebral analizada [452, 458]. EI CBD revirti6 ambas alteraciones, mientras que la STR solo
aumento el 5-HT1A en la AMY. Esto concuerda con las evidencias publicadas anteriormente que
indican que el CBD es un agonista del receptor 5-HT1A, accién que se ha relacionado con sus
propiedades antidepresivas [288, 301, 304, 417, 459]. Los antidepresivos ISRS modifican de
manera significativa la actividad funcional del receptor 5-HT1A en varias regiones del cerebro
[447, 460], mediando, al menos en parte, sus efectos antidepresivos. En los nucleos cerebrales
del rafe, el aumento de las concentraciones de 5-HT inducidos por la inhibicion del 5-HTT,
estimulan a los receptores 5-HT1A somatodendriticos presinapticos. Esta accion resulta en una
inhibicion de la liberacién de 5-HT, que consecuentemente retrasa la activacion del efecto
antidepresivo. Sin embargo, el tratamiento cronico con los ISRS, desensibiliza a los receptores
5-HT1A incrementando, asi, las concentraciones de 5-HT en la sinapsis que subsecuentemente
activan a los receptores 5-HT1A post-sinapticos, accion que se relaciona con la aparicion de los
efectos antidepresivos [461-463]. Asi, el agonismo del receptor 5-HT1A, en combinacién con la
inhibicién del 5-HTT, se relacionan con una accion antidepresiva mas rapida [463-465]. También,
se ha observado que el tratamiento con CBD de manera repetida incrementa la actividad de
disparo de neuronas serotoninérgicas [466] debido a una desensibilizacion de los auto-
receptores 5-HT1A [467]. Este mecanismo se asocié con reduccion de la ansiedad en un modelo
de dolor neuropatico en ratas [466]. Por tanto, es posible hipotetizar que las acciones eficiencia
y eficacia mas rapidas del CBD en comparacion con la STR se deban a la activacion de los
receptores 5-HT1A. Es importante mencionar, que es necesario estudiar mas en profundidad la
implicacion del 5-HT1A en los efectos antidepresivos del CBD mediante, por ejemplo, el bloqueo
del receptor 5-HT1A en ratones expuestos al ECL y tratados con CBD.

El receptor 5-HT2A se modifica por el estrés y esta involucrado en muiltiples trastornos
psiquiatricos. Ademas, la activacion de este receptor en la AMY se ha relacionado estrechamente
con trastornos de ansiedad generalizada [468, 469], trastornos de la personalidad [470] y con el
trastorno de estrés post-traumatico [471]. También, se ha identificado un aumento del 5-HT2A
en la corteza de pacientes fallecidos por suicidio [472, 473] y en varias regiones cerebrales en
roedores expuestos al ECL [474, 475]. En linea con estos hallazgos, en esta tesis, el ECL
aumento significativamente al receptor 5-HT2A en el HIPP y AMY. La administracién crénica del
CBD fue capaz de revertir estas alteraciones, mientras que la STR solo disminuyd la expresién

génica del 5-HT2A en el HIPP. Evidencias anteriores indican que el aumento de la expresion del
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receptor 5-HT2A esta asociado con el estrés, aumentando la intensidad y las consecuencias de
este en cerebros post-mortem de victimas de suicido [476]. Por lo tanto, es tentador especular
que la reduccion de 5-HT2A inducida por el CBD puede contribuir a una eficacia mas significativa
con respecto a la STR para revertir las alteraciones de comportamiento producidas por el ECL.
Sin embargo, no hay informacion sobre cémo el CBD interactda con el receptor 5-HT2A. El hecho
de que reduzca su expresion indicaria que actia como agonista de este receptor, siendo
necesario explorarlo mas a fondo en estudios futuros.

Por otro lado, y curiosamente, el tratamiento con CBD aumenté la expresién del gen BDNF
en el HIPP, a diferencia de la STR. Ademas, los estudios inmunohistoquimicos revelaron que el
tratamiento con CBD aumenté la intensidad de marcaje para BDNF en el HIPP de manera mas
significativa que con STR. Estos resultados estan de acuerdo con estudios anteriores que
muestran que el CBD aumenta la expresion del gen BDNF y la sinaptofisina en la PFC y el HIPP
de ratones ICR expuestos al ECL [309]. Ademas, la administraciéon aguda del CBD produjo
efectos antidepresivos asociados con un aumento de la sinaptofisina y de PSD95 en la mPFC y
de la expresién proteica del BDNF en la mPFC e HIPP [302]. Adicionalmente, en modelos
animales de isquemia cerebral, el CBD es capaz de incrementar los niveles del BDNF
hipocampal, estimulando la neurogénesis y promoviendo la reestructuracion dendritica [477]. De
manera similar, en un modelo de mania en roedores inducido por D-anfetamina, se observé un
incremento en la expresion del BDNF en el HIPP tras la administracion del CBD [478]. Ademas,
el tratamiento con CBD aumenté la intensidad de marcaje para NeuN y disminuy6 el marcaje de
la caspasa-3 de manera mas significativa que con STR. Por lo tanto, el CBD fue mas eficaz para
revertir el aumento de la apoptosis y pérdida neuronal que la STR en el ECL.

Por otro lado, los analisis de la expresion del gen PPARdelta en el GD del HIPP
proporcionaron mas informacion sobre la mejora de la neuroplasticidad mediada por el CBD. El
PPARdelta pertenece a la familia de receptores PPAR con una amplia distribucién cerebral [479,
480]. Recientemente, se ha visto que este receptor regula el 5-HTT en el HIPP [481] y es esencial
para reducir los sintomas de tipo depresivo inducidas por estrés [482]. Ademas, la activacion del
PPARdelta induce neuroproteccion y revierte la neurodegeneracion en la enfermedad de
Alzheimer [483], la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington [484].
Notablemente, el tratamiento con CBD fue el Unico capaz de revertir la reduccion de la expresion
génica del PPARdelta en el HIPP generada por el ECL.

Se analizaron también posibles cambios del mVGIlutl en el HIPP. Este transportador de
glutamato esta ubicado en las neuronas presinapticas de glutamato, estando implicado en llevar
el glutamato a las vesiculas presinapticas y promover la liberacion sinaptica de glutamato [485].
El control de los niveles de glutamato es fundamental para proteger el cerebro de la
excitotoxicidad, que puede conducir a la muerte celular [486]. Se ha propuesto que el
desequilibrio entre la neurotransmision inhibitoria (glutamatérgica) y excitatoria (GABAérgica)
esta implicada en diferentes trastornos psiquiatricos, incluidos los trastornos depresivos [421,
487]. Recientemente, la modulacion de la neurotransmision del glutamato se ha relacionado con

los efectos antidepresivos de la ketamina y sus efectos sobre la neuroplasticidad [488, 489]. En
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este estudio, el ECL redujo la expresién del gen mVGIutl, que puede estar relacionado con
cambios en las concentraciones de glutamato en la hendidura sinaptica, mientras que el CBD y
la STR aumentaron la expresion de este gen en el HIPP.

Otra parte desarrollada en la presente tesis, y que resulto ser particularmente interesante, fue
la combinacién del CBD con STR para identificar si dicha combinacion era capaz de mostrar
efectos potencialmente aditivos o sinérgicos. La combinaciéon entre medicamentos es un
procedimiento estandar en la clinica, especialmente para el tratamiento de los trastornos
depresivos e indicado para lograr una mayor eficacia y menor nimero de efectos adversos que
con terapias farmacologicas individuales. Sin embargo, de manera inesperada, la combinacién
de CBD con STR resultd ser menos efectiva que el CBD administrado individualmente en la
modulacién de las alteraciones comportamentales y moleculares causadas por el ECL. Estos
resultados, plantean la pregunta sobre la naturaleza de la interaccion entre ambos farmacos. Una
posible explicacidn seria una interaccion farmacocinética, ya que ambos son metabolizados
hepéaticamente por el mismo citocromo P450 (CYP2C19) [273, 490, 491]. En este sentido,
recientemente tanto estudios in vitro como in vivo han sefialado que el CBD inhibe
significativamente al CYP2C19, disminuyendo el metabolismo de STR y los ISRS [491, 492].
Esto conllevaria a aumentar las concentraciones de STR y serotonina. De esta manera,
aparentemente la combinacion del CBD mas la STR aumentaria el riesgo de efectos secundarios
por parte de los ISRS debido a su elevada concentracion [493, 494]. Recientemente se ha
publicado un caso clinico de un paciente con trastorno de depresion y ansiedad tratado con STR
durante mas de 20 afos, que ingresa en el hospital por una disfuncién cognitiva inducida por
hiponatremia. El paciente inicié tratamiento por cuenta propia con CBD, el cual produjo una
inhibicién del CYP2C19, aumentando los niveles de STR y estos a su vez de 5-HT, produciendo
la hiponatremia y el déficit cognitivo [495].

Cabe destacar que el CBD y la STR se unen a proteinas plasmaticas [496, 497], por lo que
podria existir también una interaccion entre ambos farmacos a este nivel, que podria explicar, al
menos en parte, por qué su combinacion tiene menos eficacia que la administracion individual
del CBD.

Por otro lado, también podria existir una interaccion farmacodinamica entre el CBD y la STR.
Al inicio del tratamiento (durante los dias 1 al 14), el CBD con la STR mostré la misma eficacia
que el CBD solo, mientras que la STR administrada individualmente no. A los 14 dias de
tratamiento, la STR comienza a tener efecto por si misma, y la combinacién empieza a ser menos
efectiva que el CBD. A partir de este punto temporal, la combinacién da como resultado una
eficacia menor que el CBD, como se muestra en los paradigmas de reconocimiento de objetos y
de ingesta de sacarosa.

De manera global, los resultados revelan que el CBD es capaz de inducir un efecto
antidepresivo acompafiado de cambios en dianas clave del sistema serotoninérgico y de la
neuroplasticidad, lo que amplia el conocimiento sobre su posible mecanismo de accién. El CBD
parece presentar ventajas como antidepresivo comparado con la STR, como su velocidad de

accion mas rapida y su eficiencia, modulando todas las alteraciones de conducta y moleculares

56



analizadas en este estudio. Asimismo, es importante destacar que se debe prestar especial
atencion a la combinacion de CBD con antidepresivos, ya que parece producir un impacto
negativo en el tratamiento. Seria necesario realizar en un futuro cercano estudios que permitan
determinar el posible posicionamiento terapéutico del CBD para el tratamiento de los trastornos

depresivos y de ansiedad.

7. Futuras direcciones

Los resultados de la presente tesis suponen el primer paso para el desarrollo de estudios pre-
clinicos y clinicos sobre el potencial terapéutico del CBD en el tratamiento de los trastornos de
ansiedad y depresién en humanos. Esto es factible ya que actualmente el CBD se encuentra
aprobado por la AEM y la FDA en el tratamiento de la espasticidad en esclerosis multiple
(Sativex®, CBD:THC 1:1) y para el tratamiento de diferentes sindromes epilépticos en nifios
(Epidiolex®). Dado que tiene un perfil de seguridad alto, sin destacar efectos adversos graves,
se hace factible realizar un estudio piloto para evaluar su eficacia en ansiedad y depresion.

Ademas de las dianas mas destacadas e implicadas en la depresién y estudiadas en esta
tesis, seria de relevancia realizar nuevas investigaciones encaminadas a identificar otras dianas

gue permitiran elucidar el mecanismo de acciéon completo del CBD como antidepresivo.
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8. Conclusiones finales

1.

El CBD presenta efectos ansioliticos y antidepresivos en modelos agudos de ansiedad
y depresion a través de una dosis-respuesta en forma de “U” invertida, siendo las dosis
medias las mas eficaces.

ElrCB1 es necesario para los efectos ansioliticos del CBD. En ratones CBL1 -/- o tratados
con el antagonista del rCB1, SR141716A, el CBD no presenta efecto ansiolitico.

La actividad antidepresiva del CBD estaria modulada por otras dianas terapéuticas, dado
que la carencia de los receptores rCB1, rCB2 y GPR55 no evitd la respuesta
antidepresiva del mismo.

La administracion aguda del CBD es capaz de modular la expresion génica de dianas
del sistema endocannabinoide (rCB1, rCB2 y GPR55) y de las subunidades
GABAérgicas alfa2 y gamma2 en la AMY e HIPP, lo que indica que podria regular de
manera directa o indirecta la neurotransmision mediada por el GABA.

El CBD administrado cronicamente presenta un claro efecto antidepresivo, modulando
las alteraciones comportamentales y neuromoleculares inducidas por el ECL.

El CBD presenta un efecto antidepresivo mas rapido y eficaz que la STR.

La combinacién CBD y STR presenta menor eficacia que el CBD solo, siendo necesario
explorar que interacciones existen entre ambos compuestos que expliquen estos
hallazgos.

En su conjunto, los resultados de la presente tesis ponen de manifiesto las propiedades
ansioliticas y antidepresivas del CBD, suponiendo un avance para el desarrollo de

ensayos clinicos en humanos.
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Abstract: The anxiolytic and antidepressant properties of cannabidiol (CBD) have been evaluated in several
studies. However, the molecular mechanisms involved in these actions remain unclear. A total of 130 male
mice were used. CBD’s ability to modulate emotional disturbances (anxiety and depressive-like behaviors)
was evaluated at different doses in wild-type (CD1; 10, 20 and 30 mg/kg; i.p.) and knockout (CB1KO,
CB2KO; GPR55KO; 20 mg/kg) mice. Moreover, CBD effects (20 mg/kg; i.p.) were evaluated in mice
previously treated with the CBlr-antagonist SR141716A (2mg/kg; i.p.). Relative gene expression analyses of
Cnrl and Cnr2, Gpr55 and GABA(A)a2 and y2 receptor subunits were performed in the amygdala (AMY)
and hippocampus (HIPP) of CD1 mice. CBD (10 and 20 mg/kg) showed anxiolytic and antidepressant
actions in CD1 mice, being more effective at 20 mg/kg. Its administration did not induce anxiolytic actions
in CB1KO mice, contrary to CB2KO and GPR55KO. In all of them, the lack of cannabinoid receptors did not
modify the antidepressant activity of CBD. Interestingly, the administration of the CBlr antagonist
SR141716A blocked the anxiolytic-like activity of CBD. Real-time PCR studies revealed a significant
reduction in Cnrl and GABA(A)a2 and y2 gene expression in the HIPP and AMY of CD1 mice treated with
CBD. Opposite changes were observed in the Cnr2. Indeed, Gpr55 was increased in the AMY and reduced
in the HIPP. CB1r appears to play a relevant role in modulating the anxiolytic actions of CBD. Moreover,
this study revealed that CBD also modified the gene expression of GABA(A) subunits a2 and y2 and CBlr,
CB2r and GPR55, in a dose- and brain-region-dependent manner, supporting a multimodal mechanism of
action for CBD.

