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 11 RESUMEN 

El Accidente cerebrovascular arterial isquémico (AIS) es una patología típicamente 

considerada propia de la edad adulta. Sin embargo, la incidencia de esta patología alrededor 

del momento del parto es muy similar a la encontrada en la vejez, siendo el periodo perinatal 

la segunda edad con mayor riesgo de sufrir este infarto. A este accidente cerebrovascular 

isquémico perinatal (PAIS) se han asociado un elevado número de secuelas como la 

epilepsia, alteraciones motoras como la hemiparesia, problemas del lenguaje o trastornos 

cognitivos y del comportamiento. Estos trastornos del comportamiento han sido vagamente 

descritos en los estudios longitudinales presentes en la bibliografía, pero podrían tener una 

importancia decisiva a la hora de determinar una correcta terapia para los pacientes y 

mejorar en gran medida su calidad de vida y, tal vez, otras secuelas que podrían estar 

derivadas de estas alteraciones. Es determinante tener en cuenta que estos pacientes 

podrían tener que hacer frente a trastornos tipo depresivos o hiperactivos en unas épocas 

decisivas como son la infancia o la adolescencia, condicionando el desarrollo de sus vidas y 

las de sus familias, sin embargo, no se ha prestado suficiente atención al estudio de los 

trastornos del estado de ánimo. 

La fisiopatología que subyace a este PAIS se inicia por un bloqueo en el suministro de sangre 

a un área determinada del cerebro, con la subsecuente falta de aporte de glucosa y oxígeno 

a este tejido. Los procesos que suceden a este bloqueo son complejos y se relacionan entre 

sí de una manera altamente intrincada. De estos, cabe destacar tres factores claves 

implicados en la fisiopatología: la inflamación, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo. Cabe 

destacar que hay determinadas neuronas que pueden ser especialmente vulnerables a 

alguno de estos procesos de daño, como por ejemplo es el caso de las neuronas 

dopaminérgicas, que cuentan con unos niveles basales altos de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), haciéndolas más sensibles al estrés oxidativo. Precisamente estas neuronas 

dopaminérgicas y el principal neurotransmisor que generan y les da nombre, la dopamina 

(DA), están implicadas en diversos trastornos del estado de ánimo como la depresión o la 

hiperactividad. 

Los cannabinoides se presentan como una estrategia terapéutica muy prometedora, tanto 

para el PAIS como para otros tipos de daño cerebral neonatal, como son la encefalopatía 

hipóxico-isquémica (EHI), causante de un daño más global, o la hemorragia intraventricular 

que suele afectar a los prematuros, especialmente a los de extremado bajo peso.  

Particularmente, el cannabidiol (CBD), el cual no tiene propiedades psicoestimulantes que 

podrían ser perjudiciales en el cerebro de un recién nacido, ha mostrado una gran eficacia 

en estos modelos de daño, hasta el punto de lograr que sea utilizado en un ensayo clínico de 

EHI. Precisamente, es la actividad del CBD sobre los tres procesos clave antes citados 

(inflamación, excitotoxicidad y estrés oxidativo) lo que le confiere esta capacidad 

neuroprotectora sobre este tipo de daño. Además, este cannabinoide ha mostrado eficacia 

terapéutica sobre diferentes trastornos del estado de ánimo, mostrando por ejemplo 

propiedades antidepresivas. Todo ello hace de este fármaco un candidato muy prometedor 

para tratar, tanto las secuelas clásicamente caracterizadas del PAIS, como las posibles 

alteraciones del estado de ánimo que también puedan sufrir estos pacientes. Otros 

cannabinoides, como el VCE-004.8, el cual es un derivado del CBD, con una aumentada 

actividad sobre los receptores CB2 y PPAR-γ, presentan características que podrían ser 

especialmente beneficiosas para el tratamiento de dichas secuelas. 



 12 

Teniendo todo esto en cuenta, parece importante definir los trastornos del estado de ánimo 

que puedan aparecer a consecuencia del PAIS, así como los mecanismos subyacentes a estos 

a fin de definir una correcta estrategia terapéutica para tratar a los pacientes. Para ello los 

modelos animales se presentan como una herramienta muy útil, dado el símil en cuanto al 

desarrollo de la patología en el humano, la facilidad para obtener las muestras necesarias y 

la mayor rapidez para que tenga lugar el desarrollo de las secuelas en los roedores respecto 

al tiempo requerido en el caso de los humanos. 

Por todo ello, la hipótesis planteada en este trabajo es que en un modelo de PAIS en ratas 

neonatas, a las cuales se les ocluya la arteria cerebral media, tendrán lugar alteraciones del 

estado de ánimo, tanto a medio como a largo plazo, que será posible revertir mediante la 

administración de cannabinoides como el CBD o el VCE-004.8.  

Para demostrar la validez de esta hipótesis se plantearon los siguientes objetivos: 

• Reproducir correctamente las secuelas típicas asociadas a un modelo animal de 

PAIS. 

• Determinar en este modelo animal de PAIS la aparición de trastornos del estado 

de ánimo como consecuencia del daño, tanto a medio como a largo plazo. 

• Esclarecer los mecanismos subyacentes a estos trastornos del estado de ánimo. 

• Analizar la eficacia terapéutica del CBD sobre estas alteraciones del estado de 

ánimo y los mecanismos subyacentes a estas. 

• Analizar la eficacia terapéutica del VCE-004.8 sobre las alteraciones del estado 

de ánimo. 

En primer lugar, los resultados mostraron la correcta reproducción del modelo, 

observándose mediante imágenes de resonancia magnética un volumen de daño similar al 

documentado previamente, tanto en modelos animales como a nivel clínico, y mantenido 

proporcionalmente a lo largo del tiempo. Se observaron también daños a nivel motor en las 

pruebas funcionales que evaluaron los reflejos a medio plazo y la hemiparesia a largo plazo; 

de nuevo estas alteraciones fueron equiparables a lo encontrado en la clínica y en la 

bibliografía. Por último, los resultados relativos a la muerte celular, observada mediante la 

técnica de TUNEL también fueron consistentes con estudios previos. 

Se encontraron alteraciones del estado de ánimo asociadas al daño isquémico, tanto una 

semana como un mes después de producirse este. Una semana después de la oclusión de la 

arteria cerebral media (MCAO) la sintomatología encontrada en las pruebas 

neuroconductuales, concretamente en el test de suspensión caudal (TST), fue compatible 

con un trastorno tipo depresivo. Sin embargo, un mes después del daño, las pruebas 

neuroconductuales realizadas en este sentido descubrieron un comportamiento tipo 

hiperactivo, mostrándose especialmente con un comportamiento de trepar aumentado en 

el test de natación forzada (FST) y una locomoción y un número de entradas al centro 

excesivas el test de campo abierto (OFT). 

A medio plazo (p14), en los animales isquémicos únicamente se encontraron alteraciones 

en la concentración cerebral de noradrenalina (NA), aumentada a consecuencia del propio 

daño isquémico, y de DA, que se encontró disminuida. A largo plazo (p37), solo se 

encontraron alteraciones en los niveles de DA, que en esta ocasión se mostró aumentada en 
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asociación al MCAO. No se encontraron alteraciones en los niveles de serotonina (5-HT) en 

ninguno de los tiempos analizados. Al evaluar el estado de las neuronas dopaminérgicas en 

el área tegmental ventral (VTA) una semana después del daño, se encontró una pérdida de 

la densidad de neuronas, sin alterarse el tamaño del núcleo. Cuando la evaluación se realizó 

un mes después del daño, la densidad de neuronas fue similar en el grupo lesionado y el 

control, hallándose una reducción del tamaño del VTA en el caso del primero. Los niveles de 

expresión del transportador de DA (DAT) se encontraron disminuidos a ambas edades en 

asociación al PAIS. No así los de receptores D2.  

Al administrar un inhibidor de la recaptación de DA (GBR 12909) durante los tres días 

anteriores y posteriores a la evaluación del TST, se comprobó que la administración de este 

compuesto evitó la aparición del comportamiento tipo depresivo encontrado en las pruebas 

neuroconductuales una semana después del daño, confirmando la relación entre la 

disminución de la concentración cerebral de DA y la sintomatología tipo depresiva tras 

MCAO. Sin embargo, ese tratamiento no tuvo efectos sobre el desarrollo a largo plazo del 

comportamiento tipo hiperactivo, sugiriendo que la normalización temporal de la 

concentración de DA no evita el desarrollo de una descompensación del sistema 

dopaminérgico a largo plazo tras el PAIS. 

El CBD, administrado a una dosis que logró revertir el daño típico de la isquemia, no mostró 

eficacia a la hora de evitar la aparición de la sintomatología depresiva hallada una semana 

después del daño, las alteraciones en los niveles de DA, la reducción del número de neuronas 

dopaminérgicas del VTA ni la disminución de la expresión de DAT. Sin embargo, el 

tratamiento con CBD sí resultó efectivo en la prevención de la aparición del comportamiento 

de tipo trepar en el FST y de la hiperactividad observada en el OFT, a largo plazo, efecto 

relacionado con la normalización en los niveles de DA, del tamaño, y por tanto el número 

total de neuronas dopaminérgicas, del VTA y de la expresión del receptor DAT.  

Por su parte, el tratamiento con VCE-004.8 logró revertir los daños típicamente descritos 

en este modelo animal de PAIS (lesión en MRI, reflejos motores y muerte celular una semana 

después del daño y hemiparesia un mes después de este) a excepción del reflejo de agarre. 

No obstante, al igual que el CBD, este cannabinoide no fue capaz de paliar la sintomatología 

depresiva descrita una semana después de la lesión. Los datos de eficacia para evitar el 

desarrollo de la hiperactividad a largo plazo fueron contradictorios, ya que esa eficacia se 

demostró en el OFT, pero no en FST.  

En conclusión, se comprobó la existencia de alteraciones del estado de ánimo, diferentes a 

medio y a largo plazo, asociadas a la inducción de in infarto cerebral en ratas recién nacidas. 

Estas alteraciones se asociaron a trastornos en el sistema dopaminérgico, de modo que el 

comportamiento depresivo se vinculó a un descenso de la concentración de DA asociado a 

una reducción de la población neuronal dopaminérgica, mientras que el comportamiento 

hiperactivo se asoció a un aumento de la concentración de DA correspondiente a una 

disminución de su recaptación. La administración de CBD a dosis única tras el infarto no fue 

capaz de mostrar eficacia evitando el comportamiento tipo depresivo a corto plazo, pero sí 

evitó el desarrollo del cuadro hiperactivo observado a largo plazo. Este efecto se asoció a la 

normalización de la densidad de celularidad dopaminérgica y de la expresión del DAT. La 
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administración del VCE-004.8 reprodujo a grandes rasgos los efectos del CBD, sin mostrar 

beneficios adicionales de la potenciación del efecto antiinflamatorio de este cannabinoide. 
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 17 ABSTRACT 

Arterial ischemic stroke (AIS) accident is a pathology typically considered typical of 

adulthood. However, the incidence of this pathology around the time of delivery is very 

similar to that found in old age, with the perinatal period being the second age with the 

highest risk of suffering this heart attack. A high number of sequelae such as epilepsy, motor 

disorders such as hemiparesis, language problems or cognitive and behavioral disorders 

have been associated with this perinatal arterial ischemic stroke (PAIS). These behavioral 

disorders have been vaguely described in the longitudinal studies present in the literature, 

but could be of decisive importance in determining the correct therapy for patients and 

greatly improve their quality of life and, perhaps, other sequelae that could be derived from 

these alterations. It is crucial to bear in mind that these patients could have to deal with 

depressive or hyperactive type disorders in decisive times such as childhood or 

adolescence, conditioning the development of their lives and those of their families, 

however, it has not been provided sufficient attention to the study of mood disorders. 