Keywords: cannabidiol; anxiety; depression; cannabinoid receptor 1; cannabinoid receptor 2;
G-protein-coupled receptor 55, GABA(A) receptor
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1. Introduction

Mood disorders are considered one of the most prevalent psychiatric disorders with a high
socioeconomic and health impact. Anxiety and depression are the most common, with an
estimated 280 million people suffering from each [1-6]. The treatment of both includes
complex pharmacological strategies combined with cognitive-behavioral therapies. Selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) are the most commonly used antidepressant drugs,
with significant limitations regarding their therapeutic effectiveness. Indeed, up to 30% of
patients with major depression develop treatment resistance to the first-line selected drugs
[7-11]. On the other hand, benzodiazepines, the most commonly prescribed anxiolytic drugs,
are limited because of their high risk of abuse and adverse effects [12,13]. Thus, the
therapeutic limitations in treating these disorders highlight the need to develop new, more
effective and safer pharmacological strategies.

In recent years, the endocannabinoid system (ECS) has attracted interest because of its
implication in the pathophysiology of neuropsychiatric disorders, including mood disorders
[14-19]. Thus, the modulation of this system could be an exciting tool for their treatment.
Cannabidiol (CBD) is one of the main compounds of the Cannabis sativa plant without
properties as a drug of abuse [20]. This drug can interact with more than 65 different targets,
such as G-protein-coupled receptor 55 (GPR55), vanilloid receptors (TRPV1), serotonergic
receptor 5-HT1A, mu and delta-opioid receptors and peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPAR-y) [21-27]. Notably, CBD acts as a non-competitive allosteric
modulator of cannabinoid receptor 1 (CB1r) [21,28] and as an inverse agonist of cannabinoid
receptor 2 (CB2r) [25]. Several clinical and preclinical studies showed that CBD presents
antidepressant, anxiolytic, antipsychotic and neuroprotective actions, presenting an
attractive potential therapeutic strategy for treating mood disorders [29-31]. In this respect,
its possible utility in anxiety and depression has been evaluated in several animal models,
with promising results [32-37]. The involvement of 5-HT1A receptors in CBD’s mechanism
of action has been proposed [32,33,36]. Additional studies revealed the involvement of CB1r
in the anxiolytic activity of CBD [38—40].

Cumulative evidence supports the role of cannabinoid receptors (CB1 and CB2) in regulating
the response to stress, anxiety, depression, schizophrenia and in cognition [41-47].
Interestingly, both cannabinoid receptors are associated with significant alterations in the
expression of anxiolytic-mediated subunits of the GABA(A) receptor [42,48,49] and with the
anxiolytic action of benzodiazepines [41,42]. More recently, additional receptors on which
endocannabinoids also act, such as the GRP55 receptor, have been associated with the
regulation of emotional reactivity [50-52] and hippocampal plasticity [53]. Interestingly,
previous studies have demonstrated that CBD modifies the gene expression of these targets
in animal models of PTSD [54], alcohol consumption [55,56] and spontaneous cannabinoid
withdrawal [57], in which CBD showed efficacy.

The present study aimed to characterize the mechanisms by which CBD exhibits its
anxiolytic and antidepressant actions, emphasizing CB1r, CB2r and GPR55. In the first part,
we evaluated dose-response acute CBD effects in wild-type animals (WT) in a battery of tests
for assessing anxiety and coping-like behavior. In the second part, CBD effects were
evaluated in genetically modified mice lacking CB1r (CB1KO), CB2r (CB2KO), and GPR55
(GPR55KO) exposed to representative behavioral tests for measuring anxiogenic- and
coping-like behaviors. In addition, pharmacological studies using the CBlr-antagonist,
SR141716A, were carried out to further clarify the role of CB1r in CBD effects. Finally, gene
expression studies were conducted to analyze potential changes in Cnrl, Cnr2, Gpr55 and
GABA(A) genes induced by acute CBD administration in WT animals using real-time PCR.
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2. Results

2.1. Behavioral Evaluation of CBD Actions in WT Mice

We first wanted to evaluate the acute anxiolytic and antidepressant-like effects of CBD. For
this purpose, we chose well-accepted animal models for assessing anxiety-like behaviors,
using the light-dark box (LDB), the elevated plus maze (EPM) test and novelty suppressed
feeding (NSFT) test, coping behavior, and tail suspension test (TST) in rodents. These studies
were designed to help further characterize the acute effects of CBD in the modulation of
anxiety and depressive-like behaviors in mice.

2.1.1. Light-Dark Box Test (LDB)

Mice treated with CBD at 10 and 20 mg/kg doses spent more time in the lighted box than vehicle
(VEH)-treated mice. Interestingly, these anxiolytic actions were not observed at a dose of 30 mg/kg
(Figure 1A, one-way ANOVA followed by Student—-Newman—Keuls test, F(3,39) = 10.124, p < 0.001)
(n = 9-10/group). In addition, no changes were observed in the number of transitions between
groups (Figure 1B, one-way ANOVA followed by Student—-Newman—Keuls test, F(3,39) = 0.421, p =
0.739) (n = 9-10/group).

2.1.2. Elevated Plus Maze Test (EPM)

CBD exerted an anxiolytic-like effect after a dose of 10 mg/kg, increasing the percentage of time
spent in the open arms compared to controls. Interestingly, a dose of 20 mg/kg induced a more
pronounced anxiolytic action than for CBD-10 mg/kg-treated mice (Figure 1C, one-way ANOVA
followed by Student—Newman—Keuls test, F(3,38) = 66,908, p < 0.001) (n = 9-10/group). In contrast,
no effect was observed at the highest dose of CBD (30 mg/kg) compared to the VEH group. No
differences were observed in the number of transitions between all four groups (Figure 1D, one-way
ANOVA followed by Student—Newman—Keuls test, F(3,35) = 2.056, p = 0.126) (n = 9—10/group).
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Figure 1. Effects of a single administration of cannabidiol (CBD) (10, 20 and 30 mg/kg, i.p.) on anxiety-like
behaviors in the light-dark box (A,B) and elevated plus maze (C,D) paradigms. The behavioral evaluation
was developed 1 h and 30 min after the administration of CBD (or vehicle (VEH)). Columns represent the
means and vertical lines + SEM of (A) the time in the lighted box (s); (B) the number of transitions in the
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light-dark box test; (C) the percentage of time in the open arms (%); and (D) the number of transitions in the
elevated plus-maze test. * Values from CBD-treated mice that were different (p < 0.05) from VEH-treated
mice and # values from CBD-20 mg/kg-treated mice that were different from CBD-10 mg/kg-treated mice
(one-way ANOVA followed by Student-Newman—Keuls test, p < 0.05).

2.1.3. Tail Suspension Test (TST)

Treatment with CBD significantly reduced the immobility time at a dose of 20 mg/kg. Interestingly,
the lower and the higher doses of CBD (10 and 30 mg/kg) did not induce any effects

(Figure 2, One-way ANOVA followed by Student—Newman—Keuls test, F(3,38) = 3.364, p = 0.029) (n
=9-10/group).
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Figure 2. Effects of a single administration of cannabidiol (CBD) (10, 20 and 30 mg/kg, i.p.) on coping
behaviors in the tail suspension test paradigm. The behavioral evaluation was developed 1 h and 30 min
after the administration of CBD (or vehicle (VEH)). Columns represent the means and vertical lines + SEM
of immobility time (s). * Values from CBD-20 mg/kg-treated mice that were different (p < 0.05) from VEH-
treated group (one-way ANOVA followed by Student-Newman—Keuls test, p <0.05).

2.1.4. Novelty Suppressed Feeding Test (NSFT)

Mice showed significantly shorter latency time and increased consumption of food pellets
(mg) with a dose of 10 mg/kg of CBD compared with the control group. The 20 mg/kg
intermediate dose revealed major anxiolytic and hedonic actions. In contrast, the dose of 30
mg/kg did not induce any differences compared with VEH-treated mice (latency time: Figure 3A,
one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,36) = 19.411, p < 0.001; Food
consumption: Figure 3B, one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,37) =
16.840, p < 0.001) (n = 9-10/group).
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Figure 3. Effect of a single administration of cannabidiol (CBD) (10, 20 and 30 mg/kg, i.p.) on anxiety-like
behaviors in the novelty suppressed feeding test. The behavioral evaluation was developed 1 h and 30 min
after the administration of CBD (or vehicle (VEH)). Columns represent the means and vertical lines + SEM
of (A) latency time (s) and (B) pellet intake (mg). * Values from CBD-treated mice that were different (p <
0.05) from VEH-treated mice, and # values from 20 mg/kg of CBD-treated mice that were different from mice
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treated with the lower dose of CBD (10 mg/kg) (one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls
test, p <0.05).

2.2. Effects of CBD on Anxiety and Coping-Like Behaviors in Mice Lacking CB1r, CB2r and
GPR55

Considering the role of CB1r, CB2r and GPR55 in modulating emotional reactivity, and that
they are proposed targets on which CBD directly or indirectly acts, we aimed to explore their
involvement in the anxiolytic and antidepressant-like effects of CBD. For this purpose, we
evaluated the effects of CBD in the LDB and the TST in mice lacking the CB1r (CB1KO), CB2r
(CB2KO) and GPR55 (GPR55KO0) receptors. These results enable an improved understanding of
the mechanism of action of CBD.

2.2.1. Light-Dark Box (LDB)

Acute CBD (20 mg/kg) administration did not modify anxiety-like behaviors in CB1KO mice
compared to the control group (Figure 4A, two-way ANOVA followed by Student-Newman-—
Keuls test: genotype F(1,40)= 263.42, p < 0.001; treatment F(1,40) = 12.386, p = 0.001; genotype x
treatment: F(1,40) = 13.242, p < 0.001) (n = 10-11). In contrast, in CB2KO and GPR55KO mice an
anxiolytic effect was observed after CBD administration (CB2KO: Figure 4C, two-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls test: genotype F(1,38) =180.23, p < 0.001; treatment F(1,40)=
56.126, p<0.001; genotype x treatment: F(1,40) = 4.829, p = 0.035) (n = 9-10/group); GPR55KO:
Figure 4E, two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test: genotype F(1,37) =
23.265, p<0.001; treatment F(1,37) = 53.020, p < 0.001; genotype x treatment: F(1,37) = 1.555, p =
0.221) (n = 8-10/group).

No changes were observed in the number of transitions between CBD- and VEH-treated mice
(CB1KO: Figure 4B, two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test: genotype
F(1,40) =39.216, p < 0.001; treatment F(1,40) = 0.580, p = 0.451; genotype x treatment F(1,40) = 0.407,
p = 0.528) (CB2KO: Figure 4D, two-way ANOVA followed by Student-Newman—Keuls test:
genotype F(1,38) =6.762, p=0.014; treatment F(1,38) =0.899, p = 0.349; genotype x treatment F(1,38)
=1.146, p =0.292) (GPR55KO: Figure 4E, two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls
test: genotype F(1,37) = 24.433, p<0.001; treatment F(1,37) = 0.429, p = 0.517; genotype x treatment
F(1,37) =0.306, p = 0.584).
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Figure 4. Effects of a single administration of cannabidiol (CBD) at a dose of 20 mg/kg (i.p.) on anxiety-like
behaviors in the light-dark box in mice lacking the cannabinoid receptor 1 (CB1KO) (A,B), lacking the
cannabinoid receptor 2 (CB2KO) (C,D), and lacking the G-protein-coupled receptor 55 (GPR55KO) (E,F)
mice. The behavioral evaluation was developed 1 h and 30 min after the administration of CBD (or vehicle
(VEH)). Columns represent the means and vertical lines + SEM of the time in the lighted box (s) (A,C,E) and
the number of transitions (B,D,F). Results from CD1 VEH and CBD (20 mg/kg) groups have been included
for comparative purposes. * Values from groups that were different from wild-type (WT)-VEH treated mice
(two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, p < 0.05). ¥ Values from groups that were
different from KO-VEH treated mice (two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, p <0.05).
# Values from groups that were different from WT-CBD-treated mice (two-way ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls test, p <0.05).

2.2.2. Tail Suspension Test (TST)

CBD at the dose of 20 mg/kg elicited antidepressant-like effects among all CB1KO, CB2KO
and GPR55KO mice (CB1KO: Figure 5A, two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls
test: genotype F(1,40) =9.878, p =0.003; treatment F(1,40) =23.176, p < 0.001; genotype x treatment
F(1,40) = 0.390, p = 0.536; n = 10-11) (CB2KO: Figure 5B, two-way ANOVA followed by Student-
Newman-Keuls test: genotype F(1,38) = 22.938, p < 0.001; treatment F(1,38) = 17.379, p < 0.001;
genotype x treatment F(1,38) = 0.278, p =0.601; n = 9-10) (GPR55KO: Figure 5C, two-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls test: genotype F(1,37) = 16.233, p < 0.001; treatment F(1,37)
=14.633, p < 0.001; genotype x treatment F(1,37) = 0.0389, p = 0.845; n = 8-9).
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Figure 5. Effects of a single administration of cannabidiol (CBD) at 20 mg/kg (i.p.) on coping
behaviors in the tail suspension test in mice lacking the cannabinoid receptor 1 (CB1KO) (A),
lacking the cannabinoid receptor 2 (CB2KO) (B) and lacking the G-protein-coupled receptor 55
(GPR55KO) (C). The behavioral evaluation was developed 1 h and 30 min after administration of
CBD (or vehicle (VEH)). Columns represent the means and vertical lines + SEM of immobility
time (s). Results from CD1-VEH and CBD (20 mg/kg) groups have been included for comparative
purposes. * Values from groups that were different from wild-type (WT)-VEH-treated mice (two-
way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, p <0.05). # Values from groups that were
different from KO-VEH treated mice (two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls
test, p < 0.05). # Values from groups that were different from WT CBD-treated mice (two-way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, p < 0.05).

2.3. Effects of CBD in Combination with a Selective CB1r Antagonist on Anxiety-Like
Behaviors in WT Mice

Considering that CBD did not show any anxiolytic-like effect in CB1KO mice, we thoroughly
explored the role of CB1r in CBD properties by administering the CB1r-antagonist SR141716A
before CBD administration in CD1 mice and evaluated its effects in the LBD test. The results
would demonstrate the involvement of CB1r in CBD anxiolytic properties.

The administration of SR141716A did not modify the time spent in the lighted box in the
LDB paradigm. In contrast, CBD showed an anxiolytic action at 20 mg/kg. Interestingly, this effect
was completely blocked when combined with the CBlr-antagonist, inducing even a mild
anxiogenic effect (Figure 6A, two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, SR:
(1,31) F=22,002, p < 0.001; CBD: (1,31) F = 0.0427, p = 0.838; SR x CBD: (1,31) F = 10,226, p = 0.003)
(n =8/group). No differences were observed in the number of transitions between groups (Figure
6B, two-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, SR: F(1,31) = 2.080, p = 0.160;
CBD: F(1,31) = 0.382, p = 0.542; SR x CBD: (1,31) F = 0.308, p = 0.584) (n = 8/group).
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Figure 6. Effects of a single administration of cannabidiol (CBD) (20 mg/kg, i.p.) in mice pre-treated with the
cannabinoid receptor 1 (CBlr)-antagonist SR141716A (2 mg/kg, i.p.) on the light-dark box test. The
behavioral evaluation was developed 2 h after SR141716A (or vehicle) and 1 h and 30 min after the
administration of CBD (or vehicle (VEH)). Columns represent the means and vertical lines + SEM of the time
in the lightbox (s) (A) and the number of transitions (B). * Values from CBD-treated mice that were different
(p < 0.05) from vehicle (VEH)-treated mice, and # values from SR141716A + CBD-treated mice that were
different from VEH + CBD and SR141716A + VEH-treated animals (two-way ANOVA followed by Student—
Newman—Keuls test, p < 0.05).

2.4. Gene Expression Studies of Cnrl, Cnr2, Gpr55 and GABA (A)a2 and y2 Subunits in Wt
Mice Treated with CBD

Additionally, we carried out gene expression studies to identify alterations in key targets closely
related to emotional reactivity and anxiety, such as Cnr1, Cnr2, Gpr55 and the a2 and y2 subunits
of GABA(A) receptors in the amygdala (AMY) and hippocampus (HIPP) of mice treated with
CBD, and two brain corticolimbic regions involved in a broad range of behavioral and cognitive
functions, including emotional regulation. We chose real-time PCR to measure these targets’

relative gene expression.

2.4.1. Cannabinoid Receptors

CBD administration induced a dose-dependent decrease in Cnrl gene expression in the AMY at
all doses (Figure 7A, one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,35) = 6.699,
p <0.001) (n=9-10/group). The same effect was observed in the HIPP but only at the highest dose
of CBD (Figure 7D, one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,36) = 4.692,
p =0.008) (n =9-10/group). This reduction was accompanied by an increase in gene expression of
Cnr2 (at all 3 doses) in the AMY (Figure 7B, one-way ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls test, F(3,34) = 8.910, p < 0.001) (n = 9-10/group) and HIPP (at 20 and 30 mg/kg) (Figure 7E,
one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,36) = 7.178, p < 0.001) (n = 9-
10/group).

Gpr55 only increased at a dose of 30 mg/kg (Figure 7C, one-way ANOVA followed by Student—
Newman-Keuls test, F(3,35) = 3.521, p = 0.026) (n = 9-10/group) in the AMY, whereas in the HIPP,
a significant reduction was observed at all doses tested (Figure 7F, one-way ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls test, F(3,36) = 4.948, p = 0.006) (n = 9-10/group).
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Figure 7. Effects of a single administration of cannabidiol (CBD) (10, 20 and 30 mg/kg, i.p.) on the relative
gene expression of cannabinoid receptor 1 (Cnrl), cannabinoid receptor 2 (Cnr2) and G-protein-coupled
receptor 55 (GPR55) in the amygdala (AMY) (A-C) and hippocampus (HIPP) (D-F). Columns represent the
means and vertical lines + SEM of the relative gene expression (2-AACt). * Values from CBD-treated mice
that were different from vehicle (VEH)-treated mice, and # values from 30 mg/kg of CBD-treated mice that
were different from the lower dose of CBD (10 mg/kg) treated animals. & Values from 30 mg/kg of CBD-

treated mice that were different from the CBD (20 mg/kg) treated mice (one-way ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls test, p <0.05).

2.4.2. GABA (A) Receptor Subunits

CBD administration at doses of 20 and 30 mg/kg decreased GABA(A)a2 gene expression in the
AMY, this reduction being more pronounced with the highest dose of 30 mg/kg (Figure 8A, one-
way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,35) = 7.048, p < 0.001) (n= 9-
10/group). Similarly, in the HIPP, a reduction of GABA(A)a2 was observed at all doses of CBD
tested (Figure 8C, one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,36) = 6.759, p
< 0.001) (n = 9-10/group). In addition, for GABA(A)y2 gene a dose-dependent decrease was
observed in both regions, AMY (Figure 8B, one-way ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls test, F(3,35) = 6.899, p < 0.001) (n = 9-10/group) and HIPP (Figure 8D, one-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls test, F(3,36) = 4.460, p = 0.010) (n = 9-10/group).
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Figure 8. Effects of a single administration of CBD (10, 20 and 30 mg/kg, i.p.) on the relative gene expression
of GABA(A) a2 and y2 in the amygdala (AMY) (A,C) and hippocampus (HIPP) (B,D). Columns represent
the means and vertical lines + SEM of the relative gene expression (2-AACt). * Values from CBD-treated mice
that were different from vehicle (VEH)-treated mice and # values from CBD (20 or 30 mg/kg)-treated mice
that were different from the lower dose of CBD (10 mg/kg) treated animals (one-way ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls test, p <0.05).

3. Discussion

The present study results confirm that CBD may significantly promote anxiolytic- and
antidepressant-like effects in mice in a dose-dependent manner, effects that are mediated, at least
in part, by CB1r. This statement is based on the following observations: (1) Low and intermediate
acute doses of CBD (10 and 20mg/kg) induced anxiolytic- and antidepressant-like effects in the
behavioral tests assessed in WT mice; (2) Acute CBD administration (20 mg/kg) failed to induce
any anxiolytic-like effects in CB1KO mice, whereas it was observed in CB2KO and GPR55KO
mice; (3) the administration of the CBlr-antagonist, SR141716A, blocked the anxiolytic action of
CBD; (4) CBD presented an antidepressant-like effect in all the knockout mice used; and (4) the
administration of CBD reduced Cnrl, GABA(A)a2 and GABA(A)y2 gene expression in the AMY
and HIPP, whereas it increased Cnr2 in both regions. In contrast, Gpr55 gene expression
increased in the AMY but decreased in the HIPP after administration of CBD.

Previous studies have shown that CBD induced anxiolytic- and antidepressant-like effects
following an inverted U-shape curve, being effective at intermediate but not at very low or high
doses [31,58-60]. In agreement with these studies, we found that low (10 mg/kg) and intermediate
doses (20 mg/kg) induced an anxiolytic-like effect, since both doses increased the exploration time
in anxiogenic environments in the LDB and EPM test. Moreover, CBD at these doses also reduced
the latency in the NSFT, increasing the food intake. The intermediate CBD dose presented a more
robust antidepressant-like effect than the lower dose since it significantly reduced coping
behavior, indirectly measured by the immobility time in the TST.
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In none of the behavioral tests performed, did CBD at the highest dose (30 mg/kg) show any
anxiolytic or antidepressant-like effect, as described previously [61]. However, opposite results
were found in other studies in which the same dose induced an anxiolytic- [34,62] or
antidepressant-like effect [35,36,63,64]. These discrepancies may be due to differences in
methodological procedures, such as different animal species (rats and mice), strains (Wistar rats,
C57Bl6], ICR), behavioral tests applied, and/or the pattern of administration (for more details, see
[30]).

Despite evidence supporting the anxiolytic and antidepressant properties of CBD under certain
experimental conditions, the complete characterization of the underlying mechanisms of action
is still pending. In this respect, 5-HT1A is one of the main targets studied among the more than
65 targets on which CBD acts [29,65,66], demonstrating the involvement of this receptor in its
anxiolytic [32,67-70] and antidepressant-like effects [33,36,40]. Here, we aimed to explore further
the implication of additional CBD proposed targets, such as CBlr, CB2r and GPR55, given the
critical role these receptors play in emotional reactivity, anxiety and mood disorders
[14,42,44,48,51,52,71-73]. Studies on genetically modified mice have provided evidence, since
CBI1KO [47,74-76] and CB2KO mice [45,77] showed increased anxiety and depressive-like
behaviors. Moreover, recent studies carried out by our group demonstrated that GPR55KO mice
also displayed anxiogenic-like responses (to be published).

Genetic (CB1KO) and pharmacological (SR141716A) approaches show CB1r as an undoubtedly
active receptor mediating the anxiolytic properties of CBD. Thus, we evaluated the effects of the
effective CBD dose (20 mg/kg) in CB1KO, CB2KO and GPR55KO mice. CBD induced anxiolytic-
like effects in CB2KO and GRP55KO but did not affect CB1KO mice. Moreover, a pharmacological
study using the CBlr-antagonist SR141716 A demonstrated that the blockade of CB1r avoids CBD-
induced anxiolytic-like effects in the LBD test. Importantly, SR141716A did not induce any effect
when it was given alone. These results agree with previous studies demonstrating the
involvement of CB1r in the anxiolytic actions of CBD [40,78-81]. However, when evaluating the
effects of CBD on coping behaviors in the tail suspension test in the different knockout mice, the
lack of these receptors did not prevent CBD antidepressant effects. Therefore, based on these
results, it is tempting to speculate that other receptors, such as the 5-HT1A receptor described
above, may be even more critical in understanding the antidepressant action of CBD.

Real-time PCR analyses revealed that acute CBD administration modified gene expression of
Cnrl, Cnr2 and Gpr55 in a dose- and brain-region-dependent manner. AMY and HIPP analyses
showed that CBD downregulated Cnrl and increased Cnr2 gene expression dose-dependently,
with the most pronounced effects occurring with the highest dose (30 mg/kg). These results agree
with previous studies of our group and others demonstrating that CBD treatment reduced Cnrl
[56,82] and increased Cnr2 gene expression in different brain areas [56]. These alterations are
compatible with CBD acting as a CB1r-agonist (directly or indirectly) and as a CB2r -antagonist.

Regarding Gpr55, opposite results were observed in the AMY and HIPP. On the one hand, CBD
significantly upregulated Gpr55 at the highest dose in the AMY. On the other hand, Gpr55
expression was significantly reduced in the HIPP at all doses tested, with no differences between
them. Similarly, our previous studies revealed that CBD reduced Gpr55 in the NAcc of mice
exposed to the oral ethanol self-administration paradigm [56]. The exact mechanism by which
CBD induced these opposite changes in Gpr55 gene expression between the two brain regions
needs to be further explored.

The GABAergic system plays an essential role in the regulation of emotional responses. It is a
crucial therapeutic target for controlling anxiety and mood disorders and the critical target by
which benzodiazepines (BZD) exert their anxiolytic properties [82]. The anxiolytic effect of BZD
is mediated by GABA(A) receptors containing a2 and y2 subunits, with high expression in the
limbic system and cortex [83-86]. The pentameric GABA(A) receptors are formed by the assembly
of different subunits containing al, a2, a3 or a5, in combination with  and y2 subunits. Despite
less information about the involvement of GABA(A) receptors in depression, studies carried out
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in patients with major depressive disorder revealed reduced GABA levels, which were
normalized after chronic treatment with antidepressants [83,84]. In addition, heterozygous v2
[85] and a2 [86] knockout mice exhibited more vulnerability to developing anxiety and
depressive-like behaviors.

Furthermore, a close interaction between cannabinoid receptors and the GABA system has been
demonstrated. Alterations in GABA subunits have been observed in CB1KO knockout mice [49]
and mice overexpressing the CB2r (CB2xP) [42]. Interestingly, these mice also showed an
impaired anxiolytic action of BZD [41,42]. Pharmacological studies using drugs acting on CB1r
and CB2r also showed modified response to stress, anxiety and behavioral despair, and gene
expression of GABA(A) subunits, including a2 and y2 [48,74,87,88]. Thus, considering the role of
GABA(A) in anxiety and mood disorders and the crosstalk between GABAergic and cannabinoid
systems, we analyzed changes in GABA(A)o2 and GABA(A)y2 gene expression in the AMY and
HIPP of WT mice treated with CBD.

Acute administration of CBD downregulated the gene expression of both GABAergic subunits
in the AMY and HIPP at all doses tested. Despite studies of CBD effects in mice lacking a2 and
y2, it would be of great interest to elucidate the exact role of these GABA(A) subunits in CBD
anxiolytic properties; it is tempting to speculate that CBD regulates, directly or indirectly,
GABA(A) neurotransmission. In line with these findings, previous studies have revealed that
CBD inhibited GABA uptake in rat brain synaptosomes at 0.1mM [89]. More recently, an
electrophysiological study comparing the actions of CBD and 2-AG on human recombinant
GABA(A) receptors expressed on Xenopus oocytes showed that CBD acts as a positive allosteric
modulator at GABA(A) receptors containing a2 subunits. This study supported the fact that the
site of action of CBD is different from the classic BZD site [90]. Altogether the results obtained
suggest that the effects of CBD on GABAergic neurotransmission may be a potential target for its
anxiolytic and antidepressant properties that deserve to be explored in future studies.

Overall, the gene expression studies undertaken here further support the complex network
through which CBD acts. Behavioral studies revealed that CBD induced anxiolytic- and
antidepressant-like effects in WT mice at low and intermediate doses (10 and 20 mg/kg), whereas
the highest dose (30 mg/kg) did not induce any behavioral effect. Gene expression studies showed
that CBD modified the gene expression of Cnrl, Cnr2 and Gpr55 depending on the doses and the
brain region analyzed. Curiously, the highest dose induced the most pronounced changes.
Consequently, the study’s main limitation is that gene expression alterations in almost all the
targets analyzed were induced by different doses of CBD, making it difficult to correlate some of
these biological alterations with the anxiolytic or antidepressant-like effects of CBD. Although
future studies are necessary to understand the role of each receptor on CBD actions, based on our
results, it is tempting to speculate that the anxiolytic and antidepressant-like effects of CBD may
be due to a multimodal mechanism involving different key targets and brain regions, as has been
proposed recently [91].

In conclusion, the present study demonstrated that acute administration of CBD produced
anxiolytic and antidepressant-like effects in a dose-dependent manner, suggesting that CB1r is
one of the crucial targets involved in its anxiolytic properties. Moreover, this study revealed that
CBD also modified the gene expression of GABA(A) subunits a2 and y2 and Cnrl, Cnr2 and
Gpr55, in a dose and brain region-dependent manner, indicating that CBD presents a multimodal
mechanism of action (Figure 9).
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Figure 9. Main targets involved in the anxiolytic and antidepressant actions of CBD. A summary of
previously published data and those supported by the present work. 5-HT1A: serotonin 1A receptor; CB1r:
cannabinoid 1 receptor; CB2r: cannabinoid 2 receptor; AEA: anandamide; FAAH: fatty acid amide
hydrolase; GPR55: G-protein-coupled receptor 55; PPARy: Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma; TRKb/mTOR: Tropomyosin receptor kinase B/mammalian target of rapamycin.