The pathophysiology underlying this PAIS is initiated by a blockage in the blood supply to a 

certain area of the brain, with the subsequent lack of glucose and oxygen supply to this 

tissue. The processes that follow this blockage are complex and interrelated in a highly 

intricate way. Of these, three key factors involved in the pathophysiology should be 

highlighted: inflammation, excitotoxicity and oxidative stress. It should be noted that there 

are certain neurons that may be especially vulnerable to some of these damage processes, 

such as the case of dopaminergic neurons, which have high basal levels of reactive oxygen 

species, making them more sensitive to oxidative stress. Precisely these dopaminergic 

neurons and the main neurotransmitter they generate and give them their name, dopamine, 

are involved in various mood disorders such as depression or hyperactivity. 

Cannabinoids are presented as a very promising therapeutic strategy, both for PAIS and for 

other types of neonatal brain damage, such as hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE), 

which causes more global damage, or intraventricular hemorrhage that usually affects 

premature infants, especially extremely low birth weight infants. In particular, cannabidiol 

(CBD), which does not have psychostimulant properties that could be harmful to the brain 

of a newborn, has shown great efficacy in this damage, to the point of being used in a clinical 

trial of HIE. It is precisely the activity of CBD on the three key processes mentioned above 

(inflammation, excitotoxicity and oxidative stress) that gives it this neuroprotective 

capacity against this type of damage. In addition, this cannabinoid has shown therapeutic 

efficacy on different mood disorders, showing, for example, antidepressant properties. All 

this makes this drug a very promising candidate for treating both the classically 

characterized sequelae of PAIS, as well as the possible mood changes that these patients 

may also suffer from. Other cannabinoids, such as VCE-004.8, which is a derivative of CBD, 

with increased activity on CB2 and PPAR-γ receptors, presenting characteristics that could 

be especially beneficial for the treatment of said sequelae. 

Bearing all this in mind, it seems important to define the mood disorders that can appear as 

a result of PAIS, as well as the basis for them, in order to define a correct therapeutic strategy 

to treat patients. For this, animal models are presented as a very useful tool, given the 

similarity in terms of the development of the pathology in humans, the ease of obtaining the 
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necessary samples and the greater speed for the development of sequelae in rodents 

compared to the time required in the case of humans. 

The hypothesis proposed in this work is that in a PAIS model in neonatal rats, in which the 

middle cerebral artery is occluded, changes in mood will take place, both in the medium and 

long term, which will be possible to reverse through the administration of cannabinoids 

such as CBD or VCE-004.8. 

To demonstrate the validity of this hypothesis, the following objectives were set: 

• To Correctly reproduce the typical sequelae associated with an animal model of 

PAIS. 

• To determine in this animal model of PAIS the appearance of mood disorders as a 

consequence of the damage, both in the medium and long term. 

• To Clarify the mechanisms underlying these mood disorders. 

• To Analyze the therapeutic efficacy of CBD on these mood disorders and their 

underlying mechanisms. 

• To Analyze the therapeutic efficacy of VCE-004.8 on mood disorders. 

Firstly, the results showed the correct reproduction of the model, with magnetic resonance 

imaging showing a volume of damage similar to that previously documented, both in animal 

models and at the clinical level, and maintained proportionally over time. Motor damage 

was also observed in the functional tests that evaluated medium term reflexes and long-

term hemiparesis; again, these alterations were comparable to what was found in the clinic 

and in the literature. Finally, the results regarding cell death, observed using the TUNEL 

technique, were also consistent with previous studies. 

Mood disturbances associated with ischemic damage were found, both one week and one 

month after it occurred. One week after the middle cerebral artery occlusion (MCAO), the 

symptoms found in the neurobehavioral tests, specifically in the tail suspension test (TST), 

were compatible with a depressive-like disorder. However, one month after the injury, 

neurobehavioral tests performed in this regard revealed a hyperactive-type behavior, 

especially showing increased climbing behavior in the forced swimming test (FST) and 

excessive locomotion and number of center entries in the open field test (OFT). 

In the medium term (p14), in the ischemic animals only alterations were found in the 

cerebral concentration of norepinephrine, increased as a result of the ischemic damage 

itself, and of dopamine, which was found to be decreased. In the long term (p37), alterations 

were only found in dopamine levels, which this time was shown to be increased in 

association with MCAO. No alterations were found in serotonin levels at any of the analyzed 

times. When evaluating the state of dopaminergic neurons in the ventral tegmental area 

(VTA) one week after the damage, a loss of neuron density was found, without altering the 

size of the nucleus. When the evaluation was carried out one month after the injury, the 

density of neurons was similar in the injured group and the control group, finding a 

reduction in the size of the VTA in the case of the former. The expression levels of the 

dopamine transporter (DAT) were found to be decreased at both ages in association with 

PAIS. Not so the D2 receptors. 
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When administering a dopamine reuptake inhibitor (GBR 12909) during the three days 

before and after the TST evaluation, it was found that the administration of this compound 

prevented the appearance of the depressive-like behavior found in neurobehavioral tests 

one week after the damage, confirming the relationship between the decrease in brain 

concentration of dopamine and depressive-like symptoms after MCAO. However, this 

treatment had no effect on the long-term development of hyperactive-like behavior, 

suggesting that the temporary normalization of dopamine concentration does not prevent 

the development of long-term dopaminergic system decompensation after PAIS. 

CBD, administered a dose that reversed the typical damage of ischemia, did not show 

efficacy in preventing the appearance of depressive symptoms found a week after the 

damage, alterations in dopamine levels, reduction in the number of dopaminergic neurons 

in the VTA nor the decrease in the expression of DAT. However, treatment with CBD was 

effective in preventing the appearance of climbing-type behavior in the FST and the 

hyperactivity observed in the OFT in the long term, an effect related to the normalization of 

dopamine levels, of the size, and therefore the total number of dopaminergic neurons in the 

VTA and the expression of the DAT receptor. 

For its part, treatment with VCE-004.8 achieved the reversal of the damage typically 

described in this animal model of PAIS (MRI lesion, motor reflexes and cell death one week 

after the damage and hemiparesis one month after it) with the exception of the reflex of 

grip. However, like CBD, this cannabinoid was not able to alleviate the depressive symptoms 

described one week after the injury. Efficacy data in preventing the development of long-

term hyperactivity were conflicting, as that efficacy was demonstrated in the OFT, but not 

in the FST. 

In conclusion, the existence of mood changes, different in the medium and long term, 

associated with the induction of cerebral infarction in newborn rats was confirmed. These 

alterations were associated with disorders in the dopaminergic system, so that depressive 

behavior was linked to a decrease in dopamine concentration associated with a reduction 

in the dopaminergic neuronal population, while hyperactive behavior was associated with 

an increase in dopamine concentration corresponding to a decrease in its reuptake. The 

administration of CBD in a single dose after the infarction was not capable of showing 

efficacy in preventing depressive behavior in the short term, but it did prevent the 

development of the hyperactive condition observed in the long term. This effect was 

associated with normalization of dopaminergic cell density and dopamine transporter 

expression. The administration of VCE-004.8 reproduces great characteristics of the effects 

of CBD, without showing additional benefits of enhancing the anti-inflammatory effect of 

this cannabinoid.
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Accidente Cerebrovascular Isquémico Perinatal 

Definición  

El accidente cerebrovascular arterial isquémico (AIS, por sus siglas en inglés), o también 

llamado stroke, consiste en la reducción o bloqueo completo focal del flujo sanguíneo 

cerebral, y su consecuencia final es el infarto cerebral (Fluss et al., 2016). Cuando este se 

produce en el periodo perinatal, comprendido entre la semana 20 de vida fetal y el día 28 de 

desarrollo postnatal (ya que, habitualmente, el momento exacto del infarto no está claro), 

es denominado accidente cerebrovascular isquémico perinatal (PAIS). El PAIS debe ser 

confirmado mediante estudios de neuroimagen o neuropatológicos (Bernson-Leung & 

Rivkin, 2016; Fluss et al., 2016; Grunt et al., 2015; Munoz et al., 2018; Titomanlio et al., 

2015). 

Estos días previos y posteriores al nacimiento suponen un periodo de particular riesgo de 

infarto, tanto para el bebé como para la madre, que podrían deberse a la activación de 

mecanismos de coagulación en este momento(Nelson & Lynch, 2004). 

La principal diferencia entre el PAIS y la EHI reside en  término "focal", que se asocia al 

stroke (Titomanlio et al., 2015). 

Tipos 

Cuando el infarto cerebral sucede en el periodo perinatal, al igual que cuando tiene lugar en 

la infancia o la edad adulta, se puede dividir en dos tipos principales: el stroke hemorrágico 

y el isquémico. El primero, generalmente, es menos frecuente; sin embargo, la mortalidad 

asociada a este es mucho más elevada. El segundo es el tipo presente en aproximadamente 

el 85% de los casos totales de accidente cerebrovascular (Amarenco et al., 2009; El Ictus, 

s. f.; Kuriakose & Xiao, 2020; Lehman & Rivkin, 2014; Woodruff et al., 2011). 

El infarto hemorrágico se caracteriza porque se produce la rotura de un vaso sanguíneo y, 

por tanto, conlleva la liberación de sangre al tejido circundante(El Ictus, s. f.; Kuriakose & 

Xiao, 2020; Woodruff et al., 2011). Este stroke hemorrágico puede subdividirse, según la 

localización donde se produce, en: 

 Intracerebral: Se produce por la rotura de un vaso en el parénquima cerebral, 

dejando salir su contenido, el cual se expande por el tejido circundante, lo que 

adicionalmente produce una sobrepresión que daña este tejido cerebral. Por tanto, la 

gravedad de este tipo de infarto está determinada, tanto por el daño focal per se, como por 

este aumento de presión intracraneal. Dentro del stroke hemorrágico es el subtipo más 

frecuente (Amarenco et al., 2009; El Ictus, s. f.). 

 Subaracnoideo: En este caso, la hemorragia se produce en las meninges, ubicadas 

entre la superficie del tejido cerebral y la parte más interna del cráneo, concretamente por 

debajo de la aracnoides, en el espacio subaracnoideo. El desencadenante principal de este 

subtipo es la rotura de un aneurisma arterial (El Ictus, s. f.; Kuriakose & Xiao, 2020). 