4. Materials and Methods

4.1. Animals

A total of 130 mice were used in the present study. Forty Swiss CD1 mice were purchased from
Charles River Laboratories (Lodi, Italy) to develop the dose-response study with CBD. An
additional set of 32 CD1 male mice was used to conduct the pharmacological study with the CB1
receptor antagonist (SR141716A) and CBD. We used twenty-one CB1KO [41,92] and nineteen
CB2KO mice [43,44] generated in our laboratory. Dr. Andrei Kolovko kindly provided GPR55KO
mice at the Institute of Genomic Medicine. Eighteen of them, bred at our animal vivarium, were
used in the present study (TIGM, Houston, TX) [92]. All mice were males and between 2-3
months of age. At the beginning of the experiments, mice were five weeks old and weighed 25—
30 g. All animals were maintained under controlled temperature (23 + 2 °C) and with a light-dark
cycle from 0800 to 2000 h, with free access to food (commercial diet for rodents A04 Panlab,
Barcelona, Spain) and water. All animal care and experimental studies complied with the Spanish
Royal Decree 53/2013, the Spanish Law 32/2007, and the European Union Directive of 22
September 2010 (2010/63/UE), regulating the care of experimental animals and were approved by
the Ethics Committee of Miguel Hernandez University (ref. UMH.IN.JM.02.17).

4.2, Treatment

CBD was obtained from Jazz Pharmaceuticals (Dublin, Ireland) and dissolved in ethanol:
cremophor: saline (1:1:18) to obtain the required doses of 10, 20 and 30 mg/kg for wild-type (WT)
animals, and the dose of 20 mg/kg for knockout mice (CB1KO, CB2KO and GPR55KO). The drug
was prepared immediately before its intraperitoneal (i.p.) administration at a volume of 10 mL/kg
of weight (0.3 mL for each mouse). According to its pharmacokinetic properties, CBD was
administered 1h and a half before the behavioral evaluation [54,93].

The CBlr-antagonist SR141716A was purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain) and
dissolved in ethanol, cremophor and saline (1:1:18) to obtain the required dose of 2 mg/kg for its
i.p. administration 30 min before CBD administration and 2 h before the behavioral evaluation.
The dose of SR141716A was selected based on previous studies demonstrating that this dose does
not produce any effects by itself [94,95].
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4.3. Behavioral Analyses

Mice were randomly divided into groups and subjected to different experimental paradigms to
evaluate the anxiolytic and antidepressant actions of the acute administration of CBD. Before
every behavioral test, mice were brought to the experimental room in their home cages and were
given 60 min to adapt to the environmental conditions of the testing room. The same conditions
were maintained for all the behavioral tests. Each test was assessed during the light cycle between
0900 and 1200 h. After each evaluation, mice were undisturbed for 2 to 3 days to allow
pharmacokinetic clearance of CBD [93]. WT mice were subjected to a wide range of behavioral
evaluations, including the light-dark box (LDB), elevated plus maze (EPM), tail suspension test
(TST) and novelty suppressed feeding test (NSFT). According to the results obtained in these
studies, only two (LDB and TST) were selected to analyze the emotional behavior in knockout
animals (CB1KO, CB2KO and GPR55K0O) and CBD’s ability to modulate it. The selective CB1r-
antagonist (SR141716A) was used to further evaluate the implication of CB1r in CBD anxiolytic-
like effects (20 mg/kg) in the LDB paradigm. For this, WT mice were randomly assigned into four
groups: control group (VEH + VEH), CBD group (VEH + CBD), antagonist group (SR-141716A
+VEH) or the combination of both drugs (SR-141716A + CBD). The antagonist SR141716 was
administered 30 min before CBD, and the behavioral evaluation was carried out 1 h and 30 min
after CBD administration.

4.3.1. Light-Dark Box (LDB)

This test uses the natural aversion of rodents to bright areas compared with darker ones [48,96].
The apparatus consisted of two methacrylate boxes (20 x 20 x 15 cm), one transparent and one
black and opaque, separated by an opaque tunnel (4 cm). Light from a 60 W desk lamp placed 25
cm above the lightbox provided room illumination. Mice were individually tested in 5 min
sessions. At the beginning of the session, mice were placed in the lightbox facing the tunnel that
connects to the dark box. The time spent in the lightbox and the number of transitions between
the two compartments were recorded in this period. A mouse whose four paws were in the new
box was considered to have changed boxes. The apparatus was cleaned between sessions with
ethanol 70%.

4.3.2. Elevated Plus Maze Test (EPM)

The EPM consists of two open arms and two enclosed horizontal perpendicular arms 50 cm above
the floor [48,97]. The junction of four arms formed a central squared platform (5 x 5 cm). The test
began with the animal being placed in the center of the apparatus facing one of the enclosed arms
and allowed to explore freely for 5 min. During this period, the time spent in the open arms (as a
percentage of total test time) and the number of entries from open arms to closed arms (and vice
versa) were recorded. An arm entry was considered an entry of four paws into the arm. The
apparatus was cleaned between sessions with ethanol 70%.

4.3.3. Novelty Suppressed Feeding Test (NSFT)

The NSFT was used to measure anxiety-induced hyponeophagia, which is the inhibition of
ingestion and approach to food pellets when exposed to an anxiety-provoking novel
environment. The testing apparatus consisted of a square, transparent methacrylate cage 40 x 40
x 50 cm, with a food pellet on the white platform in the center of the cage [44,98]. Before the
experiment, mice were deprived of food for 24 h, and then each mouse was placed in the corner
of the apparatus. The latency time before the mouse started to eat the pellet was recorded up to
5 min. Once the mice began to eat, the total amount of pellets was measured over 5 min. The
decrease or increase in the latency time indicates anxiolytic or anxiogenic actions of different
drugs, respectively. The anhedonia was measured by calculating the food pellet intake (mg),
which increased when mice presented more motivation or ability to experience pleasure.
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4.3.4. Tail Suspension Test (TST)

TST is a widely accepted test to evaluate depressive-like behaviors by measuring the immobility
time [44,99]. Mice were individually suspended by the tail at the edge of a lever above the tabletop
(the distance to the table surface was 35 cm), affixed with the adhesive tape placed approximately
1-2 cm from the tip of the tail. In this situation, mice develop escape-orientated behaviors
interspersed with temporally increasing bouts of immobility. The immobility time was measured
for 6 min.

4.4. Relative Gene Expression Analyses by Real-Time PCR

Relative gene expression analyses of GABA(A)o2 and y2 subunits, Cnrl, Cnr2 and Gpr55 in the
AMY and HIPP, were carried out in WT mice to assess changes in these targets under anxiety or
depressive-like conditions and the ability of CBD to modulate them. Briefly, mice were sacrificed
150 min after the administration of CBD (or vehicle) and brain samples were removed from the
skull and frozen at —80 °C. These samples were used to obtain coronal sections (500 pm) of regions
of interest in a cryostat (=10 °C) according to Paxinos and Franklin’s atlas [100]. Brain nuclei of
interest were microdissected following Palkovit's method as previously modified by our group
[101,102]. Total RNA was extracted from brain micropunches with TRI Reagent (Applied
Biosystems, Madrid, Spain) and reverse transcription was carried out to obtain the
complementary DNA (cDNA) (4374966, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with
RNase Inhibitor, Applied Biosystems, Madrid, Spain). To perform the real-time PCR, 6.25 uL of
water with DEPC (diethylpyrocarbonate, RNAase inhibitor), 5 pL of the cDNA, 11.25 pL of the
TagmanTM Master Mix (4369514, Applied Biosystems, Madrid, Spain), and 1.25 uL of the
corresponding Tagman assay were added in each well (4346907, Applied Biosystems, Madrid,
Spain). Quantitative analyses of the relative expression of GABA(A) a2 (Mm00433435_m1) and
y2 subunits (Mm00433489_m1), Cnrl (Mn00432621_s1), Cnr2 (Mm00438286_m1) and Gpr55
(Mm02621622_s1) genes were performed on the StepOne Sequence Detector System (Applied
Biosystems, Madrid, Spain). All reagents were used following the manufacturer’s instructions.
The reference gene used was 185 rRNA (Mm03928990_g1), and data for each target was
normalized to the endogenous reference gene. The fold change in target gene expression was
calculated using the 2AA-Ct method [103].

4.5. Data and Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using one-way or two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Student-Newman-Keuls post hoc test for comparing four groups affected by the
treatment with CBD (and vehicle). Moreover, for the behavioral assay with the antagonist
SR141716A, a two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Student-Newman—-Keuls
post hoc test was assessed for comparing four groups affected by the individual treatment with
CBD, SR141716A or its combination. Differences were considered significant if the probability of
error was less than 5%. SigmaPlot 11 software (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) was used.
5. Conclusions

CBD induced anxiolytic- and antidepressant-like effects in a dose-dependent manner, the
intermediate dose (20mg/kg) being the one that produced these effects most robustly. CBlr
appears to be an essential key target for CBD anxiolytic properties.

Changes in Cnr1, Cnr2, Gpr55, GABA(A) subunits a2 and y2 in limbic areas, including the AMY
and HIPP, also suggest that these targets may contribute to CBD effects. Further studies are
necessary to understand the specific role of each target and brain region on CBD anxiolytic and
antidepressant properties.
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Abstract

Introduction: This study aims to further characterize cannabidiol’s pharmacological and
molecular profile as an antidepressant.

Methods: Effects of cannabidiol (CBD), alone or combined with sertraline (STR), were evaluated
in male CD1 mice (n=48) exposed to an unpredictable chronic mild stress (UCMS) procedure.
Once the model was established (4 weeks), mice received CBD (20 mg-kg-1, i.p.), STR (10 mg-kg-
1, p.o.) or its combination for 28 days. The efficacy of CBD was evaluated using the light-dark box
(LDB), elevated plus maze (EPM), tail suspension (TS), sucrose consumption (SC) and novel
object recognition (NOR) tests. Gene expression changes in the serotonin transporter, 5-HT1A
and 5-HT2A receptors, BDNF, VGlutl and PPARdelta, were evaluated in the dorsal raphe,
hippocampus (Hipp) and amygdala by real-time PCR. Besides, BDNF, NeuN and caspase-3
immunoreactivity were assessed in the Hipp.

Results: CBD exerted anxiolytic and antidepressant-like effects at 4 and 7 days of treatment in the
LDB and TS tests, respectively. In contrast, STR required 14 days of treatment to show efficacy.
CBD improved cognitive impairment and anhedonia more significantly than STR. CBD plus STR
showed a similar effect than CBD in the LBD, TST and EPM. However, a worse outcome was
observed in the NOR and SI tests. CBD modulates all molecular disturbances induced by UCMS,
whereas STR and the combination could not restore 5-HT1A, BDNF and PPARdelta in the Hipp.
Discussion: These results pointed out CBD as a potential new antidepressant with faster action
and efficiency than STR. Particular attention should be given to the combination of CBD with

current SSRI since it appears to produce a negative impact on treatment.
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1. Introduction
Major depressive disorder (MDD) is one of the most frequently diagnosed mental diseases,
affecting more than 260 million people worldwide. According to World Health Organization,
this psychiatric disorder presents devastating prevalence, mortality, morbidity, and
disability rates (1). With a lifetime prevalence of up to 17%, MDD is the leading cause of
disability worldwide and the fourth leading cause of disease burden (1, 2). Suffering MDD
reduces average life expectancy by 10 to 12 years (3). Its high comorbidity with other
psychiatric diseases, such as anxiety disorders, is one of the main factors contributing to the
increased mortality and disability associated with this disorder (4-7). The complex
symptomatology of this disease, often chronic or recurrent, limits patients’ functioning,
affecting their social relationships, including family breakdown, absence from work, and
reduced productivity in the workplace. Likewise, depressive disorders represent one of the
main risk factors for suicide (8).
Despite the significant impact of MDD, the biological bases of this disease remain
incompletely understood. This lack of knowledge is the main reason for the low clinical
response rate of current antidepressant drugs. Indeed, only one-third of patients achieve
complete remission. A series of trials sponsored by the National Institute of Mental Health
(NIMH) in the USA provided relevant data. In the Sequenced Treatment Alternatives to
Relieve Depression (STAR*D) study, only 31% of patients with MDD were in remission after
treatment with a selective serotonin reuptake inhibitor for 14 weeks (9-11). All these results
highlight the urgent need to identify new drugs with a different mechanism of action than
classical antidepressants that improve the clinical outcome and our understanding of the
molecular mechanisms of depression.
Cannabidiol (CBD), one of the main compounds in the plant Cannabis sativa, presents a wide
range of pharmacological properties, such as anxiolytic, antidepressant, antipsychotic,
anticonvulsant and neuroprotective (12-19). These actions have considerably increased the
number of studies aimed at clarifying its therapeutic role in various neuropsychiatric
diseases, including depressive disorders. Besides, CBD does not display potential as a drug
of abuse according to animal models (20-22) and open trials carried out with healthy
volunteers (23-25).
Cumulative evidence showed that CBD reduces anxiety and behavioral despair in rats and
mice, depending on the dose and the strain of rodents evaluated (26-31). However, most of
these studies used acute behavioral tests with little power of clinical translation because they
partially reproduce the clinical condition (32). In this respect, the unpredictable chronic mild
stress model (UCMS) is a well-validated animal model of depression due to its reliable
predictive face and construct validities. It is the ideal model for selecting optimal
antidepressants (33-35). To date, only a few studies have evaluated CBD effects using this
animal model. The results reported by these studies indicate that both acutely and
chronically CBD administration reduces depressive-like behaviors, including anhedonia.
Although these results appear promising, they also present certain limitations. Gall et al. (36)

administered CBD from the beginning of the UCMS, hampering the possibility of evaluating
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its ability to modulate depressive-like behaviors once already established. In the study by
Xu et al. (37), CBD was administered weekly for two weeks, starting the treatment from the
second week of the UCMS, evaluating CBD effects only on the forced swimming test. Finally,
Ma et al. (38) only assessed the impact of an acute administration of CBD, remaining to be
demonstrated its sustained and long-term effects of a chronic administration. More
importantly, CBD has not been compared to any reference antidepressant drug.

This study aims to answer fundamental aspects necessary to further characterize CBD’s
pharmacological and molecular profile as an antidepressant. Thus, we evaluated CBD
antidepressant-like effects in mice exposed to the UCMS. The treatment started on the 4-
week of the UCMS, once the model was established, and was given for 28 days.
Antidepressant-like effects were assessed by using a complete behavioral test battery
evaluating anxiety (light-dark box and elevated plus maze), behavioral despair (tail
suspension test), cognitive impairment (novel object recognition) and anhedonia (sucrose
intake). Furthermore, we compared if CBD displays antidepressant-like effects faster than
sertraline (STR), an antidepressant reference drug, and/or its effectiveness in modulating the
behavioral and molecular disturbances induced by the UCMS was different. In addition, we
analyzed if the combination of CBD and STR may present additive or synergistic effects. The
molecular neuroadaptations closely related to its mechanism of action were analyzed by
measuring changes in the gene expression of key targets of the serotoninergic system
(serotonin transporter reuptake (Scl6a4), 5-HT1A and 5-HT2A serotonin receptors),
neuroplasticity (BDNF, VGlutl, PPARdelta) in the dorsal raphe (DR), hippocampus (Hipp),
and amygdala (AMY) of stressed mice by real-time PCR. Immunohistological studies also

evaluated BDNF, NeuN and caspase-3 immunoreactivity in the Hipp.

2. Material and Methods

2.1 Animals

Male CD1 mice were used in all experiments (Charles River, Barcelona, Spain). At the
beginning of the experiments, mice were 5 weeks old and weighed 20-25 g. All animals were
maintained under a controlled temperature (23 + 2°C) and with a light-dark cycle from 08.00
t0 20.00 h, with free access to food (commercial diet for rodents A04 Panlab, Barcelona, Spain)
and water. All the behavioral tests were carried out between 8.00 and 14.00 h. All the studies
were conducted in compliance with the Spanish Royal Decree 1201/2005, the Spanish Law
32/2007, and the European Union Directive of September 22, 2010 (2010/63/UE), regulating

the care of experimental animals.

2.2 Treatments

CBD was obtained from STI Pharmaceuticals (Essex, United Kingdom), dissolved in
ethanol:cremophor:saline (1:1:18) and injected i.p. at the correspondent dose (20 mg-kg-1 in
0.3 ml of solution, twice daily). This dose was selected based on our previous dose-response

experiments in CD1-stressed mice exposed to the UCMS (Supplementary figure 1).
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STR was purchased (Besitran, Pfizer, 20 mg-ml-1, concentrated oral solution), dissolved in
water and administered p.o. at the corresponding dose (10 mg-kg-1 in 0.3 ml of solution, once
daily). This dose was selected based on previous studies (39, 40).

For mice receiving the combination of CBD and STR, drugs were prepared as described

above and given CBD + STR during the morning and CBD + VEH during the evening.

2.3 Behavioral analyses

2.3.1  Chronic unpredictable mild stress

Mice were exposed to UCMS for 8 weeks, following the previously published protocol with
some modifications (35, 41, 42). Briefly, mice were exposed several times a day to one or
more of the following stressful stimuli (stressors): wet cage, food deprivation, restraint stress,
period of stroboscopic illumination (150 flashes'min-1), inversion of light/dark cycle, tilted
cage (45°), loud noise (90-105 dB) and fox urine exposure. All stressors and/or sequences
were applied at different time points to avoid habituation and add unpredictability to the
stressors (Table 1).

During the exposure to the UCMS, behavioral alterations were analyzed using different tests
at various time points (figure 1). Once the UCMS was established (4 weeks), drug treatment
was initiated, randomly dividing the mice into the following groups: 1) VEH-treated UCMS,
2) CBD-treated UCMS, 3) CBD+STR-treated UCMS, 4) STR-treated UCMS. Mice not exposed
to the UCMS were also treated with the VEH of CBD and the VEH of STR (VEH-treated non-
UCMS). Treatment was given for a total of 28 days.

2.3.2 Light-dark box test (LDB)

This test uses the natural aversion of rodents to bright areas compared with darker ones (43,
44). In a two-compartment box, rodents prefer dark areas, whereas anxiolytic drugs should
increase the time spent in the light compartment. The apparatus consisted of two
methacrylate boxes (20 x 20 x 15 cm), one transparent and one black and opaque, separated
by an opaque tunnel (4 cm). Light from 60 W desk lamp placed 25 cm above the light box
provided room illumination. Mice were individually tested in 5 min sessions. During this
period, the time spent in the light box and the number of transitions between the two
compartments were recorded. A mouse whose four paws were in the new box was
considered as having changed boxes. The floor of each box was cleaned between sessions
with paper towels moistened with ethanol 70% and thoroughly dried. At the beginning of

the session, mice were placed in the lightbox facing the tunnel that connects to the dark box.

2.3.3 Elevated plus maze (EPM)

This test consisted of two open arms and two enclosed horizontal perpendicular arms 50 cm
above the floor (44, 45). The junction of four arms formed a central squared platform (5 x 5
cm). The test began with the animal being placed in the center of the apparatus facing one of
the enclosed arms and allowed to explore freely for 5 min. During this period, the time spent

in the open arms (as percentages of total test time) and the number of entries from open arms
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to closed arms (and vice versa) were recorded. An arm entry was considered the entry of
four paws into the arm. The floor of each arm was cleaned between sessions with paper

towels moistened with ethanol 70% and fully dried.

2.3.4 Tail suspension test (TST)

Mice were individually suspended by the tail at the edge of a lever above the table top (the
distance to the table surface was 35 cm), affixed with the adhesive tape placed approximately
1-2 cm from the tip of the tail (42, 46). The duration of immobility was measured for 6 min.
In this situation, mice develop escape-orientated behaviors interspersed with temporally

increasing bouts of immobility.

2.3.5 Novel object recognition test (NOR)

Rodents have an innate preference towards novelty, meaning less cognitive impairment.
This paradigm is based on the natural tendency of mice to explore new objects and
environments and compare them with familiar ones (47, 48). The NOR was carried out in an
open field cage of 40 x 40 x 50 cm of transparent methacrylate with two identical objects in
texture, color, size, and shape: Object A (familiar) on the habituation day. On the trial day,
one of Objects A remained, and the other was changed with a new different object in texture,
color, size and shape: Object B (novel). On the first day, mice were habituated to the arena
with two identical Objects A for 5 min. To long-term assessed memory, 24 hours later, the
habituation took place, mice were exposed to one Object A (familiar object) and Object B
(novel object), again for 5 min. In both sessions, the exploration time for each object was
quantified. Exploration time was defined as when the animal orientates the nose, sniffs, or
touches the object with its front legs at a less or equal distance to 1 cm. The discrimination
index was calculated as the difference between time spent exploring the novel and familiar
object divided by the total exploration time of the two objects: [(Object B — Object A) / (Object
A + Object B)] (or see formula). Values for the discrimination ratio ranged from 0 to 1, where
a score closer to 0 indicated a preference for the familiar object, while a score closer to 1
indicated a greater preference for the novel object. This way, high discrimination index
reflects better memory retention for the familiar object.

DI= ((Object B-Object A)/(Object A+Object B))

2.3.6 Sucrose consumption test (SC)

Sucrose intake (5% sucrose solution) was measured after 18 h of food and water deprivation
during a period of 1 h (49). Consumption of sucrose solution was estimated simultaneously
in the control and experimental groups by measuring and comparing the volume before and

after the 1-h window. Sucrose intake was expressed as mg sucrose-g-1 body weight.
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24 Gene expression studies by real-time PCR

Mice were killed 2 h and a half after the last administration of CBD, STR, its combination or
vehicle. Briefly, brains were removed from the skull, frozen over dry ice, and stored at -80°C
until the day of the assay. Brain sections of 500 pm were cut at different levels containing the
regions of interest (AMY, Hipp and DR), according to Paxinos and Franklin (50). Sections
were mounted on slides and stored at -80°C. One section of each level was dissected
following the method described by Palkovits (51). Total RNA was obtained from brain
punches using Biozol® Total RNA extraction reagent (Bioflux, Inilab, Madrid, Spain) in the
AMY, Hipp and DR areas. After DNAse digestion, reverse transcription was carried out to
obtain the complementary DNA (cDNA) following the manufacturer’s instructions (High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor, Applied Biosystems,
Madrid, Spain). Quantitative analyses of the relative gene expression of Scl6a4
(Mm00439391_m1), 5-HT1IA (MmO00434106_s1), 5-HT2A (Mm00555764_m1), BDNF
(Mm00432069_m1), PPARdelta (Mm00803184_m1), and mVglutl (Mm00812886_m1) were
measured using Tagman Gene Expression assay (Applied Biosystems, Madrid, Spain) as a
double-stranded DNA-specific fluorescent dye and performed on the StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Madrid, Spain). The reference gene was 185 rRNA,
detected using Tagman ribosomal RNA control reagents. Briefly, the data for each target
gene were normalized to the endogenous reference gene, and the fold change in target gene
abundance was determined using the 2AACt method (44).

2.5 Conventional histology and immunohistochemistry

The general criteria reported by Amaral and Witter (52) were used to define the hippocampal
areas and strata. The study focused on the dentate gyrus (DG) and the CA3 and CA1 regions
of Cornu Ammonis (CA). Briefly, after 12-14h of the last administration of the corresponding
drug and/or exposure to stressful stimuli, mice were weighed, anesthetized with isoflurane,
and intracardially perfused with 50 ml of saline followed by 200 ml of 4% paraformaldehyde,
0.IM sucrose, and 0.002% CaCl2 in 0.IM phosphate buffer (PB; 1.4% K2HPO4 14 g/L,
NaH2PO4.2H20 ~3 g/L to pH 7.3-7.4). Brains were dissected, post-fixed by immersion in the
same perfusion medium at room temperature for 4h and then stored in 0.05% sodium azide
in PB at 4°C. Eight parallel series of coronal sections containing the DG and CA rostromedial
portion were cut with a Microm HM 650 V vibratome (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Barcelona, Spain) at 50 pm and stored in 0.05% sodium azide in PB at 4°C. For BDNF, one
series was immunostained with rabbit anti-BDNF polyclonal antibody (1:400; EMO,
Millipore, USA). All sections were then incubated with goat anti-rabbit antibody, Alexa
Fluor 488, labeled (1:200, Molecular Probes, Invitrogen, Barcelona, Spain) and mounted
using ProLong Gold (Molecular Probes, Invitrogen).

The adjacent series were double immunostained for fluorescence, starting with mouse anti-
neurons neuronal nuclei (NeuN) monoclonal Ab (mAb) (1:400; Chemicon International Inc.,
Temecula, CA) and rabbit anti-Caspase 3 (1: 300, Cell Signaling Technology, USA). All

sections were then incubated with goat anti-mouse antibody, Alexa Fluor Rhodamine Red
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labeled (1:200, Molecular Probes, Invitrogen, Barcelona, Spain), followed by goat anti-rabbit
Alexa Fluor 488 labeled (1:200, Molecular Probes, Invitrogen, Barcelona, Spain).
All samples were examined in a Leica SPEII confocal laser fluorescence microscope, with

images captured using Leica Application Suite X software.

2.6 Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the Student t-test for comparing two groups, and
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Student-Newman-Keuls posthoc
test for comparing four groups of stressed mice treated with VEH, CBD, STR or its
combination. Differences were considered significant if the error probability was less than
5%. SigmaPlot 11 software (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) was used to analyze the
data and create the graphs.

3. Results

Assessment of behavioral alterations in mice exposed to the UCMS before pharmacological
administration

In UCMS, anxiogenic- and depressogenic-like behaviors were evaluated at different time
points using the LDB (10 days) and EPM (16 days), and the TST (22 days) and sucrose intake
tests (28 days), respectively.

3.1.1 LBD and EPM tests

In the LDB, stressed mice spent less time in the lighted box compared to the non-UCMS
group (Figure 2A) (Student t-test: t=3.641, 57 df, p<0.001) (n= 12 non-UCMS; n= 48 UCMS).
No difference was found in the number of transitions (Figure 2B) (Student t-test: t=-0.352,
57df, p=0.726) (n= 12 non-UCMS; n= 48 UCMS).

Similar results were obtained in the EPM since mice exposed to the UCMS showed a
significant reduction in the time spent (%) in the open arms in comparison with the non-
UCMS group (Figure 2C) (Student t-test: t=4.873, 57df, p<0.001) (n=12 non-UCMS; n=48
UCMS). No difference was observed in the number of transitions (Figure 2D) (Student t-test:
t=-1.279, 57df, p=0.206) (n= 12 non-UCMS; n= 48 UCMS).

3.1.2 TS test

On day 22, a significant increase in the immobility time was found in mice exposed to the
UCMS compared with its corresponding control group (Figure 2E) (Student t-test: t=-4.587,
57 df, p<0.001) (n= 12 non-UCMS; n= 48 UCMS).

3.1.3 Sucrose intake test

On day 28, stressed mice displayed a significant reduction of sucrose intake (mg sucrose-g-1
body weight) compared with the non-UCMS group (Figure 2F) (Student t-test: t=6.051, 57 df,
p<0.001) (n= 12 non-UCMS; n= 48 UCMS).
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3.2 Effects of chronic CBD, STR and its combination administration on modulating
behavioral alterations induced by the UCMS

3.2.1 Effects at 4 days of treatment: LDB test

Firstly, we evaluated if there was a difference in the speed with which the antidepressant-
like effect was established between CBD and the reference drug STR using the LBD after 4
days of treatment.

As expected, VEH-treated UCMS mice presented a reduced time spent in the lighted box
compared with the VEH-treated non-UCMS mice (Figure 3A) (Student t-test: t=2.452, 22df,
p=0.023) (n = 12/group). No differences were found in the number of transitions between
both groups (Figure 3D) (Student t-test: t=0.915, 22df, p=0.371) (n = 12/group).

CBD treatment, alone or combined with STR, increased the time spent in the lighted box.
Interestingly, no statistically significant differences were found between the STR-treated
UCMS group and the vehicle-treated UCMS group (Figure 3C) (One-way ANOVA followed
by Student-Newman- Keuls: F(3,44)=3.753, p=0.018) (n=12/group). Regarding the number of
transitions, there were no differences between the different groups (Figure 3D) (One-way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,44)= 2.469, p=0.075) (n= 12/group).

3.2.2 Effects at 7 days of treatment: TS test

Stressed mice treated with vehicle increased immobility time in the TS test compared to
VEH-treated non-UCMS mice (Figure 3E) (Student t-test t=-3.209, 19df, p=0.005) (n=11 VEH-
treated non UCMS; n= 12 VEH-treated UCMS).

Curiously, after 7 days of treatment, CBD significantly reduced the immobility time, alone
or in combination with STR. In contrast, STR failed to induce any effect in comparison to its
corresponding control group, UCMS treated with VEH (Figure 3F) (One-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls: F(3,40)=7.991, p<0.001) (n = 12/group).

3.2.3 Effects at 14 days of treatment: EPM test

Mice exposed to the UCMS and treated with VEH increased the time spent (%) in open arms
compared to VEH non-UCMS mice (Figure 3G) (Student t-test t=3.970, 22df, p<0.001) (n=
12/group). No differences were found in the number of transitions between both groups
(Figure 3I) (Student t-test t=-0.213, 22df, p=0.833) (n=12/group).

Notably, the three pharmacological treatments significantly increased the time spent (%) in
the open arms (Figure 3H) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,44)=
7.373, p<0.001) (n= 12/group). No differences were identified in the number of transitions
between the different groups (Figure 3]) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls: F(3,44)= 0.792, p=0.505) (n=12/group).
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3.2.4 Effects at 18 days of treatment: NOR test

As shown in Figure 4A, VEH-treated UCMS mice presented a significant reduction of the
discrimination index compared with its corresponding control group, VEH-treated non-
UCMS (Student t-test, t=4.179, 22df, p<0.001) (n = 12/group).