Por su parte, el infarto isquémico está producido generalmente por la obstrucción de una 

arteria, sin que se produzca su rotura de la misma (Kuriakose & Xiao, 2020). Este tipo de 
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infarto puede clasificarse atendiendo a su etiología, dando lugar a los siguientes subtipos 

(El Ictus, s. f.; Kuriakose & Xiao, 2020; Woodruff et al., 2011): 

Trombótico, aterotrombótico o trombosis cerebral: La causa de este es un coágulo 

de sangre (trombo), el cual se forma en la pared de una arteria de tal manera que impide el 

paso de la sangre a través de esta, afectando a la parte del cerebro que irriga (El Ictus, s. f.; 

Kuriakose & Xiao, 2020). 

Embólico o embolia cerebral: Este subtipo también se produce por un coágulo, al 

igual que en el caso anterior, sin embargo, la diferencia reside en que este coágulo no se 

forma en el propio lugar de la oclusión, sino lejos de este, generalmente en el corazón. Este 

coágulo que se desplaza hasta bloquearse al reducirse la luz de una arteria, bloqueándola, 

se denomina émbolo. Las embolias son responsables de alrededor del 75% de las 

obstrucciones de los vasos cerebrales, representando la causa más frecuente de accidente 

cerebrovascular (El Ictus, s. f.; Kuriakose & Xiao, 2020; Woodruff et al., 2011).  

Hemodinámico: En este caso, la reducción en el aporte sanguíneo está producida 

por una disminución en la presión arterial. Este descenso puede estar debido, por ejemplo, 

a hipotensión arterial (principalmente si esta es grave y persistente), a una arritmia o a una 

parada cardíaca. Este subtipo es el menos frecuente dentro de los clasificados como stroke 

isquémico (El Ictus, s. f.). 

Concretamente, cuando este infarto se produce en el bebé alrededor del momento del parto, 

este accidente cerebrovascular se puede dividir en función del momento en el que es 

diagnosticado, dando lugar a los siguientes tipos (Munoz et al., 2018):  

Figura I. 1. A. Esquema de los diferentes tipos de infarto según su etiología. B. Representación gráfica 
de un stroke hemorrágico. C. Representación gráfica de un stroke isquémico. 

A 

B C 
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Infarto isquémico fetal: El diagnóstico, en este caso, se produce antes de que tenga 

lugar el nacimiento, mediante el uso de técnicas de imagen fetal. También es el caso de los 

mortinatos, diagnosticado a través de un examen neuropatológico (Munoz et al., 2018; 

Whitaker & Cipolla, 2020).  

Infarto isquémico arterial neonatal (NAIS): Es aquel diagnosticado posterior al 

nacimiento y hasta el día 28 postnatal, incluyendo los casos de recién nacidos prematuros 

(Munoz et al., 2018; Whitaker & Cipolla, 2020).  

Presunto infarto perinatal: Diagnosticado después del día 28 postnatal, pero 

ocasionado presumiblemente (sin tener la certeza) con anterioridad, entre la semana 20 

gestacional y este día 28 postnatal (Munoz et al., 2018; Whitaker & Cipolla, 2020). 

De manera general, el stroke de tipo isquémico y neonatal es el accidente cerebrovascular 

agudo más frecuente, ya que se estima que representa entre un 80% y un 90% de los casos 

descritos en la literatura (Dunbar & Kirton, 2019). 

Incidencia  

Típicamente, el stroke es considerado una patología propia de la edad adulta. Sin embargo, 

como ya se ha mencionado, el periodo perinatal, y principalmente las primeras horas o días 

posteriores al parto, suponen un tiempo de particular susceptibilidad y riesgo. La incidencia 

del accidente cerebrovascular perinatal es similar a la de los ancianos, considerándose el 

período perinatal el segundo grupo de mayor riesgo de sufrir un infarto cerebral. Es, 

además, tan común como el accidente cerebrovascular arterial isquémico de gran vaso en 

adultos y 17 veces mayor que en la infancia (Bernson-Leung & Rivkin, 2016; Fernández-

López et al., 2014; Lehman & Rivkin, 2014; Munoz et al., 2018; Raju, 2008; Rayasam et al., 

2020).  

Las estimaciones sobre la incidencia encontradas en la bibliografía son muy variables. Por 

lo general, en las bases de datos de los hospitales se encontraron tasas más altas que en la 

literatura. Probablemente esto pueda deberse a que las bases de datos hospitalarias 

incluyen una población más grande con una mayor precisión a la hora de la clasificación por 

grupos de edad y cuentan con datos más contemporáneos que los de la literatura, todo ello 

puede ser asociado con una mejor identificación del AIS pediátrico (Oleske et al., 2021). 

Teniendo en cuenta estas divergencias, los datos sobre la incidencia del stroke perinatal 

parecen encontrarse entre 1 caso de cada 1.600 a 5.000 bebés nacidos vivos. Siendo el NAIS 

el que cuenta con una mayor incidencia, representando aproximadamente entre el 80% y el 

90% de los casos descritos (Clive et al., 2020; Dunbar & Kirton, 2019; Fernández-López 

et al., 2014; Ferriero et al., 2019; Martinez-Biarge et al., 2019; Munoz et al., 2018; Oleske 

et al., 2021; Vexler & Yenari, 2009; Wagenaar et al., 2018). 

A pesar de estas estimaciones, hay que tener presente que, probablemente, se trate de 

subestimaciones, dada la dificultad para obtener imágenes cerebrales neonatales, 

especialmente en determinados entornos donde los recursos son limitados (Fernández-

López et al., 2014; Wagenaar et al., 2018). 
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Gasto para el sistema sanitario  

Es preciso tener en cuenta, que de forma adicional a los perjuicios ocasionados sobre la 

salud de los pacientes, el accidente cerebrovascular perinatal conlleva gastos sustanciales 

para el sistema sanitario (Berrigan et al., 2021).  

Según un estudio realizado en 2010, el 88% del coste medio de atención hospitalaria en 

casos de accidente cerebrovascular neonatal fue debido al propio stroke, suponiendo un 

gasto medio de 34.821 dólares en cada uno de estos casos. El 12% restante fue asociado a 

gastos propios de un parto sin complicaciones (Gardner et al., 2010).  

Sin embargo, evaluar gastos de una forma tan puntual, o incluso únicamente durante el 

primer año posterior al accidente cerebrovascular, podría ser una medida útil en el caso de 

los adultos, pero la distribución de estos costes en el tiempo difiere considerablemente en 

el caso de los neonatos, ya que en lo respectivo a estos pacientes hay gastos que aparecen a 

posteriori, por ejemplo en el momento de la escolarización (Ellis et al., 2014). Pese a que, en 

cuanto a los gastos crónicos, la mayor diferencia entre los neonatos con este daño y los sanos 

se observa durante el primer año, esta medida no ofrece una visión real y clara de todos los 

costes económicos que realmente subyacen a esta patología (Ellis et al., 2014; Gardner et al., 

2010). Es por esto por lo que es preciso tener en cuenta estimaciones a un plazo mayor. En 

2010 se calculó un coste total máximo a cinco años de 792.648 dólares asociado al stroke 

neonatal. A pesar de que tras el primer año las diferencias se hicieron menos notables, los 

costes crónicos asociados al stroke neonatal no lograron alcanzar los niveles de los neonatos 

controles a lo largo de cinco años (Gardner et al., 2010). 

Es importante destacar que este estudio no tuvo en cuenta los costes indirectos asociados 

al stroke neonatal ni la pérdida en cuanto a la calidad de vida de estos pacientes y sus 

familias (Gardner et al., 2010, p. 5). Además de los gastos asociados al sistema sanitario, hay 

que tener en cuenta y evaluar, desde una perspectiva económica, otras consecuencias a 

largo plazo. Por ejemplo, hay que tomar en consideración los costes de institucionalización 

de estos pacientes que desarrollen discapacidades físicas o mentales, los gastos asociados a 

educación especial, así como los derivados del uso de los servicios de atención domiciliaria 

COSTES CRÓNICOS MEDIOS 

Figura I. 2. Representación de los costes crónicos medios asociados al stroke neonatal, comparados 
con neonatos sanos, a lo largo de 5 años. Adaptado de Gardner et al., 2010. 
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y, asimismo, los gatos derivados de la pérdida de oportunidades laborales para los pacientes 

y sus familiares cuidadores  (Ellis et al., 2014; Petrou & Davidson, 2000). 

Otros costes no tomados en cuenta, que tal vez implican de forma más directa a las familias, 

son los derivados de adaptaciones realizadas en el hogar del niño debidos a su estado de 

salud, o aquellos que son consecuencia de los trastornos en actividades cotidianas. Los 

costes intangibles, como el dolor y el duelo, tampoco se han tenido en consideración en estos 

estudios y es trascendental que también sean reconocidos (Petrou & Davidson, 2000). 

Etiología  

Cuando se produce un PAIS, muchas veces no se puede clarificar su inicio. No obstante, 

generalmente las causas se deben a oclusiones de las arterias cerebrales, ocasionadas por 

trombos o émbolos, o a trastornos de dichas arterias (arteriopatías) (Whitaker & Cipolla, 

2020).  

Los días circundantes al parto, el riesgo de infarto se incrementa tanto en el bebé como en 

la madre (Munoz et al., 2018). Esta elevada vulnerabilidad de ambos podría estar 

relacionada con los cambios en los sistemas de coagulación que se producen durante el 

parto, lo cual posiblemente  representa una adaptación evolutiva para evitar hemorragias 

relativas a este momento (Felling et al., 2017; Munoz et al., 2018). Estos cambios podrían 

ocasionar un evento tromboembólico, cuya procedencia más probable sería la placenta 

(Vasudevan & Levene, 2013). Este émbolo generado en la placenta entraría en la circulación 

fetal o neonatal, una vez aquí se desviaría de la parte derecha del corazón a la izquierda a 

través del foramen oval permeable, desde donde pasaría a la circulación sistémica del bebé 

(Fluss et al., 2019; Martinez-Biarge et al., 2019). Una gran proporción de esta circulación 

sistémica se dirige al cerebro y es en este camino donde, finalmente, el émbolo bloqueará 

una arteria cuando la luz de este vaso se reduzca impidiendo su paso; la persistencia del 

Ductus Arterioso hace que la mayoría de estos émbolos, tras salir del ventrículo izquierdo, 

pasen a la arteria carótida izquierda, afectando por tanto con más frecuencia ese lado 

(Dunbar & Kirton, 2019; Fluss et al., 2019; Whitaker & Cipolla, 2020).  

A favor de este origen placentario del émbolo, en la gran mayoría de casos en los que se 

dispone de la placenta se encuentran trastornos de la misma, como vasculopatía trombótica 

fetal o corioamnionitis con endovasculitis fetal (Bernson-Leung et al., 2018; Fluss et al., 

2019). En general, los factores protrombóticos no son un hallazgo frecuente en los estudios 

del PAIS (Rutherford et al., 2012). Por otro lado, algunos estudios hacen hincapié en el papel 

de la infección, y consecuente inflamación, materno-fetal que podría ser responsable de las 

modificaciones inflamatorias y trombóticas de la placenta (Bernson-Leung et al., 2018; 

Fluss et al., 2019). Por su parte, la corioamnionitis podría provocar la liberación de 

Tabla I. 1. Costes medios diarios asociados a los cuidados neonatales según el nivel de cuidado. 
Adaptado de Petrou y Davidson, 2000. 
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citoquinas, promoviendo así la arteriopatía fetal difusa y la formación de trombos (Fluss 

et al., 2019). 