The statistical analysis revealed that despite STR increased the discrimination index, this
change did not reach statistical significance compared to VEH-treated UCMS mice. The
treatment with CBD restored this alteration since CBD- and CBD + STR-treated UCMS mice
showed a significant increase in the discrimination index compared to VEH- and STR-treated
UCMS groups (Figure 4B) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,44)=
9.783, p<0.001) (n = 12/group).

3.2.5 Effects at 26 days of treatment: SC test

Mice exposed to the UCMS and treated with VEH showed a significant reduction in sucrose
consumption compared to the VEH-treated non-UCMS group (Figure 4C) (Student t-test,
t=16.183, 22df, p=0.001) (n= 12/group). STR, CBD and their combination significantly
increased sucrose intake. Nonetheless, CBD was the drug that induced the most significant
increase, being statistically significant compared to the groups treated with STR and
CBD+STR (Figure 4D) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,44)=
212.745, p<0.001) (n=12/group).

3.2.6 Gene expression analyses by Rt-PCR
3.2.6.1 Scl6a4, 5-HT1A and 5-HT2A in the DR, Hipp and AMY
The results revealed that UCMS significantly reduced Scl6a4 gene expression levels in the
DR (Figure 5A, Student t-test, t=6.876, 19df, p<0.001) (n= 11/group). Interestingly, STR, CBD
and their combination significantly reversed that reduction. Notably, the increase induced
by CBD, alone or in combination with STR, was more significant than that caused by STR
alone (Figure 5B) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,40)= 15.626,
p<0.001) (n=11/group).
In the Hipp, UCMS induced a significant increase of both 5-HT1A (Figure 5C) (Student t-test
t=-2.923, 16df, p=0.01) (n=9/group) and 5-HT2A gene expressions (Figure 5E) (Student t-test
=-3.375, 18df, p=0.003) (n=11 VEH-treated non-UCMS; n=9 VEH-treated UCMS). Among all
treatments, only CBD reduced 5HT1A gene expression. No change was found in the UCMS
groups treated with STR or with the CBD + STR combination (Figure 5D) (One-way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls: F(3,32)= 9.554, p<0.001) (n= 9/group). All the
pharmacological interventions reduced 5-HT2A gene expression without any differences
among them (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,29)= 8.404,
p<0.001) (n=9 VEH-treated UCMS; n=8 STR-, CBD- and CBD+STR-treated UCMS groups).
In the AMY, UCMS induced opposite effects in the gene expression of both serotoninergic
receptors since it reduced 5-HT1A (Figure 5G) (Student t-test t=3.447, 18df, p=0.003) (n=
10/group) but increased 5-HT2A gene expression (Figure 5I) (Student t-test t=-3.453, 18df,
p=0.003) (n= 10/group). Indeed, differences were also found between the different
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pharmacological approaches tested. On the one hand, CBD and STR increased 5-HT1A gene
expression; however, in the case of the CBD+STR combination, no statistically significant
change was found, although there was a tendency to reduce it (Figure 5H) (One-way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,34)= 3.861, p=0.018) (n = 10 VEH-, STR-
and CBD-treated UCMS groups; n= 8 CBD+STR treated UCMS). On the other hand, no
change in 5-HT2A was found in the UCMS groups treated with STR or with the CBD + STR
combination compared to VEH-treated UCMS mice. Notably, CBD was the only treatment
reducing 5-HT2A gene expression, being this change statistically different from the other
groups (Figure 5]) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,37)= 7.932,
p<0.001) (n= 11 VEH-treated UCMS; n= 10 STR-treated UCMS; n= 12 CBD-treated UCMS;
n=8 CBD+STR-treated UCMS).

3.2.6.2 BDNF, PPARdelta and mVglutl in the Hipp

As shown in Figure 6A, relative gene expression of BDNF in the Hipp was reduced in mice
exposed to the UCMS compared with the non-UCMS group (Figure 6A) (Student t-test, t=
5281, 19df, p<0.001) (n= 12 VEH-treated non-UCMS; n= 11 VEH-treated UCMS).
Surprisingly, only CBD treatment reversed this alteration, increasing BDNF levels. No
changes were induced by STR or the combination CBD + STR compared with the VEH-
treated UCMS group (Figure 6B) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls:
F(3,38)=19.676, p<0.001) (n= 11 VEH-, STR- and CBD-treated UCMS groups; n=9 CBD+STR
UCMS).

Similarly, UCMS significantly reduced the relative gene expression of PPARdelta in the Hipp
(Figure 6C) (Student t-test, t= 3.898, 19df, p<0.001) (n= 12 VEH-treated non-UCMS; n= 11
VEH-treated UCMS). Notably, this alteration was reversed only by CBD treatment, with no
effect induced by STR or CBD+STR combination. Besides, there was a statistical difference
between CBD- and STR-treated UCMS mice (Figure 6D) (One-way ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls: F(3,34)= 5.288, p=0.004) (n= 11 VEH- and CBD-treated UCMS
groups; n=8 CBD-treated UCMS and CBD+STR-treated UCMS).

Regarding mVglutl, there was a reduction in the UCMS group compared to VEH non-UCMS
group (Figure 6E) (Student t-test, t=2.203, 17df, p=0.042) (n = 10/group). All pharmacological
treatments reversed the effects induced by UCMS since they significantly increased mVglutl
gene expression. No differences were found among the different pharmacological
approaches (Figure 6F) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls:
F(3,33)=4.691, p=0.008) (n=10 VEH-treated UCMS and n=9 STR-, CBD- and CBD+STR-treated

groups).

3.2.7 Conventional and confocal immunohistochemistry

3.2.7.1 BDNF immunoreactive in the Hipp

BDNF immunostaining revealed a lower labeling intensity of the cells in all Hipp areas in
the VEH-treated UCMS group compared with VEH-treated non-UCMS mice at low
magnification (Figure 7 A-B). On the other hand, a decrease of BDNF-ir cells in the hilus and
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granular layer of DG (double arrow Figure 7 A-E), and the pyramidal layer of CA1 and CA3
was found in VEH-treated UCMS compared with VEH-treated non-UCMS. Interestingly, all
the pharmacological approaches increased BDNF-ir compared with VEH-treated UCMS
mice. In CBD- and CBD + STR-treated UCMS groups, the labeling intensity of BDNF-ir in
pyramidal and granular cells was higher than in the STR-treated UCMS mice (Figure 7 C-E).
On the other hand, BDNF-ir in CA1 and CA3 decreased in VEH-treated UCMS compared
with the VEH-treated non-UCMS group (Figure 6 A-B). All the treatments increased BDNF-
immunostained in both fields of Hipp (arrowhead in Figure 6 C-E). Likewise, BDNF-ir in the
hilus and the DG areas (arrow and double arrow Figure 6 C-E) were decreased in the VEH-
treated UCMS group (Figure 7B).

At high magnification, BDNF-ir in the hilus and the granular cells of DG in CBD-, STR- and
CBD + STR UCMS groups increased compared with VEH-treated UCMS (Figure 7 F-J). Even
though BDNF-immunostained intensity was higher in STR-treated UCMS than in VEH-
treated UCMS, the increase was more significant in the granular layer of DG in CBD and
CBD + STR groups compared with STR-treated UCMS mice (arrow in Figure 7 H-]). All these
results revealed increased cell survival and plasticity in the UCMS mice treated with the
different pharmacological approaches compared with VEH-treated UCMS mice. This
increase was even more significant in mice treated with CBD and CBD + STR than with STR

alone.

3.2.7.2 NeuN and Caspase-3 immunoreactive in the Hipp

In VEH-treated UCMS mice, the results of NeuN-Caspase-3 double-immunostained sections
at low magnification (Figure 8 A, C, E, G, I) revealed a decrease in NeuN-ir in CA1, CA3 and
the hilus and granular cells of DG (arrows in Figure 8 A, C, E, G, I) compared with its
corresponding control group, VEH-treated non-UCMS. Interestingly, CBD, STR and the
combination CBD+STR increased NeuN-ir.

On the other hand, Caspase-3-ir increased in VEH-treated UCMS compared to VEH-treated
non-UCMS mice (Figure 8 B, D). In contrast, Caspase-3-ir was lower in CBD-, STR-, and CBD
+ STR-treated mice compared with the VEH-treated UCMS group (arrows in Figure 8 D, F,
H, ]). Between treatments, Caspase-3-ir was lower in UCMS mice treated with CBD- or CBD
+ STR than in those treated with STR alone (arrows in Figure 8 F, H, J). Details of the CAl
region showed a decrease in NeuN-ir pyramidal cells in CA1 and an increase of Caspase-3-
ir in VEH-treated UCMS compared with non-UCMS. Both CBD and STR, as well as their
combination, reversed these alterations (arrow in Figure 8 A, C, E, G, I). These results
revealed higher cellular death, as noted by the decrease in NeuN-ir and the increase of
Caspase-3-ir in VEH-treated UCMS compared with the VEH-treated non-UCMS group.
Notably, the number of apoptotic cells decreased in mice treated with CBD- or CBD + STR

even more than in those treated only with STR (arrows in Figure 8 F, H, I).
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4. Discussion

The present study revealed that the antidepressant action of CBD is faster and more effective
than the reference drug used, STR, in modulating the behavioral and molecular disturbances
induced by the UCMS. Indeed, the combination of CBD plus STR showed a worse outcome
than CBD alone. These assumptions are based on the following observations: 1) CBD
reversed anxiety and behavioral despair of stressed mice at 4, 7 and 14 days of treatment,
while STR required 14 days to modulate the anxiogenic-like behavior induced by UCMS, 2)
CBD significantly improved cognitive impairment and anhedonia of UCMS mice more than
STR, 3) CBD normalized all the gene expression disturbances induced by the UCMS in
critical elements within the serotoninergic system (Scl6a4, 5-HT1A and 5-HT2A) in the DR,
Hipp and AMY compared to STR, 4) CBD increased BDNF and PPARdelta gene expressions
in the Hipp of UCMS mice, whereas STR was without effects, 5) CBD increased BDNF and
reduced caspase-3 immunoreactivities in the Hipp more than STR, 6) the combination of
CBD plus STR showed a similar efficacy than CBD alone in the LBD, TST and EPM, however,
a worse outcome was found in the improvement of cognitive impairment and anhedonia,
and 8) the combination of CBD plus STR did not reverse the alterations induced by the UCMS
in 5-HT1A, BDNF and PPARdelta in the Hipp, and 5-HT1A and 5-HT2A in the AMY; and
increased BDNF and caspase-3 immunoreactivities in the Hipp less than CBD alone.

This study evaluated the antidepressant-like effects of chronic CBD administration
compared with STR and the combination of both drugs in mice previously exposed to the
UCMS experimental paradigm (35, 53). The selective reuptake inhibitor STR was selected
based on the fact that it is the first-line treatment of major depressive disorder (54) and one
of the most common antidepressant drugs for treating other psychiatric diseases such as
obsessive-compulsive disorder (55), panic disorder (56), posttraumatic stress disorder (57)
and social anxiety disorder.

Current antidepressant treatments, such as STR, require several weeks to reduce depressive
symptomatology in patients and rats exposed to the UCMS, as previously reported (40, 58,
59). The LBD and TS tests revealed that CBD normalized the anxiogenic- and depressogenic-
like effects induced by UCMS after 4 and 7 days of treatment, respectively. In contrast, the
administration of STR required 14 days to produce a significant antidepressant action. This
is the first evidence of the faster antidepressant-like effect of CBD compared to a reference
antidepressant as STR.

In addition, CBD restored the cognitive impairments induced by UCMS, whereas STR
tended to improve the cognitive impairment without reaching statistical significance. This
finding contradicts previous results showing that STR reversed cognitive impairments
caused by the UCMS in rats in the Water Morris and step-down inhibitory avoidance (SDIA)
tests (60). These discrepancies may be due to differences in the strain used (CD1 mice vs.
Sprague-Dawley rats), the duration of the UCMS (4 or 6 weeks) before the beginning of the
pharmacological treatment, the STR doses (10 mg/kg vs. 5 mg/kg), and/or the behavioral test
used (NOR vs. Water Morris and SDIA).
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The results found in this study provide new relevant information suggesting that chronic
CBD administration reversed all the behavioral alterations (increased anxiety, behavioral
despair, cognitive impairment and anhedonia) induced by UCMS earlier than STR. Thus,
these results lay the groundwork for future studies to explore the antidepressant profile of
CBD, which could provide a better clinical benefit by inducing the effects faster and more
effectively than other antidepressants.

The mechanisms of action of CBD were explored by measuring changes in the gene and
protein expression of key targets closely related to depression. In this respect,
monoaminergic neurotransmitters, especially serotonin (5-HT), have been widely involved
in the pathophysiology of depressive disorders (61). Recent studies have suggested that
dopamine receptors D2 and D3 are involved in the mechanism of action of CBD (62, 63).
Despite inconclusive results, numerous studies identified reduced activity of serotonin
pathways, disruption of the 5-HTT and serotonin imbalance in depressive patients (64, 65).
In rodents exposed to the UCMS, 5-HT concentrations (66-68), 5-HTT density and gene
expression were reduced in several brain regions (69-72). In this study, 5-HTT (Slc6a4) gene
expression was significantly reduced in the DR of mice exposed to the UCMS compared with
non-UCMS. Several reports related the increase of 5-HTT produced by antidepressants with
the reduction of depressive-like behaviors and anhedonia (73, 74). Interestingly, CBD and
STR increased Scl6a4 gene expression, although the effect was more pronounced with CBD.
This may explain, at least in part, why CBD displays higher efficacy than STR in controlling
the behavioral alterations induced by the UCMS.

Fourteen serotonin receptor subtypes have been identified. Among them, the 5-HT1A
receptor plays a crucial role in controlling the concentrations of 5-HT. This receptor is widely
distributed in the brain, with postsynaptic receptors in the cortex, Hipp and AMY, and
somatodendritic autoreceptors in the raphe nucleus (75). Several studies support the
involvement of the 5-HT1A receptor in the regulation of anxiety and depression, and
neuroplasticity (76-80). Alterations of 5-HT1A gene expression and binding were found in
the brain of rodents exposed to chronic stress (81-85). PET studies showed alterations of 5-
HT1A binding in cortical and raphe regions of depressive patients (86, 87). In our study,
UCMS increased 5-HT1A receptor gene expression in the Hipp and decreased in the AMY.
These results are consistent with previous reports suggesting that stressful stimuli induced
opposite changes in 5-HT1A gene expression depending on the brain region analyzed (28,
85). CBD reversed both alterations, while STR only increased 5-HT1A in AMY. Based on
previous studies, it is possible to suggest that CBD behaves as an agonist of the 5-HT1A
receptor, which is responsible for its antidepressant properties (88-93). Mood stabilizers and
antidepressants significantly modify 5-HT1A functional activity in several brain regions (75,
94). In general, the antidepressant effects of SSRIs are potentially mediated by 5-HT1A
receptors. In the raphe nuclei, the increase of serotonin concentrations induced by the
inhibition of 5-HTT stimulates the presynaptic somatodendritic 5-HT1A receptors. This
action results in an inhibition of serotonin release, which consequently delays the onset of

antidepressant action. However, in chronic treatment, desensitization of the presynaptic 5-
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HT1A receptors occurs, increasing 5-HT concentrations in the synapse with the subsequent
activation of postsynaptic 5-HT1A receptors and the appearance of antidepressant actions
(95, 96). Thus, the agonism of the 5-HT1A receptor, in combination with the 5-HTT inhibition,
has been proposed to contribute to a faster antidepressant action (97-99). Recently, it has been
observed that repeated CBD treatment increased 5-HT firing activity by desensitizing 5-
HT1A autoreceptors (100, 101), and this mechanism was associated with relieving pain-
induced anxiety-like behavior in a rat model of neuropathic pain (100). Thus, it is possible to
hypothesize that the most efficient actions of CBD compared with STR on 5-HTT gene
expression in the DR and the normalization of 5-HT1A gene expression alterations in Hipp
and AMY produced by UCMS may be due to the activation of the 5-HT1A receptor. Future
studies, for example, by blocking the 5-HT1A receptor in mice exposed to the UCMS and
treated with CBD, are required to determine the significance of this serotonin receptor in the
antidepressant effects of CBD.

An additional serotonin receptor affected by stress and involved in multiple
psychiatric disorders is the 5-HT2A. Activation of this receptor in the AMY has been closely
related to generalized anxiety disorder (GAD) (102, 103), borderline personality disorders
(104) and PTSD (105). Besides, cortical 5-HT2A increase was reported in suicide victims (106,
107) and several brain areas of rodents exposed to UCMS (108, 109). In line with these
findings, UCMS significantly increased 5-HT2A in the Hipp and AMY. Chronic CBD
administration reduced these alterations, while STR decreased 5-HT2A gene expression only
in the Hipp. Previous reports indicated that the increased expression of 5-HT2A is associated
with unmitigated stress, increasing the intensity and consequences of stress rather than the
relief of stress consequences (110). Thus, it is tempting to speculate that reducing 5-HT2A
induced by CBD may contribute to a more significant efficacy in reversing the behavioral
disturbances induced by UCMS compared to STR. However, there is no information on how
CBD interacts with the 5-HT2A receptor. The fact that it reduces the expression of 5-HT2A
would indicate that it acts more as an agonist of this receptor. This should be further explored
due to the emerging interest in 5-HT2A agonists for treating anxiety and depression, such as
the LSD-like psychedelic drugs that acting as 5-HT2A agonists display rapid antidepressant
effects related to their neuroplastic actions (111-113).

Impairment in brain neuroplasticity is one of the main etiopathogenic mechanisms
underlying depressive disorders. It is known that the antidepressants’ efficacy lies in their
ability to increase neuroplasticity. BDNF is a crucial regulator of synaptic plasticity, neurite
outgrowth and neuronal connections in the brain (114-116) and mediates the plastic changes
induced by antidepressants (117-119). In animal stress models, BDNF is downregulated in
the Hipp (117, 120-123). The involvement of hippocampal BDNF in antidepressant efficacy
has been demonstrated in different previous studies (118, 123-126). In this study, BDNF gene
and protein expressions were significantly reduced in the Hipp of mice exposed to the
UCMS.

Interestingly, CBD treatment increased BDNF gene expression in the Hipp, in contrast to

STR. Moreover, immunohistological studies revealed that the treatment with CBD increased
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BDNF immunoreactivity in different fields of the Hipp more significantly than STR. Our
results are in agreement with previous reports showing that CBD increased BDNF gene
expression and synaptophysin in the PFC and Hipp of ICR mice exposed to the UCMS (37).
Besides, acute administration of CBD showed antidepressant effects associated with
increased synaptophysin and PSD95 in the mPFC and BDNF protein expression in mPFC
and Hipp (127). In additional animal models of brain ischemia, CBD increased hippocampal
BDNF protein levels, stimulated neurogenesis and promoted dendritic restructuring (128).
Similarly, in an animal model of mania induced by D-amphetamine, CBD increased BDNF
expression in the Hipp (129). Furthermore, CBD treatment increased NeuN-ir and decreased
caspase-3-ir more significantly than STR. Therefore, CBD was more effective in reversing the
UCMS-induced increase in apoptosis and neuronal loss than STR.

The analyses of PPARdelta gene expression in the DG of the Hipp provided different results
about the significant enhancement of neuroplasticity by CBD. PPARdelta belongs to the
PPAR nuclear receptor family with a widespread brain distribution (130, 131). Recently, this
receptor that regulates 5-HTT in the Hipp (132) is essential in reducing depressive-like
behaviors (133) induced by stress. Moreover, the activation of PPARdelta induces
neuroprotection and reverses neurodegeneration in Alzheimer’s disease (134), Parkinson’s
disease (135) and Huntington’s disease (136). Notably, the treatment with CBD was the only
one that reversed the reduction of PPARdelta gene expression in the Hipp induced by the
UCMS.

Potential changes in the vesicular glutamate transporter 1, mVGlutl, were also analyzed.
This glutamate transporter is located in the presynaptic glutamate-releasing neurons,
transporting glutamate into presynaptic vesicles and promoting synaptic glutamate release
(137). The control of glutamate levels is essential to protect the brain from excess synaptic
glutamate and excitotoxicity, which can lead to cell death (138). Unbalance between
inhibitory and excitatory neurotransmission has been proposed to be involved in different
psychiatric conditions, including depressive disorders (139, 140). Recently, the modulation
of glutamate neurotransmission has been related to the antidepressant effects of ketamine
and its effects on neuroplasticity (141, 142). In this study, UCMS reduced mVGlutl gene
expression, which may be related to changes in glutamate concentrations in the synaptic
cleft, whereas CBD and STR increased the expression of this gene in the Hipp. It is
remarkable to mention that CBD was the only drug that reversed all the molecular alterations
induced by the UCMS.

Another aspect analyzed in the present study was if the combination of CBD and STR may
show additive or synergistic potential. Combining different drugs is a standard procedure
for treating depressive disorders to achieve a more significant effect than individual drug
therapies. This strategy also prevents specific dose-related side effects. Unexpectedly, the
combination of CBD plus STR resulted in less effective than CBD modulating behavioral and
molecular disturbances induced by UCMS, and similar, in some respects, to STR. These
results raise the question about the nature of the interaction between STR and CBD, which

makes their combination less valuable than CBD alone. One possible explanation is a
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potential pharmacokinetic interaction between CBD and STR since both drugs are
hepatically metabolized by the cytochrome P450 (CYP450) enzymes (143-145). Recently, in
vivo and in vitro studies pointed out that CBD significantly inhibits CYP2C19, decreasing
the metabolism of STR and additional SSRIs (146, 147). This would increase plasma STR
concentration and serotonin concentrations, reducing tolerability secondary to activation.
Thus, the combined use of CBD plus STR appears to increase the risk of concentration-related
SSRI side effects (148, 149). A recent case report showed a pharmacokinetic interaction
between CBD and STR in a patient treated with STR for depression and anxiety. CBD
inhibited CYP2C19 increasing STR exposure, producing hyponatremia and subsequent
cognitive dysfunction (150). This fact may be critical since the behaviors related to an excess
of serotonin are similar to symptoms of anxiety and depressive disorders (151). Moreover,
CBD and STR bind to plasma proteins (152, 153). Thus, it would be interesting to explore a
potential interaction that may cause STR or CBD concentrations to change and explains, at
least in part, why the combination of both drugs has less efficacy than the administration of
CBD alone.

On the other hand, time course and differences in the molecular neuroadaptations induced
by the combination in comparison to CBD alone suggest some interaction between CBD and
STR at the pharmacodynamic level. At the beginning of the treatment (1-14 days), CBD plus
STR showed the same efficacy as CBD alone and less with STR. Notably, the time point (14
days) at which the effectiveness of the combination starts to be less effective than CBD is the
same as when STR presents efficacy by itself. As treatment becomes chronic, the combination
results in significantly less effectiveness than CBD, as shown by the results at 18 and 26 days
for NOR and SC tests. Similarly, molecular neuroadaptation analyses showed that 5-HT1A,
BDNF and PPARdelta are the main critical targets in which CBD differs from the
combination and STR. CBD restored changes in 5-HT1A receptor gene expression in the
Hipp, whereas neither the combination nor STR modified this target. CBD and STR
separately changed the effects of UCMS on 5-HT1A receptor gene expression in the Amy,
but not the combination. Notably, BDNF and PPARdelta gene expressions increased with
CBD but not with STR or the combination. Altogether, these results suggest that the lack of
effect modulating 5-HT1A, BDNF and PPARdelta in the Hipp is similar between STR and
the combination. Despite further studies being necessary to determine the mechanisms
underlying these observations, it is tempting to hypothesize that CBD and STR interact
negatively in the modulation of the serotonergic system and neuroplasticity, reducing the
efficacy of CBD when both drugs are administered together.

Taken together, the results of this study revealed that CBD induced an antidepressant-like
effect in the UCMS accompanied by molecular neuroadaptations in crucial targets of the
serotonin system and neuroplasticity, expanding the knowledge about its mechanism of
action. CBD presents advantages over the antidepressant STR, notably significant speed and
efficiency, to modulate behavioral despair, cognitive impairment and anhedonia, and all the

molecular disturbances analyzed. More importantly, special attention should be given to the
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combination of CBD with current antidepressants since it appears to produce a negative
impact on treatment.
In summary, this study lays the groundwork for future clinical studies to determine CBD’s

efficacy and therapeutic positioning in treating depressive and anxiety disorders in humans.
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Table 1. The chronic unpredictable mild stress procedure

Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday Saturday Sunday
Week 10-11h Restraint Stress 9-12h Stroboscopic 10-10.30h Fox urine 10-13h Stroboscopic 9.00-9.30h Fox urine 8.30-19h Inversion light/dark 10-11h Retraint Stress
1 12-15h Stroboscopic illumination exposure illumination exposure cycle 19-8.30h (+1 day)
illumination 13-14h Restraint Stress 15-17h Loud noise 14-15h Restraint Stress 13-14h Restraint Stress Wet cage
17-18h Loud noise 19-8h (+1 day) Titled 18-19h Restraint Stress 16-18h Loud noise 16-19h Stroboscopic
cage illumination
Week 11-13h Stroboscopic 10-11h Restraint Stress 8-14h Behavioral test= 9-11h Loud noise 10-13h Stroboscopic 10.30-12.30h Loud noise 8.30h-14h Inversion
2 illumination 13-13.30h Fox urine LDB 12-15h Stroboscopic illumination 15-15.30h Fox urine light/dark cycle
16-18h Loud noise exposure 18-19h Restraint stress illumination 19-8.30h (+1 day) Tilted exposure 16-17h Restraint stress
16-18h Loud noise 17-17.30h Fox urine cage
exposure
Week 10-11h Restraint Stress 8-14h Behavioral test= 9-11h Loud noise 10-13h Stroboscopic 10-10.30h Fox urine 9-18h Wet cage 8.30-19h Inversion
3 12-14h Loud noise EPM 12-15h Stroboscopic illumination exposure light/dark cycle
16-18h Stroboscopic 18-18.30h Fox urine illumination 19-8.30h (+1 day) Tilted 13-14h Restraint Stress
illumination exposure 18-19h Restraint Stress cage 16-19h Stroboscopic
illumination
Week 8-14h Behavioral test= 10-11h Restraint Stress 9-11h Loud noise 9-12h Stroboscopic 11-11.30h Fox urine 19-13h (+1 day) Food and 13-14h
4 TS 13-13.30h Fox urine 12-15h Stroboscopic illumination exposure water deprivation Behavioral test= Sl
17-19h Loud noise exposure illumination 13-14h Restraint Stress 13-14h Restraint Stress
16-19h Stroboscopic 18-19h Restraint stress 19-8.00 (+1 day) Wet cage 19-14h (+1 day) Titled
illumination cage
Week Start of treatment 9-11h Loud noise 10-13h Stroboscopic 8-14h Behavioral test= 9-11h Loud noise 8.30-19h Inversion light/dark | 8.00-14h Behavioral test=
5 10-11h Restraint Stress 13-14h Restraint Stress illumination LDB 12-15h Stroboscopic cycle TS
13-13.30h Fox urine 19-8h (+1 day) Titled 15-17h Loud noise 18-18.30h Fox urine illumination
exposure cage 18-19h Retraint stress exposure 18-19h Restraint stress
Week 11-13h Stroboscopic 10-11h Restraint Stress 10-12h Loud noise 10-13h Stroboscopic 11-13h Loud noise 9-10h Restraint Stress 8.00-14h Behavioral test=
6 illumination 13-15h Loud noise 13-13.30h Fox urine illumination 16-19h Stroboscopic 12-19h Tilted cage EPM
16-18h Loud noise 16-19h Stroboscopic exposure 14-15h Restraint Stress illumination
illumination 16-17h Restraint Stress 19-8h (+1 day) Wet cage
Week 9-12h Stroboscopic 10-11h Restraint Stress 8-14h Behavioral test= 8-14h Behavioral test= 10-10.30h Fox urine 9.30-11.30h Loud noise 8.30-19h Inversion
7 illumination 12-14h Loud noise NOR NOR exposure 14-19h Wet cage light/dark cycle
13-14h Restraint Stress 16-18h Stroboscopic 16-18h Loud noise 17-18h Restraint Stress 12-15h Stroboscopic
19-8h (+1 day) Titled cage illumination illumination
18-19h Restraint stress
Week 9-11h Loud noise 10-13h Stroboscopic 10-11h Restraint Stress 11-11.30h Fox urine 13-14h
8 13-14h Restraint Stress illumination 12-15h Stroboscopic exposure Behavioral test= Sl
19-8h (+1 day) Titled cage 15-17h Loud noise illumination 13-14h Restraint stress
18-19h Restraint stress 17-19h Loud noise 19-13h (+1 day) Food and
water deprivation

LBD: light-dark box; EPM: elevated plus maze; TS: tail suspension; NOR: novel object recognition; SI

: sucrose intake.
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Figure and legends
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Figure 1. Schematic representation of the experimental design. Mice were exposed to the
Unpredictable Chronic Mild Stress Model (UCMS) for 8 weeks. During the first 4 weeks, the model
was established, being behavioral alterations evaluated at 10, 16, 22 and 28 days by the light-dark
box (LDB), elevated plus maze (EPM), tail suspension (TS) and sucrose consumption (SC) tests,
respectively. Once the model was established, mice were distributed randomly to receive CBD (20
mg-kg-1, i.p., twice daily, at 9.00h and 19.00h), STR (10 mg-kg-1, p.o., once daily, at 9.00h), their
combination or VEH, during 28 days. The efficacy of each treatment in modulating the effects of
UCMS were evaluated at different time points by the LBD, TS, EPM, Novel Object Recognition (NOR)
and SC tests. Finally, mice were decapitated or perfused to perform real-time PCR (qPCR) and
immunohistological studies.
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Figure 2. Behavioral evaluation of mice exposed to the unpredictable chronic mild stress model
(UCMS) before starting pharmacological treatment. Panels (A, B) Light-dark box, Panels (C, D)
Elevated plus maze, Panel (E) Tail suspension and Panel (F) Sucrose intake. Columns represent the
means and vertical lines the +SEM of each parameter evaluated. *Values from the UCMS-exposed
group that differ significantly from the non-UCMS group (Student’s t-test, P < 0.05).
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Figure 3. Chronic effects of treatment with CBD, STR or their combination in modulating anxiety
and behavioral despair in mice exposed to the unpredictable chronic mild stress model (UCMS).
Anxiolytic and antidepressant-like effects were evaluated at different time points (4, 7 and 14 days)
using the light-dark box (panels A-D), tail suspension (panels E and F) and elevated plus maze (panels
G-J) tests. Columns represent the means and vertical lines the +SEM of each parameter evaluated.
*Values from the VEH-treated UCMS group that differ significantly from VEH-treated non-UCMS
group (Student’s t-test, P < 0.05). $ Values from STR-, CBD-, and/or CBD+STR-treated UCMS mice that
were different from VEH-treated UCMS mice. # Values from CBD- and/or CBD+STR-treated UCMS
mice that were different from STR-treated UCMS mice (One-way ANOVA followed by Student-
Newman-Keuls, p<0.05).