En el caso de las arteriopatías, estas son una causa muy común de PAIS especialmente en 

neonatos previamente sanos. Estas suelen clasificarse en cuatro tipos: disección arterial, 

arteriopatía cerebral focal de tipo inflamatorio (FCA-i), enfermedad de moyamoya y 

vasculitis multifocal difusa (Whitaker & Cipolla, 2020). 

Factores de riesgo  

Basados en estos eventos, se han descrito numerosos factores de riesgo asociados al PAIS, 

a pesar de que en un gran número de casos estos factores no son evidentes (Dunbar & 

Kirton, 2019; Grunt et al., 2015). Estos pueden ser relativos a la madre (maternos), al bebé 

(fetales/neonatales) o a la placenta (placentarios) (Lehman & Rivkin, 2014).  

Los factores de riesgo que hacen referencia al estado materno incluyen la trombofilia, la 

infertilidad, primiparidad o el embarazo de gemelos. Pero también otros como 

preeclampsia (relacionada con alteraciones protrombóticas maternas), rotura prolongada 

de membranas, tabaquismo, retraso del crecimiento intrauterino, infecciones, fiebre 

materna, oligoamnios o corioamnionitis (Lehman & Rivkin, 2014; C. Li et al., 2017; 

Martinez-Biarge et al., 2019; Munoz et al., 2018). Otros factores de riesgo maternos 

asociados con el PAIS podrían ser  trastornos autoinmunes, traumatismos, hipertensión, 

diabetes o exposición del útero a cocaína (Martinez-Biarge et al., 2019; Rutherford et al., 

2012). Muchos de estos factores tienen una elevada prevalencia en la población, no 

obstante, en algunos de los casos de PAIS no se encuentra ninguno de estos factores de 

riesgo (Martinez-Biarge et al., 2019). 

Los factores de riesgo relativos al bebé son, de nuevo, alteraciones protrombóticas, las 

cardiopatías congénitas, la hipoglucemia o la sepsis (Lehman & Rivkin, 2014; Munoz et al., 

2018). En el caso de las arteriopatías, pueden ser intrínsecas o adquiridas, asociándose a 

infecciones perinatales, traumatismos, malformaciones vasculares congénitas y varios 

síndromes genéticos (Whitaker & Cipolla, 2020). Se han descrito otros factores como 

muerte fetal, así como necesidad de reanimación perinatal, asfixia, presentación de nalgas 

o hiperbilirrubinemia (Lehman & Rivkin, 2014; Munoz et al., 2018). En el momento del 

nacimiento, la fuerza aplicada en la cabeza del neonato, así como el uso de fórceps puede 

aumentar el riesgo de accidente cerebrovascular (Dunbar & Kirton, 2018, 2019; Lehman & 

Rivkin, 2014; C. Li et al., 2017). Por otro lado, el sexo del feto también puede influir, ya que 

los niveles elevados de testosterona aumentan las probabilidades de tromboembolismo 

cerebral (Grunt et al., 2015). 

En muchos casos, no se dispone de la placenta para examinar posibles alteraciones, por 

ejemplo, debido a que en un gran número de casos el PAIS se detecta a posteriori. Por tanto 

no existen muchos estudios que aborden las alteraciones de esta en relación con el stroke 

perinatal (Lehman & Rivkin, 2014; Martinez-Biarge et al., 2019). Sin embargo, algunas 

anomalías de la placenta son villitis crónica, inmadurez vellositaria distal, colangiosis, 

infarto placentario o un peso placentario inferior al décimo percentil (Lehman & Rivkin, 

2014; Martinez-Biarge et al., 2019). 



 29 INTRODUCCIÓN 

Es importante tener en cuenta que, la presencia de más de un factor de riesgo aumenta cinco 

veces la probabilidad de padecer PAIS (Fluss et al., 2019; Rutherford et al., 2012).  

Fisiopatología 

La fisiopatología del infarto arterial isquémico es muy compleja e incluye diferentes 

procesos interconectados entre sí. Principalmente consiste en una serie de mecanismos de 

excitotoxicidad, estrés oxidativo, inflamatorios y microvasculares, cuya consecuencia final 

es la muerte del tejido afectado (Jordán et al., 2007; Mergenthaler et al., 2004; Woodruff 

et al., 2011). 

En el accidente cerebrovascular se pueden diferencias dos zonas: el núcleo o core de la 

lesión, que es aquella zona principalmente irrigada por los vasos en los que se produce el 

bloqueo y la penumbra, que rodea al núcleo de la lesión y conserva algo de circulación 

residual (Broughton et al., 2009; Jordán et al., 2007; Woodruff et al., 2011).  

El bloqueo del flujo sanguíneo al núcleo isquémico conlleva el cese del suministro de energía 

y de los procesos metabólicos que dependen de ella. De esta forma, se altera la homeostasis 

iónica y se pierde la integridad celular produciéndose la muerte celular por necrosis en 

cuestión de minutos. En la zona de penumbra también se producen alteraciones del 

metabolismo y de la homeostasis iónica, sin embargo, en esta área sí se conserva la 

integridad estructural (Broughton et al., 2009; Jordán et al., 2007; Mergenthaler et al., 2004; 

Figura I. 3. Resumen de los principales factores de riesgo según si estos son relativos a la madre, al feto 
o a la placenta. Adaptado de Lehman y Rivkin, 2014. 
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Woodruff et al., 2011). Dado que la depleción energética suele ser más leve en esta zona de 

penumbra, en última estancia puede conllevar a la apoptosis (que comienza horas después 

del inicio de la isquemia y dura varios días). Estos procesos apoptóticos determinan el 

alcance en cuanto a la propagación del daño isquémico (Mergenthaler et al., 2004; 

Villalonga, 2008; Woodruff et al., 2011). La recuperación y protección de la mayor superficie 

posible de este área de penumbra es la prioridad de las terapias en el stroke (Broughton 

et al., 2009; Woodruff et al., 2011). 

Debido a la isquemia, el contenido de ATP de las células afectadas se reduce, esto ocasiona 

que se alteren las bombas intercambiadoras de iones y, por tanto, que la célula sufra 

despolarizaciones. Esto ocasiona la activación de los canales de calcio voltaje-dependientes 

y que se liberen al exterior celular aminoácidos excitotóxicos, representados 

principalmente por el glutamato, que no se puede recaptar por el fracaso de las bombas 

dependientes de ATP. El glutamato activa sus receptores (NMDA), lo cual conlleva un 

aumento añadido de la concentración de calcio intracelular y una alteración masiva de la 

homeostasis de iones. Esto genera un flujo pasivo de sodio y agua hacia el interior celular, 

produciendo un edema celular y tisular. En último término, esto da lugar a la necrosis que 

tiene lugar principalmente en el núcleo del infarto (Martinez-Biarge et al., 2019; 

Mergenthaler et al., 2004; Villalonga, 2008; Woodruff et al., 2011).  

Cuando se produce la isquemia, ante la falta de oxígeno, la glucosa ha de ser degrada por vía 

anaeróbica. Esto genera ácido láctico, el cual se acumula reduciendo el pH y, por tanto, 

generando acidosis. Este mecanismo influye en el incremento de la concentración 

intracelular de calcio, ya que conlleva que el calcio se desplace de su unión a proteínas 

intracelulares (Villalonga, 2008). 

La concentración intracelular de calcio también se incrementa debido a la inhibición de la 

Mg2+/Ca2+ ATPasa del retículo endoplásmico. Esta determina un flujo de calcio hacia el 

citosol procedente del retículo endoplásmico. El aumento global de la concentración 

intracelular de calcio activa enzimas catabólicas, las cuales, en último término, contribuyen 

a la muerte celular (Villalonga, 2008). 

Por otro lado, algunas moléculas como el potasio o el glutamato pueden propagarse hacia 

las áreas de penumbra, conduciendo a una despolarización de más células, que pueden ser 

tanto neuronas como glía, y que en consecuencia, también liberan potasio y glutamato, 

propagando una onda de despolarización más allá del núcleo isquémico; esto conlleva el 

crecimiento de la lesión desde el núcleo a la penumbra (Mergenthaler et al., 2004; 

Villalonga, 2008). 

Este concepto de excitotoxicidad está ligado al de estrés oxidativo, en el cual las 

concentraciones de radicales libres aumentan de forma perjudicial, como consecuencia del 

metabolismo oxidativo que se produce en esta situación patológica (Martinez-Biarge et al., 

2019). Además, hay varios factores que hacen al cerebro particularmente vulnerable a este 

daño. Por un lado, se trata de un órgano especialmente rico en ácidos grasos insaturados, 

los cuales representan dianas para la peroxidación lipídica. Además, las neuronas consumen 

un elevado porcentaje del oxígeno total utilizado y, en último lugar, posee unas defensas 

antioxidantes escasas (Martinez-Biarge et al., 2019; Villalonga, 2008). 

Como consecuencia de la isquemia y, especialmente, de la reperfusión, se generan radicales 

libres, que son moléculas con uno o más electrones desapareados y, por tanto, altamente 
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reactivas. Estos radicales libres son, por ejemplo, el superóxido, el peróxido de hidrógeno, 

el óxido nítrico (NO) o el radical hidroxilo (Mergenthaler et al., 2004; Villalonga, 2008; 

Woodruff et al., 2011). Durante la lesión isquémica, la producción de estos radicales libres 

sobrepasa la capacidad de los sistemas antioxidantes. El ya mencionado aumento de la 

concentración de calcio, así como el incremento de los mediadores de la inflamación, 

ocasionan la sobreproducción de óxido nítrico a través de la sobreactivación de las tres 

isoformas de la NO sintasa (NOS) (Mergenthaler et al., 2004; Villalonga, 2008). Otra fuente 

importante de radicales libres son las mitocondrias, ya que producen anión superóxido 

asociado al transporte de electrones, o el metabolismo del ácido araquidónico que se 

produce mediante las vías de la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa y produce superóxido 

(Woodruff et al., 2011). El producto de la reacción entre el NO y el superóxido es el radical 

peroxinitrito, siendo este uno de los principales responsables de la peroxidación lipídica, 

así como del daño a proteínas y DNA, lo cual conlleva la síntesis de factores proinflamatorios 

(Mergenthaler et al., 2004; Villalonga, 2008; Woodruff et al., 2011). 

Por otro lado, además de la propia hipoxia, la elevada concentración intracelular de calcio, 

así como de radicales libres, interfiere en la función de las mitocondrias. Esto puede 

desembocar en la formación del poro de transición de permeabilidad mitocondrial en las 

membranas de las mismas. La creación de este poro impide la correcta producción de ATP, 

y conlleva la hinchazón de la mitocondria, produciéndose a su vez una gran liberación de 

moléculas proapoptóticas y de radicales libres, ya que cualquier daño que afecte a la 

maquinaria de producción de energía presente en las mitocondrias, tiene como 

consecuencia la acumulación de superóxido (Martinez-Biarge et al., 2019; Mergenthaler 

et al., 2004). 