Novel object recognition test Sucrose intake test
&
i #
. 2 D.
1.0 € 010 .10 3
03 g
£ T 008 0.08 g
| % 08 8= o 2
3 o o | 582
5| T &l 2 a $
E| £ o4 E| E H ®
5| ¢ £ 2o 0.06 o
s ) c w =
@ 2 o € g
Bl § oz B £ & 9o
= c 9.9
G| E ' S| w5
i 0.04
S| @ S o
w| & -02 o o| 3E
- ' N 0.02
0.4 g 0.4
* Veh STR CBD CBD#STR
0.6 0.6 —— 0
Non- UCMS ucms Non. UCMS Veh STR  CBD CBD+STR

ucms ucms

Figure 4. Chronic effects of treatment with CBD, STR or their combination in modulating cognitive
impairment and anhedonia in mice exposed to the unpredictable chronic mild stress model
(UCMS). Panels (A-B) Novel Object Recognition Test (NOR) and panels (C-D) sucrose intake. Columns
represent the means and vertical lines the +SEM of each parameter evaluated. * Values from the
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VEH-treated UCMS group that differ significantly from VEH-treated non-UCMS group (Student’s t-
test, P < 0.05). S Values from STR-, CBD- and/or CBD+STR-treated UCMS mice that were different
from the VEH-treated UCMS group. # Values from CBD- and/or CBD+STR-treated UCMS mice that
were different from STR-treated UCMS mice. & Values from CBD-treated UCMS mice that were
different from CBD+STR treated UCMS mice (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls,

p<0.05).
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Figure 5. Relative gene expression of the serotonin transporter (Slc6a4) and receptors (5-HT1A and
5-HT2A) in the dorsal raphe (RD), DG of the hippocampus (DG) and AMY (amygdala) of mice
exposed to the UCMS and treated with CBD, STR or their combination by real-time PCR. Columns
represent the means and vertical lines the +SEM of the Slc6a4 in the DR (panels A-B), 5-HT1A and 5-
HT2A in the Hipp (panels C-D and E-F, respectively) and the AMY (panels G-H and I-J, respectively).
*Values from the VEH-treated UCMS group that differ significantly from VEH-treated non-UCMS
group (Student’s t-test, p < 0.05). S Values from STR-, CBD- and/or CBD+STR-treated UCMS mice that
were different from VEH-treated UCMS mice. # Values from CBD- and/or CBD+STR-treated UCMS
mice that were different from STR-treated UCMS group, & Values from CBD-treated UCMS mice that
were different from CBD+STR treated UCMS mice (One-way ANOVA followed by Student-Newman-

Keuls, p < 0.05).
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Figure 6. Relative gene expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), peroxisome
proliferator-activated receptor delta (PPARdelta) and vesicular glutamate transporter 1 (mVglutl)
in the hippocampus (Hipp) of mice exposed to the UCMS and treated with CBD, STR or their
combination by real-time PCR. Columns represent the means and vertical lines the *SEM of the
BDNF (panels A-B), PPARdelta (panels C-D) and mVglutl (panels E-F). *Values from the VEH-treated
UCMS group that differ significantly from VEH-treated non-UCMS group (Student’s t-test, p < 0.05).
S Values from STR-, CBD- and/or CBD + STR-treated UCMS mice that were different from VEH-treated
UCMS mice. # Values from CBD- and/or CBD + STR-treated UCMS mice that were different from the
STR-treated UCMS group. & Values from CBD-treated UCMS mice that were different from CBD +

STR treated UCMS mice (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls, p<0.05).
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Figure 7. Low magnification confocal images of BDNF-immunolabeling in mice exposed to the
UCMS and treated with CBD, STR or their combination. Collages of confocal photomicrographs
showing BDNF-ir (green labeling; A-E) in the hippocampus of VEH-treated non-UCMS (A), VEH-
treated UCMS (B), CBD-treated UCMS (C), STR-treated UCMS (D) and CBD + STR treated UCMS (E) in
adults’ mice. Note the decrease in the number and labeling of BDNF-in cells in the pyramidal layer of
CA1 and CA3 (arrowhead), the granular layer (double arrow), and hilus (arrow) of DG in VEH-treated
UCMS (B) compared with VEH-treated non UCMS (A). These data show that BDNF-ir is recovered
after treatment with CBD (C), STR (D), and CBD + STR (E). The density and intensity of labeling are
higher with CBD (C) and CBD + STR (E) treatment than with STR (D) alone in the pyramidal layer of
CA1 and CA3 (arrowhead), the granular layer (double arrow), and hilus (arrow) of DG. High
magnification of DG to the UCMS and treated with CBD, STR or their combination UCMS and treated
with CBD, STR, or their combination in mice it was shows the intensity of labeling is higher with CBD
(H) and CBD + STR (J) treatment than with STR (1) (Arrows in F, G, H, 1,J) g: granular; h: hilus.
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Figure 8. Low magnification confocal image sowing NeuN/Caspase-3 double immunostaining
coronal section of the hippocampus of mice exposed to the UCMS and treated with CBD, STR or
their combination. Low magnification photomicrographs of coronal sections of the hippocampus
showing NeuN-ir neurons in red and Caspase-3-ir in green in VEH-treated non-UCMS (A, B), VEH-
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treated UCMS (C, D), CBD-treated UCMS (E, F), STR-treated UCMS (G, H), and CBD + STR treated
UCMS (I, J). Details of NeuN in DG (K, M, O, Q, S) and Caspase-3 (L, N, P, R, T) in CA1 of VEH-treated
non-UCMS, VEH-treated UCMS, CBD-treated UCMS, STR-treated UCMS, and CBD + STR treated UCMS
mice. Note the decrease of Caspase-3-ir in the granular layer of DG and pyramidal and stratum
radiatum of CA1 in CBD-, STR-, and CBD + STR treated UCMS groups compared with VEH-treated
UCMS group. The VEH-treated UCMS (C, D) group showed an increase in Caspase-3-ir in CA1, CA3,
and DG compared with the treated groups (D, E, F, G, H, I) and VEH-treated non-UCMS group (A, B).
The UCMS mice treated with CBD (E, F, O, P) or CBD plus STR (I, J, S, T) showed lower Caspase-3-ir
than mice treated with STR (G, H, K, R). Same scale for (A-J) and for (S, L, M, N, O, P, Q, R, S). High
magnification of the CA1 showing the Caspase-3 positive cells in green in non-UCMS, UCMS, and
treated with CBD, STR, or their combination (L, N, P, R, T) and NeuN/Caspase-3 double
immunostaining (Caspase-3-ir in green and NeuN-ir in red, in the DG of the hippocampus (K, M, O,
and S). Note that CBD-UCM, STR-UCMS, and CBD-STR UCMS have less Capase -3-ir than the VEH UCM
(see details on the right). m: molecular; g: granular; h: hilus; o: oriens; p: pyramidal; r: radiatum.
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Supplementary Information

Unveiling behavioral and molecular neuroadaptations related to the antidepressant action
of cannabidiol in the unpredictable chronic mild stress model

Maria Salud Garcia-Gutiérrez, Daniela Navarro, Amaya Austrich-Olivares and Jorge Manzanares”
* Correspondence:

Jorge Manzanares: jmanzanares@umbh.es

Dose-response effects of cannabidiol in mice exposed to the unpredictable chronic mild stress model

Briefly, CD-1 male mice were exposed to the UCMS protocol for 4-weeks. Once the UCMS model was
established, mice will be divided into the following groups: VEH-treated UCMS (n=9), CBD 5 mg/kg-
treated UCMS (n= 10), CBD 10mg/kg treated UCMS (n=10) and CBD 20mg/kg treated UCMS (n=9).
CBD was dissolved as previously described and administered at the corresponding doses twice daily
ip. Non-UCMS group was treated with the corresponding vehicle of CBD twice daily ip (VEH-treated
non-UCMS, n=10).

CBD efficacy modulating behavioral alterations induced by UCMS were evaluated at different time
points in the light-dark box (7 days), elevated plus maze (12 days), and tail suspension test (21 days).

In the LBD, the results revealed that VEH-treated UCMS mice spent less time in the light
compartment compared with the VEH-treated non-UCMS group (figure S1A) (Student t-test: t=5.400,
17df, P<0,001). No differences were observed in the number of transitions (figure S1B) (Student t-
test t=1.676, P=0.012). CBD, at the three doses tested, significantly increased the time spent in the
light compartment in comparison with the VEH-treated UCMS group (figure S1C) (One way ANOVA
followed by Student-Newman-Keuls F(3,37)=6.679, P=0.001). No differences were observed in the
number of transitions between groups (figure S1D) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls F(3,37)=0.822, P=0.49).

In the EPM, VEH-treated UCMS spent less time in the open arms compared with VEH-treated non-
UCMS mice (Figure 1SE) (Student t-test t=4.426, P<0,001). No differences were observed in the
number of transitions (figure S1F) (Student t-test t=-2.362, P=0.207). CBD significantly increased the
time spent in the open arms at all the doses tested (Figure 1SG) (One-way ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls F(3,37)=11.643, P<0.001). No differences were observed in the number of
transitions between groups (figure S1H) (One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls
F(3,37)=1.398, P=0.260).

As expected, in the TS test VEH-treated UCMS group showed an increased time of immobility
compared with the VEH-treated non-UCMS (figure 1SI) (Student t-test: t= -9.199, 17 df, P<0,001).
Curiously, only the high dose of CBD was able to reduce the immobility time in the TS test (figure 15J)
(One-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls: F(3,37)=15,212, P<0,001.
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Figure S1. Dose-response effects of cannabidiol in mice exposed to the unpredictable chronic
mild stress model. CD-1 male mice were exposed to the UCMS protocol for 4-weeks. Once the
UCMS model was established, mice will be divided into the following groups: VEH-treated UCMS
(n=9), CBD 5 mg/kg-treated UCMS (CBD5) (n=10), CBD 10mg/kg treated UCMS (CBD10) (n=10) and
CBD 20mg/kg treated UCMS (CBD20) (n=9). CBD’s effects on modulating behavioral alterations
induced by the UCMS were evaluated at different time points in the light-dark box (panels A-D) (7
days), elevated plus maze (panels E-H) (12 days) and tail suspension test (panel I-J) (21 days). *

VEH-treated UCMS group that differs significantly from the VEH-treated non-UCMS group. #
treated-UCMS groups that differ from VEH-treated UCMS group.

142



	I. Listado de abreviaturas
	II. Resumen
	III. Summary
	1. Introducción
	1.1. Trastornos depresivos
	1.1.1. Epidemiología y factores de riesgo
	1.1.2. Definición, clasificación y diagnóstico
	1.1.3. Abordaje farmacológico

	1.2. Sistema cannabinoide endógeno
	1.2.1. Papel fisiológico y terapéutico del rCB1 en ansiedad y depresión
	1.2.2. Papel fisológico y terapéutico del rCB2 en ansiedad y depresión
	1.1.3. Papel fisiológico y terapéutico del GPR55 en ansiedad y depresión
	1.2.4. Fitocannabinoides: cannabidiol
	1.2.4.1. Propiedades farmacocinéticas del CBD
	1.2.4.2. Propiedades farmacodinámicas del CBD
	1.2.4.3. Papel del CBD en trastornos de ansiedad y depresión


	1.3. Modelos animales de ansiedad y depresión
	1.3.1. paradigmas empleados para evaluar la ansiedad
	1.1.3.1. Campo abierto (OF)
	1.1.3.2. Caja clara-oscura (LDB)
	1.1.3.3. Laberinto elevado en cruz (EPM)

	1.3.2. paradigmas empleados para evaluar la depresión
	1.1.3.4. Modelos agudos de depresión
	1.1.3.4.1. Natación forzada
	1.1.3.4.2. Suspensión por la cola (TST)
	1.1.3.4.3. Ingesta inhibida por la novedad (NSFT)

	1.1.3.5. Modelos crónicos de depresión: Estrés Crónico Leve



	2. Hipótesis
	3. Objetivos
	4. Resumen global de materiales y métodos
	4.1. Animales
	4.2. Fármacos
	4.3. Modelo de estrés crónico leve (ECL)
	4.4. Paradigmas comportamentales de ansiedad y depresión
	4.4.1. Caja clara-oscura (LDB)
	4.4.2. Laberinto elevado en cruz (EPM):
	4.4.3. Test de suspensión por la cola (TST):
	4.4.4. Test de ingesta inhibida por la novedad (NSFT):
	4.4.5. Reconocimiento de objetos
	4.4.6. Consumo de una solución de sacarosa 1%

	4.5. Identificación de los biomarcadores de respuesta al tratamiento que subyacen a la potencial eficacia ansiolítica y antidepresiva del CBD
	4.5.1. Expresión génica mediante PCR a tiempo real
	4.5.2. Inmunohistoquímica

	4.6. Análisis estadístico

	5. Resumen de los resultados
	5.1. Artículo 1: Cannabinoid CB1 receptor involvement in the actions of CBD on anxiety and coping behaviors in mice (Anexo 1)
	5.2. Artículo 2: Unveiling behavioral and molecular neuroadaptations related to the antidepressant action of cannabidiol in the unpredictable chronic mild stress model (Anexo 1)

	6. Discusión global
	7. Futuras direcciones
	8. Conclusiones finales
	9. Referencias
	IV.   ANEXO I
	IV.I. ARTÍCULO 1
	IV.II. ARTÍCULO 2