Figura I. 4. Esquema de la fisiopatología asociada ala isquemia cerebral. 



 32 

Otro proceso con un rol clave en esta fisiopatología es la inflamación, ya que esta puede 

tener un papel protector, pero también deletéreo (Borjini et al., 2019; Martinez-Biarge et al., 

2019; Woodruff et al., 2011). Esta comienza a las pocas horas desde que se produce la 

isquemia y se caracteriza porque el endotelio vascular expresa moléculas de adhesión. Pero 

no son solo estas células endoteliales las que son capaces de secretar mediadores 

proinflamatorios como respuesta a este daño, también lo llevan a cabo la microglía, los 

astrocitos e incluso las neuronas (Borjini et al., 2019; Martinez-Biarge et al., 2019; 

Mergenthaler et al., 2004; Woodruff et al., 2011). Los leucocitos circulantes, por tanto, se 

adhieren al endotelio, transmigrando hacia el parénquima cerebral procedentes de la 

sangre y colaborando en la producción de citoquinas y quimioquinas. Particularmente las 

interleuquinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) cuentan con un 

papel importante como mediadores de esta fase inflamatoria, ya que participan en la 

aparición del edema citotóxico, así como en procesos de estrés oxidativo, en la inducción de 

la expresión de iNOS y en el inicio de los mecanismos de apoptosis (Martínez-Orgado et al., 

2007; Mergenthaler et al., 2004). 

La microglía juega un papel decisivo en el proceso de inflamación, ya que estas células son 

las principales encargadas de la respuesta inmune en el sistema nervioso central (SNC). 

Como consecuencia del daño isquémica se produce una activación de las células 

microgliales, especialmente en el área de penumbra. Del mismo modo que otras células 

asociadas al sistema inmune como los leucocitos, esta microglía activada tiene la capacidad 

de producir una gran cantidad de citoquinas proinflamatorias y metabolitos tóxicos (como 

es el caso de los radicales libres, 

por ejemplo, peroxinitrito y 

superóxido) (Mergenthaler et al., 

2004; Patel et al., 2013). Sin 

embargo, esta microglía no solo 

está implicada en este tipo de 

respuesta inflamatoria, sino que su 

participación depende de su 

estado de activación. Así, la 

microglía activada en estado M1 

estaría principalmente implicada 

en estos procesos de inflamación, 

mientras que en el caso de M2 

moderaría la muerte celular por 

apoptosis eliminando células dañadas (Patel et al., 2013).  

Cabe destacar que, a pesar de que la reperfusión del tejido tras producirse la isquemia es 

claramente deseable, en general el daño producido sobre el tejido suele ser consecuencia 

no solo de esta lesión isquémica transitoria, sino también del proceso de reperfusión. Esta 

reperfusión, cuando se produce, induce a su vez una respuesta inflamatoria y exacerba el 

estrés oxidativo. Esto puede ocasionar un daño adicional en la microcirculación cerebral así 

como en el tejido cerebral adyacente (Martínez-Orgado et al., 2021; Woodruff et al., 2011). 

Figura I. 5. Distribución de los procesos fisiopatológicos a 
lo largo del tiempo. Adaptado de Martínez-Biarge et al. 
2019. 
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Cerebro inmaduro  

Los procesos fisiopatológicos asociados al accidente cerebrovascular isquémico son 

similares en el cerebro maduro y en el inmaduro (Martínez-Orgado et al., 2007). Sin 

embargo, a parte de las diferencias en cuanto a las causas y factores de riesgo entre estos 

grupos de edad, el cerebro inmaduro posee determinadas particularidades que hacen que 

tenga una susceptibilidad específica a este tipo de daño, así como diferencias en cuanto a la 

plasticidad y recuperación (Felling et al., 2020; Martínez-Orgado et al., 2007).  

Al cerebro inmaduro se le asocia una mayor plasticidad que al del adulto, lo cual es una 

característica ventajosa frente a la lesión (Bonfanti & Charvet, 2021). Además, el desarrollo 

del cerebro prenatal tiene lugar en un ambiente hipóxico, lo que le hace especialmente 

resistente a la falta de oxígeno que acarrea el bloqueo en el suministro de flujo sanguíneo 

(Martínez-Orgado et al., 2007). Estas características, a priori beneficiosas, deben competir 

contra otras que afectan de forma decisiva al desarrollo normal de las redes y conexiones 

neuronales que tiene lugar en esta etapa (Felling et al., 2020). 

A pesar de que muchos de los mecanismos intracelulares asociados a neurodegeneración se 

encuentran presentes en los diferentes grupos de edad, el cerebro inmaduro, en especial 

durante el desarrollo postnatal, se ve especialmente afectado por la excitotoxicidad y el 

estrés oxidativo (Vexler & Yenari, 2009). Además, en contraste con la mayor resistencia a 

un ambiente carente de oxígeno, el elevado metabolismo que requiere el rápido crecimiento 

y desarrollo del cerebro durante el periodo perinatal, combinado con la inmadurez de los 

sistemas de captación de glucosa, hacen que la falta de glucosa que conlleva la isquemia sea 

especialmente perjudicial a esta edad (Martínez-Orgado et al., 2007). 

En cuanto a la mayor sensibilidad a la excitotoxicidad, el cerebro inmaduro cuenta con una 

sobreexpresión de receptores NMDA, ya que estos están implicados tanto en la maduración 

como en la plasticidad que el cerebro presenta en esta etapa. Estos receptores, además, son 

especialmente sensibles al glutamato en el cerebro inmaduro (Martínez-Orgado et al., 

2007). Por otro lado, la liberación de GABA, que sería capaz de modular los efectos ya 

mencionados del exceso de glutamato, sufre un agotamiento más rápido y puede tener un 

carácter excitatorio en lugar del inhibitorio que se le presupone (Johnston et al., 2011; 

Martínez-Orgado et al., 2007, 2021). 

Como ya se ha mencionado, el cerebro presenta una elevada cantidad de ácidos grasos y 

estos suponen una diana para que el exceso de radicales libres, ocasionado por la isquemia, 

ejerza su daño mediante la peroxidación lipídica. Este contenido en lípidos es aún mayor en 

el cerebro inmaduro (Martinez-Biarge et al., 2019). La abundancia de hierro libre, asociada 

a la proliferación de los oligodendrocitos, es también un factor determinante en la 

formación de radicales libres mediante la reacción de Fenton (Martínez-Orgado et al., 

2007). A todo esto hay que sumarle una deficiencia en cuanto a las defensas antioxidantes, 

como sería la glutatión peroxidasa, respecto a las presentes en el cerebro maduro, ya que 

en el momento del nacimiento estas solo están parcialmente desarrolladas (Martinez-

Biarge et al., 2019; Martínez-Orgado et al., 2007, 2021).  

Con respecto a la respuesta inflamatoria que tiene lugar tras un evento isquémico, en el 

cerebro inmaduro se produce un mayor aumento de células microgliales, así como una 

liberación de citoquinas proinflamatorias más intensa por parte de estas células cuando 
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presentan su fenotipo M1. Por el contrario, los efectos antiinflamatorios asociados al 

fenotipo M2 también son más relevantes que los del cerebro de adultos (Martínez-Orgado 

et al., 2021; Steinlin, 2017). En cuanto a las células no residentes en el parénquima cerebral, 

sino periféricas, los linfocitos T y B son capaces de infiltrarse en el cerebro tras producirse 

este ictus neonatal, pero presumiblemente esto sucede en menor medida que en el caso del 

cerebro maduro (Martinez-Biarge et al., 2019). 

Probablemente esto sea debido a que, a pesar de la creencia de que en el cerebro inmaduro 

la barrera hematoencefálica es notablemente más permeable que en el maduro, la realidad 

es que las uniones estrechas están presentes desde primeras etapas del desarrollo 

embrionario (Vexler & Yenari, 2009). En el momento del nacimiento, esta barrera ya es 

funcional y no posee fenestraciones. La maduración de la barrera hematoencefálica, en 

último término, afecta sustancialmente este paso de los leucocitos de la sangre al tejido 

cerebral (Steinlin, 2017; Vexler & Yenari, 2009). 

Por otro lado, las moléculas proapoptóticas se encuentran sobreexpresadas en el cerebro 

inmaduro, dado el papel determinante que cumple esta muerte celular en el desarrollo 

normal del cerebro. Esto hace que los procesos apoptóticos tengan una función mucho más 

crítica en el caso del cerebro inmaduro que en el maduro (Johnston et al., 2011; Martínez-

Orgado et al., 2007; Steinlin, 2017). 

Incluso hablando únicamente de cerebro inmaduro, la lesión asociada a la isquemia difiere 

en el caso de los recién nacidos a término de la de los recién nacidos de forma prematura, 

por ejemplo, afectando en mayor o menor medida a distintos tipos celulares. Cuando el daño 

se produce en prematuros suele tener una repercusión mayor sobre la sustancia blanca, 

mientras que en el caso de los recién nacidos a término se manifiesta principalmente en la 

sustancia gris (Fernández-López et al., 2014). 

Figura I. 6. Esquema de las principales diferencias a nivel celular entre el cerebro inmaduro y el 
maduro. Adaptado de Martínez-Orgado et al., 2007. 
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Presentación clínica  

La manifestación clínica más habitual en estos recién nacidos son las convulsiones, 

presentándose como el síntoma inicial, o de presentación, en entre el 70% y el 90% de los 

casos y generalmente entre las doce primeras horas y los tres primeros días de vida. Sin 

embargo, este porcentaje es menor en el caso de los recién nacidos de manera prematura, 

ya que estos suelen ser asintomáticos (Clive et al., 2020; Dunbar & Kirton, 2019; Lehman & 

Rivkin, 2014; Martinez-Biarge et al., 2019; Whitaker & Cipolla, 2020). La presentación de 

estas crisis más allá de las primeras horas de vida puede permitir diferenciar este tipo de 

patología de otras posibles causas de convulsiones, como por ejemplo la EHI (Dunbar & 

Kirton, 2019). Estas convulsiones se presentan de una forma muy sutil, que en muchas 

ocasiones se confunde con movimientos neonatales normales, dificultando su detección 

(Ferriero et al., 2019; Whitaker & Cipolla, 2020).   

Otras manifestaciones propias de esta patología son la encefalopatía, la apnea o dificultades 

respiratorias, una alimentación anormal, las alteraciones en el nivel de conciencia, las 

anomalías del tono o la hemiparesia o lateralidad temprana (Dunbar & Kirton, 2019; 

Lehman & Rivkin, 2014; Martinez-Biarge et al., 2019; Whitaker & Cipolla, 2020).  

Lo sutiles que pueden resultar estos síntomas en comparación con los comportamientos 

que pueden ser tomados como normales en un recién nacido sano, tiene como consecuencia 

un infradiagnóstico del stroke perinatal (Whitaker & Cipolla, 2020). 

Secuelas 

La mortalidad asociada al PAIS es muy poco frecuente, por ejemplo, cuando este AIS sucede 

en el período neonatal, la tasa de mortalidad es aproximadamente 0,16 por 100.000 nacidos 

vivos. Además, la mayoría de las 

muertes relacionadas con el PAIS 

están asociadas a complicaciones 

asociadas, como pueden ser 

afecciones sistémicas, hemorragias o 

una hipoxia-isquemia global (Lehman 

& Rivkin, 2014; Martinez-Biarge et al., 

2019). 

El infarto cerebral arterial isquémico 

es una de las principales causas 

reconocibles de parálisis cerebral, por 

tanto, las dificultades de tipo motor 

suponen una de las principales y mejor 

descritas secuelas del PAIS a largo 

plazo. Estos déficits aparecen en entre 

el 48 y el 59% de los neonatos que 

sufren este daño (Dunbar & Kirton, 

2018; Lehman & Rivkin, 2014; 

Wagenaar et al., 2018). Generalmente estas dificultades se presentan en forma de 

hemiparesia, aunque esta puede ser sutil y difícil de detectar, o de afectación de la función 

Figura I. 7. Porcentaje de pacientes con AIS neonatal 
afectados por las diferentes secuelas. Adaptado de 
Dunbar y Kirton, 2018. 
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motora gruesa (Dunbar & Kirton, 2019; Lehman & Rivkin, 2014; Wagenaar et al., 2018; 

Whitaker & Cipolla, 2020). 

Las convulsiones que, como ya se ha mencionado, muchas veces aparecen en la presentación 

clínica de esta patología, pueden ser repetidas y no responder al tratamiento, al menos 

inicialmente. A pesar de que, en un gran número de casos, estas remiten y no vuelven a 

afectar al niño, en otros casos estos neonatos terminan desarrollando epilepsia a largo plazo 

(Dunbar & Kirton, 2018, 2019; Lehman & Rivkin, 2014; Wagenaar et al., 2018; Whitaker & 

Cipolla, 2020). 

También se han descrito daños de tipo cognitivo (sin, a priori, afectación de la memoria de 

trabajo), visuales y asociados al lenguaje (Bosenbark et al., 2018; Dunbar & Kirton, 2018; 

Lehman & Rivkin, 2014; Wagenaar et al., 2018; Whitaker & Cipolla, 2020). 

En general, el pronóstico es tan variable que algunos de los neonatos afectados por este PAIS 

pueden desarrollarse de forma normal, mientras que hasta un 75% de aquellos con un 

desarrollo anormal presentan varias de estas condiciones (Whitaker & Cipolla, 2020).  

Hay que tener en cuenta que, en ocasiones, los bebés con una valoración favorable son dados 

de alta en el seguimiento médico, pudiendo infradiagnosticarse algunas de las secuelas 

mencionadas, especialmente aquellas asociadas al lenguaje, a la conducta o las cognitivas, 

ya que estas (y en especial las dos últimas) podrían aparecer posteriormente (Dunbar & 

Kirton, 2018; Wagenaar et al., 2018). 

Falta de tratamiento óptimo  

El activador del plasminógeno tisular (t-PA por sus siglas en inglés) es el único fármaco 

aprobado por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA 

por sus siglas en inglés) para el tratamiento del infarto cerebral en adultos, para el cual solo 

son elegibles entre el 3 y el 5% de los pacientes (Kaushik et al., 2020). En el caso de los 

neonatos la situación es aún más dramática, ya que no existe ningún tratamiento aprobado 

en la actualidad y por tanto la terapia es únicamente de soporte (Dunbar & Kirton, 2019; 

Rutherford et al., 2012; Whitaker & Cipolla, 2020).  

Este tratamiento de soporte consiste principalmente en el de cualquier condición asociada 

a este daño que pueda surgir como consecuencia del mismo e incluso agravarlo, intentando, 

por tanto, impedir la evolución de la patología o la recurrencia de la misma (Rutherford 

et al., 2012; Whitaker & Cipolla, 2020). Por tanto, se trata de evitar circunstancias como la 

hipotensión, la hipoglucemia o la hipertermia, así como de lograr un equilibrio ácido-base y 

corregir anomalías electrolíticas (Rutherford et al., 2012; Whitaker & Cipolla, 2020). 

Mantener una correcta oxigenación, alimentación e hidratación, tratar una posible infección 

bacteriana con antibióticos o antivirales si esta es vírica y tratar una posible anemia son 

también medidas habituales (Cnossen et al., 2009; Whitaker & Cipolla, 2020). Frente a las 

convulsiones con las que habitualmente cursa este daño la terapia anticonvulsivante es un 

pilar de este tratamiento (Cnossen et al., 2009; Dunbar & Kirton, 2019; Whitaker & Cipolla, 

2020). 

El uso del t-PA u otros fármacos de carácter trombolítico, de hecho, está desaconsejado en 

neonatos, probablemente debido a la gran concentración de t-PA de la que ya se dispone en 

el período neonatal y una posible implicación del mismo de forma negativa en la 
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fisiopatología previamente descrita (Cnossen et al., 2009; Henry et al., 2013; Ishii et al., 

1992; Whitaker & Cipolla, 2020). Las terapias anticoagulantes también está desaconsejada 

debido al riesgo de hemorragia que estas conllevan, salvo en determinados casos, como un 

origen cardioembólico documentado o riesgo de infarto cerebral recurrente, en los que se 

recomienda tratar con aspirina o heparina (Cnossen et al., 2009; Rutherford et al., 2012; 

Whitaker & Cipolla, 2020). 

Se han testado tratamientos muy prometedores, como es el caso de la eritropoyetina o la 

melatonina, pero sin llegar a haber mostrado la eficacia esperada a nivel clínico (Gonzalez 

et al., 2013; Villapol et al., 2011). La hipotermia terapéutica, único tratamiento aprobado 

hasta la fecha para la EHI, no está indicada en el caso del PAIS, ya que hasta la fecha ha 

mostrado resultados contradictorios (Martínez-Orgado et al., 2021). 

Cabe destacar que, en muchas ocasiones, cuando el PAIS se detecta el daño ya está bien 

establecido, dificultando la eficacia de distintos tratamientos y haciendo de vital 

importancia establecer el tiempo de ventana terapéutica de los mismos (Armstrong-Wells 

& Ferriero, 2014; Dunbar & Kirton, 2019; Rutherford et al., 2012). 

Teniendo en cuenta la elevada incidencia con la que cuenta el PAIS, así como la pronta edad 

en la que esta tiene lugar y, por tanto, toda la vida que estos pacientes tienen por delante, 

parece necesario encontrar estrategias terapéuticas apropiadas que mejoren la calidad de 

vida de estos niños (Fernández-López et al., 2013). 
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El CBD como opción de tratamiento en el PAIS 

Cannabinoides y Sistema Cannabinoide Endógeno 

En este contexto de falta de tratamiento óptimo y necesidad de un fármaco que muestre una 

amplia ventana terapéutica, los cannabinoides aparecen como una opción muy 

prometedora (Ceprián et al., 2017; Fernández-López et al., 2013; Martínez-Orgado et al., 

2007).  

Inicialmente el término “cannabinoides” se limitaba a aquellas moléculas compuestas de 21 

carbonos y generalmente con tres anillos ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno, 

procedentes de la planta Cannabis sativa (fitocannabinoides), principalmente el ∆9-

tetrahydrocannabinol (THC) y el CBD, los cuales fueron caracterizados en la década de los 

60 por Mechoulam y Gaoni (Cristino et al., 2020; Fraguas-Sánchez & Torres-Suárez, 2018; 

Mechoulam & Gaoni, 1967; Pertwee, 2005). Sin embargo, en la actualidad este término 

engloba todos los compuestos, tanto naturales como sintéticos, con estructuras similares 

a estos originales y/o que pueden imitar las acciones de estos, actuando sobre algunos de 

los receptores para los que los cannabinoides son agonistas (Pertwee, 2005).  

Entre estos receptores cannabinoides, los específicos y actualmente clonados son 

clásicamente conocidos como CB1 y CB2. Se trata de receptores de siete dominios 

transmembrana acoplados a proteínas G (Di Marzo & Piscitelli, 2015; Fernández-López 

et al., 2013; Howlett, 2005). CB1 se localiza de forma predominante en el sistema nervioso 

central, aunque tiene una amplia distribución en diferentes órganos; mientras que la 

distribución de CB2 es más limitada y se asocia a tejido y células inmunes, por lo que su 

presencia en el sistema nervioso, al menos en forma constitutiva, se restringe generalmente 

a la glía (Cristino et al., 2020; Fraguas-Sánchez & Torres-Suárez, 2018; Howlett, 2005). La 

actividad de los cannabinoides no se limita únicamente a estos receptores, ya que también 

pueden tener actividad sobre otros acoplados a proteínas G (como GPR55), receptores de 

potencial transitorio vaniloides (TRPV1), receptores activados por proliferador del 

peroxisoma (PPAR) o el receptor de 5-HT 1A (5-HT1A) (Bisogno et al., 2001; Cristino et al., 

2020; Fraguas-Sánchez & Torres-Suárez, 2018; Franco et al., 2019; Hayakawa et al., 2009). 

Los receptores CB1 y CB2, junto a sus principales ligandos endógenos, la anandamida (AEA) 

y 2-araquidonilglicerol (2-AG), conocidos como endocannabinoides, así como a las 

moléculas encargadas de la síntesis y degradación de estos, forman el Sistema Cannabinoide 

Endógeno o Sistema Endocannabinoide (SEC) (Cristino et al., 2020; Fernández-López 

et al., 2013; Pertwee, 2005). Este sistema se encuentra alterado en una elevada cantidad de 

patologías neurológicas, lo que aumenta la susceptibilidad a dichas patologías. Esto hace 

que modular el Sistema Endocannabinoide se presente como una estrategia terapéutica 

muy prometedora (Cristino et al., 2020). 

Los cannabinoides cuentan con la capacidad de actuar a la vez contra los diferentes efectos 

perjudiciales asociados al daño cerebral, como son la excitotoxicidad, el estrés oxidativo o 

la inflamación. Pero también ejercen sus propiedades sobre el fallo energético, la 

supervivencia neuronal, la proliferación y diferenciación de células progenitoras o la 

disfunción mitocondrial (Fernández-López et al., 2013; Ramos Atance, 2017). Este carácter 

de amplio espectro que muestran los cannabinoides los convierten en moléculas de un 
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gran interés y potencial terapéutico, ya que un gran número de estrategias terapéuticas 

pueden haber fracasado previamente por no tener una acción de amplio espectro y actuar 

solo sobre un único proceso perjudicial de los previamente mencionados (Martínez-Orgado 

et al., 2021; Ramos Atance, 2017). 

Otra característica beneficiosa asociada a los cannabinoides es su capacidad de mantener y 

restaurar la homeostasis de las células cuando esta se ve alterada por algún daño. Este 

rasgo es característico e inherente al SEC y la administración exógena de cannabinoides es 

capaz de imitarlo, hecho que contribuye a considerarlos una estrategia terapéutica muy 

prometedora(Lowe et al., 2021; Ramos Atance, 2017). La alteración del SEC que se produce 

en diferentes patologías podría deberse a una respuesta de este para limitar el daño 

asociado a las mismas, por ejemplo, la concentración de CB2 en cerebro aumenta 

(especialmente en las células gliales) ante una situación patológica y como parte de la 

respuesta protectora ante esta. Sin embargo, la regulación anómala de este sistema podría 

contribuir a empeorar estos procesos lesivos. La actuación sobre esta alteración mediante 

compuestos capaces de corregirla resultaría beneficioso para la homeostasis y, por tanto, 

protegería del daño(Ramos Atance, 2017). 

La ubicación, dentro del tejido cerebral, de los receptores sobre los que pueden actuar los 

cannabinoides hace posible sus propiedades terapéuticas. Estos no solo se encuentran 

presentes en las neuronas, sino también en las células gliales (microglía, astrocitos u 

oligodendrocitos), en células progenitoras y en la barrera hematoencefálica, todas ellas 

tienen un papel crucial en la homeostasis ya mencionada, así como en la integridad y 

funcionalidad del tejido. La presencia del SEC en la barrera hematoencefálica interviene en 

la integridad de las uniones estrechas propias de esta, inhibe por tanto la infiltración de 

Figura I.  9. Actuación de los cannabinoides sobre la fisiopatología del PAIS. 1. Reducción de la 
microglía activa. 2. Reducción de la astrogliosis. 3. Reducción de las citoquinas proinflamatorias 
y de la infiltración leucocitaria. 4. Protección de mitocondrias. 5. Mantenimiento de la integridad 
celular. 6. Reducción del estrés oxidativo. 7. Reducción de la excitotoxicidad. 8. Diferenciación 
neuronal. 9. Proliferación. 10. Vasculogénesis. 
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leucocitos, regulando de esta forma la respuesta inmune característica del daño cerebral 

adquirido (Lowe et al., 2021; Lu & Mackie, 2021; Ramos Atance, 2017). 

Finalmente, el hecho de que algunos componentes del SEC se localicen en precursores 

neurales o progenitores oligodendrogliales parece implicar a este sistema en los procesos 

de proliferación, diferenciación y maduración tan importantes para que se dé la reparación 

del tejido y el reemplazo de células afectadas. En el caso del PAIS esta característica es 

especialmente beneficiosa, ya que en un gran número de ocasiones cuando este se 

diagnostica ya se ha producido la pérdida de un elevado número de células, por lo que la 

neurorreparación del tejido (y no únicamente la protección de las células que permanecen 

sin afectar) es especialmente beneficiosa (Cristino et al., 2020; Lu & Mackie, 2021; 

Palazuelos et al., 2012; Ramos Atance, 2017; Zou & Kumar, 2018). 

Sin embargo, el problema del uso terapéutico de cannabinoides en el daño cerebral 

adquirido en recién nacidos estriba en que se ha descrito que la sobreactivación de 

receptores CB1, por ejemplo empleando THC, induce efectos proapoptóticos en el cerebro 

de ratas recién nacidas, lo que se une a los efectos deletéreos sobre el neurodesarrollo que 

induce la administración de THC prenatalmente (Ceprián et al., 2017; Fernández-López 

et al., 2013; Martínez-Orgado et al., 2021; Mechoulam et al., 2007). Por ello es importante la 

búsqueda de eficacia terapéutica de agonsitas cannabinoides que no ejerzan su acción a 

través de la activación de CB1. 

Cannabidiol  

En este contexto, en el que los cannabinoides se muestran como una estrategia terapéutica 

potencialmente idónea, destaca concretamente el cannabidiol CBD. Esta molécula no posee 

efectos psicoestimulantes, lo cual es especialmente interesante en este caso, en el cual se 

trata con niños recién nacidos, para los cuales los efectos propios del THC podrían ser 

perjudiciales (Ceprián et al., 2017; Fernández-López et al., 2013; Martínez-Orgado et al., 

Figura I.  10. Beneficios de la utilización de moduladores del Sistema Endocannabinoide. Adaptado de 
Ramos-Atance J.A., 2017. 
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2021; Mechoulam et al., 2007). Además, no 

conlleva un riesgo de convertirse en 

sustancia de abuso (García-Gutiérrez et al., 

2020). Sin embargo, sí cuenta con diversidad 

de propiedades terapéuticas, como por 

ejemplo su carácter antiinflamatorio o 

inmunomodulador, antioxidante (rasgo 

clásico de los fenoles como el CBD), reductor 

de la excitotoxicidad y, en general, neuroprotector. Además, reduce la gliosis reactiva, 

promueve la neurogénesis, interviene en la homeostasis del calcio, tiene efectos 

anticonvulsivantes, ansiolíticos, antieméticos o antipsicóticos y estabiliza la membrana de 

las mitocondrias (Martínez-Orgado et al., 2021; Mechoulam et al., 2007; Pellati et al., 2018; 

Ramos Atance, 2017). 

El mecanismo de acción del CBD aún no está completamente definido. De manera general, 

se ha establecido que esta molécula tiene una afinidad muy baja por CB1 y CB2, por lo que 

clásicamente se ha asociado e investigado su efecto sobre otros receptores (Mechoulam 

et al., 2007; Pertwee, 2008). Sin embargo, el CBD sí se puede unir a estos receptores CB1 y 

CB2, ya que es capaz de antagonizar a los agonistas de estos receptores a concentraciones 

relativamente bajas. Puede comportarse, además, como un agonista inverso tanto de CB1 

como de CB2. El agonismo inverso sobre este último podría explicar, al menos en parte, las 

propiedades antiinflamatorias asociadas al CBD, ya que este efecto se asocia, por ejemplo, 

con una reducción de la migración celular, capacidad también asociada a los efectos del CBD 

(Franco et al., 2019; McPartland et al., 2015; Mechoulam et al., 2007; Pertwee, 2008).  

Concretamente en el caso del daño cerebral perinatal, el CBD ya ha mostrado su eficacia en 

diferentes modelos preclínicos y actualmente se está probando su idoneidad en la clínica 

para tratar la EHI (Castillo et al., 2010; Ceprián et al., 2017; Martínez-Orgado et al., 2021; 

Pazos et al., 2013). Curiosamente, este efecto terapéutico y neuroprotector del CBD en el 

daño perinatal se revierte con antagonistas del receptor CB2 (Martínez-Orgado et al., 2021). 

Los últimos estudios al respecto describen la presencia de heterodímeros funcionales en el 

SNC formados por CB2 y 5-HT1A que parece ser clave para el efecto del CBD y pueden explicar 

la participación de CB2 en éste (Castillo et al., 2010; Franco et al., 2019; Pazos et al., 2013). 

De hecho, el antagonismo de cualquiera de estos dos receptores bloquea el efecto protector 

del CBD (Franco et al., 2019; Pazos et al., 2013). La cantidad y la actividad de estos 

receptores varía a lo largo de la maduración, siendo mayor en el período fetal y 

disminuyendo su densidad a lo largo del desarrollo, pero también cambia en respuesta a un 

daño cerebral agudo (Franco et al., 2019). 

El CBD es considerado un agonista del receptor de 5-HT 5-HT1A (Franco et al., 2019; Ramos 

Atance, 2017). La activación de este también está relacionada con la neuroprotección propia 

del CBD en estos modelos de daño cerebral, ya que se asocia, principalmente, con un 

incremento del flujo sanguíneo cerebral posterior al infarto, además de modular la 

inflamación, la excitotoxicidad y el efecto ansiolítico típico de este cannabinoide (Ceprián 

et al., 2017; Franco et al., 2019; Hayakawa et al., 2009; Ramos Atance, 2017).  

Además de estos receptores, el CBD tiene efecto sobre otros, como sería el caso de PPARγ, 

que juega un papel clave en los efectos antiinflamatorios de este fármaco, o TRPV1, 

Figura I.  11. Molécula del CBD. 
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responsable de gran parte de la transmisión del impulso nervioso, explicando sus 

propiedades analgésicas, y los efectos vasculares del CBD (Bisogno et al., 2001; Franco et al., 

2019; Martínez-Orgado et al., 2007, 2021). El efecto sobre esta cantidad de receptores 

diferentes aumenta la complejidad para determinar los mecanismos de acción específicos 

del CBD, pero por otro lado añade valor y diferentes posibilidades a sus propiedades 

terapéuticas (Ramos Atance, 2017). 

Los beneficios del CBD como fármaco han sido comprobados hasta el punto de que ya se 

utiliza como estrategia terapéutica, principalmente para epilepsias infantiles refractarias, 

comercializado bajo el nombre Epidiolex® (Arzimanoglou et al., 2020; Devinsky et al., 2014; 

Ramos Atance, 2017). Además, este fármaco también ha demostrado su efectividad en una 

gran cantidad de modelos preclínicos, concretamente en modelos de daño cerebral 

perinatal como sería la EHI, daño para el cual el CBD ya está siendo utilizado en ensayos 

clínicos (Castillo et al., 2010; Martínez-Orgado et al., 2021; Pazos et al., 2013). En el caso del 

PAIS, el CBD también ha mostrado su eficacia en modelos preclínicos, así como en modelos 

de infarto arterial isquémico en adultos, confirmándose por tanto como una estrategia 

farmacológica prometedora contra este tipo de daño, especialmente en el caso de los 

neonatos, ya que como se ha descrito, es capaz de actuar sobre procesos especialmente 

lesivos en el caso del cerebro inmaduro (Ceprián et al., 2017; Hayakawa et al., 2009). 

Además de su eficacia como tratamiento del daño adquirido perinatal, el CBD se ha 

mostrado de igual forma eficaz en el tratamiento de diferentes trastornos psiquiátricos o 

del estado de ánimo, los cuales, como ya se ha mencionado, pueden aparecer como secuelas 

que pueden ser determinante para la correcta recuperación y la calidad de vida de los recién 

nacidos afectados por un PAIS (Álvarez-García et al., 2022; Blessing et al., 2015; Campos 

et al., 2012; Devinsky et al., 2014). Principalmente se ha demostrado el efecto beneficioso 

del CBD actuando sobre la depresión, la ansiedad (ambos mayormente asociados a la 

actividad sobre el receptor 5-HT1A), la psicosis (relacionada generalmente con el receptor 

TRPV1), la compulsividad (asociado al efecto sobre la neurotransmisión mediada por 

anandamida) o el comportamiento adictivo (Campos et al., 2012; Devinsky et al., 2014). 

Hasta la fecha, no se ha estudiado la eficacia del CBD como tratamiento de estas secuelas 

asociadas al infarto arterial isquémico perinatal, a pesar de haber demostrado su eficacia 

sobre estas enfermedades por separado y de la importancia de actuar sobre estas cuando 

tienen lugar, así como la seguridad asociada a la aplicación terapéutica del CBD (Blessing 

et al., 2015; Campos et al., 2012; Ceprián et al., 2017; Devinsky et al., 2014). 

 

VCE-004.8 

El VCE-004.8 es un cannabinoide 

semisintético, ya que es un derivado del CBD, 

diseñado por Emerald Health 

Pharmaceuticals, para mejorar la actividad y 

farmacología de este (Burgaz et al., 2021; C. 

Navarrete et al., 2018). Se trata de una 

aminoquinona, agonista de los receptores 

PPARγ y CB2, que por tanto tiene una potente Figura I.  12. Molécula del VCE-004.8. 
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actividad antiinflamatoria, por ejemplo, atenuando la polarización de la microglía a su 

fenotipo M1 o inhibiendo la expresión de COX-2 (C. Navarrete et al., 2018). Además, es capaz 

de activar el factor inducible por hipoxia (HIF, por sus siglas en inglés), por tanto, aparte de 

esta actividad antiinflamatoria, este fármaco tiene la capacidad de inducir la angiogénesis, 

así como de promover la migración de los oligodendrocitos (C. Navarrete et al., 2018; 

Palomares et al., 2018). De esta forma, en general, el VCE 004.8 reduce la infiltración de 

células inmunitarias y previene el daño axonal y la desmielinización (Burgaz et al., 2021; C. 

Navarrete et al., 2018; Palomares et al., 2018). 

Este fármaco ya ha demostrado, en modelos preclínicos, que sus efectos pueden ser 

beneficiosos para el tratamiento de diferentes enfermedades degenerativas asociadas al 

sistema nervioso, como es el caso de la Esclerosis Múltiple o la Enfermedad de Parkinson 

(Burgaz et al., 2021; C. Navarrete et al., 2018, 2020). Teniendo en cuenta sus propiedades 

previamente mencionadas, las cuales están muy relacionadas con la fisiopatología del PAIS, 

así como esta eficacia mostrada en modelos preclínicos de otras enfermedades del Sistema 

Nervioso, es interesante evaluar la eficacia de este fármaco en el caso del PAIS. En especial, 

su efecto en la Enfermedad de Parkinson, en la cual es capaz de reducir la pérdida de 

neuronas dopaminérgicas, que como ya se ha mencionado son especialmente vulnerables 

al daño isquémico perinatal y cumplen un papel muy importante en las secuelas derivadas 

de este y asociadas al estado de ánimo, hacen del VCE-004.8 un candidato muy prometedor 

para el tratamiento del PAIS y sus diferentes consecuencias (Burgaz et al., 2021).  
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Trastornos del estado de ánimo tras infarto 

cerebral 

Relación con el infarto cerebral isquémico arterial 

La relación de los accidentes cerebrovasculares con los trastornos del estado de ánimo se 

centra principalmente en la depresión subsecuente al stroke, pero también incluyen 

ansiedad, apatía, manía (que implica un incremento de la actividad) o psicosis (Dafer et al., 

2008; Dubovsky, 2015; Robinson & Jorge, 2016). Sin embargo, y principalmente teniendo 

en cuenta el infarto cerebral isquémico en recién nacidos, también se ha descrito como 

secuela el trastorno de déficit de atención e hiperactividad (Bosenbark et al., 2018; Williams 

et al., 2018). 

Depresión post-stroke  

Definir la depresión puede ser controvertido, sin embargo, los rasgos que suelen 

caracterizarla este trastorno del estado de ánimo son un sentimiento general de tristeza, 

anhedonia o desesperanza, así como irritabilidad o cambios somáticos o cognitivos, como 

la disminución de la memoria o en la capacidad de concentración, que en última instancia 

alteran la funcionalidad del individuo (Pandarakalam, 2018; Ribeiro et al., 2017). 

Una de las principales secuelas de tipo psiquiátrico asociadas el infarto cerebral en adultos 

es la depresión. Esta depresión post-stroke (PSD, por sus siglas en inglés) tiene lugar 

aproximadamente en entre el 33% y el 61% de los pacientes afectados por un ictus, aunque 

este porcentaje podría estar infradiagnosticado. Cabe destacar que esta secuela se asocia 

con una peor recuperación funcional, un riesgo más elevado de deterioro cognitivo y 

motor, graves problemas en cuanto a las interacciones sociales y, por tanto y de manera 

general, con una peor calidad de vida y una mayor mortalidad (Dafer et al., 2008; Das & G 

K, 2018; Dong et al., 2022; G. Li et al., 2021; Robinson & Jorge, 2016). Además, hay que 

recalcar el desgaste que una secuela de este tipo supone también para los familiares y 

cuidadores de los pacientes afectados (Das & G K, 2018). 

La localización de la lesión isquémica tiene relación con la probabilidad de sufrir depresión 

subsecuente al infarto. Por ejemplo, se ha demostrado en diferentes estudios clínicos que 

existe una mayor incidencia de PSD cuando el daño se produce en el hemisferio izquierdo 

(Dafer et al., 2008; Das & G K, 2018). 

A pesar de que la relación entre estas patologías ha sido ampliamente descrita, los 

mecanismos fisiopatológicos que subyacen la conexión entre ambas no están aclarados 

completamente (Das & G K, 2018; G. Li et al., 2021). Se ha propuesto que el inicio de esta 

PSD puede ser multifactorial, implicando factores biológicos como la inflamación, la 

neurogénesis o la alteración de factores tróficos y de las vías catecolaminérgica y 

serotoninérgica, pero también implicando factores psicosociales (Dafer et al., 2008; Das & 

G K, 2018; Robinson & Jorge, 2016). Es importante definir estos mecanismos de manera más 

concreta, ya que conocer biomarcadores que puedan ser medibles de forma fácil y rápida 

permitiendo predecir la PSD sería de vital importancia para la asignación y optimización de 

una atención sanitaria apropiada, además de permitir desarrollar una estrategia terapéutica 
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adecuada para prevenir o subsanar estos procesos patológicos (Das & G K, 2018; G. Li et al., 

2021). 

Generalmente, la aparición de esta PSD se produce durante los primeros meses o hasta el 

primer año tras sufrir el infarto cerebral, posteriormente su incidencia disminuye (Das & G 

K, 2018; G. Li et al., 2021). En ocasiones, se produce una remisión de esta PSD durante los 

primeros meses tras su establecimiento; conseguir esta remisión de la depresión es de vital 

importancia, ya que se ha demostrado que cuando esto sucede, especialmente durante los 

primeros meses, se consigue una mejor recuperación funcional del paciente (Chemerinski 

et al., 2001; G. Li et al., 2021).  

Problemas de conducta y del estado de ánimo después de PAIS 

Los problemas con la conducta, son secuelas frecuentes del PAIS, apareciendo hasta en un 

11% de los casos (Dunbar & Kirton, 2018, 2019; Lehman & Rivkin, 2014; Wagenaar et al., 

2018). Principalmente estos aparecen en forma de déficit de atención e hiperactividad 

(Bosenbark et al., 2018; Dunbar & Kirton, 2018; Lehman & Rivkin, 2014). La incidencia de 

esta hiperactividad aumenta con la edad (Bosenbark et al., 2018).  

A pesar de que la depresión posterior al infarto está ampliamente descrita en el caso del 

stroke en adultos, los estudios referidos a este trastorno del estado de ánimo en cuanto a 

los neonatos son escasos, no habiéndose analizado tampoco en modelos animales (Das & G 

K, 2018; Dong et al., 2022; Gower & Tiberi, 2018). Recientemente, se ha demostrado la 

presencia de esta secuela en niños que sufrieron una EHI neonatal, patología muy similar al 

PAIS (Álvarez-García et al., 2022). Es importante determinar la posible presencia de esta 

secuela, ya que como se ha explicado, de forma general está ampliamente relacionada con 

una mayor morbilidad y mortalidad en adultos, afectando negativamente a una posible 

recuperación (Álvarez-García et al., 2022; Das & G K, 2018; Dong et al., 2022). 

Concretamente, la depresión infantil se asocia con una elevada recurrencia, un alto riesgo 

de suicidio, comorbilidad con otros problemas de salud mental o con dificultades tanto a 

nivel escolar como en las relaciones sociales, secuelas que pueden prolongarse durante toda 

la vida del paciente, condicionando la misma desde una edad muy temprana (Forman-

Hoffman & Viswanathan, 2018). Por tanto, es esencial prevenir esta depresión en la infancia 

para mejorar la salud y reducir los costes asociados (Mendelson & Tandon, 2016). 

Por tanto, establecer si una depresión tras el PAIS  remite o se cronifica, , teniendo en cuenta 

que  los neonatos tienen toda una vida por delante, también parece un parámetro decisivo 

que se debe estudiar para valorar su implicación en la recuperación funcional de estos niños 

(Chemerinski et al., 2001; G. Li et al., 2021). 

Monoaminas e infarto cerebral isquémico arterial  

Poniendo el foco en las secuelas referidas al estado de ánimo, como la depresión o la 

hiperactividad, está ampliamente descrita la importancia de los circuitos cerebrales 

monoaminérgicos, es decir noradrenérgico,  dopaminérgico y serotoninérgico (Cabana-

Domínguez et al., 2022; Pytka et al., 2016). Sin embargo, recientemente ha crecido la 

importancia que se otorga concretamente al sistema dopaminérgico asociada al stroke 
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isquémico y su posible relación con las posibles secuelas sobre el estado de ánimo (Kaushik 

et al., 2020).  

La DA es el principal neurotransmisor catecolaminérgico presente en el cerebro. Se sintetiza 

partiendo del aminoácido L-Tirosina, el cual mediante la enzima tirosina-hidroxilasa (TH) 

se transforma en L-DOPA, que posteriormente, por la actuación de la DOPA-descarboxilasa, 

da lugar a la DA (Turk et al., 2021). Esta, a su vez, puede continuar la ruta catecolaminérgica, 

transformándose en NA a través de la dopamina-β-hidroxilasa (Qi et al., 2008).  

La DA está implicada en un gran número de procesos e influye en multitud de capacidades 

funcionales, por ejemplo, de tipo motor, cognitivo, motivación, aprendizaje o el habla. Por 

tanto su alteración puede implicar diferentes trastornos, que pueden incluir tanto 

depresión como hiperactividad (Schultz, 2007; Turk et al., 2021). 

Estas neuronas encargadas de la síntesis de DA (dopaminérgicas) son especialmente 

sensibles al daño provocado por el estrés oxidativo, ya que consumen un alto grado de 

oxígeno, contienen pocas defensas antioxidantes y un elevado porcentaje de hierro y lípidos 

peroxidables (Kaushik et al., 2020).  

Además, la importancia de la DA en esta patología se puede demostrar mediante algunos 

estudios que demuestran que un tratamiento que aumente los niveles de la misma es, en 

muchos casos, beneficioso para los pacientes (Gower & Tiberi, 2018; Obi et al., 2018; 

Talhada et al., 2021). De hecho, actuar sobre el sistema dopaminérgico se ha postulado 

como uno de los candidatos más prometedores para promover la recuperación funcional 

sobre un accidente cerebral isquémico (Gower & Tiberi, 2018; Kaushik et al., 2020; Obi 

et al., 2018; Talhada et al., 2021). El efecto preciso que el stroke tiene sobre el sistema 

dopaminérgico podría alterar este de diversas maneras, por lo que parece requerir un 

tratamiento adecuado, por tanto se hace preciso comprender de la mejor manera posible 

este daño concreto para determinar la mejor estrategia terapéutica (Gower & Tiberi, 2018). 

Dopamina y depresión 

Como ya se ha indicado, la alteración de la vía catecolaminérgica, y concretamente en la DA, 

es uno de los factores implicados en la aparición de la depresión; de hecho, un descenso en 

la disponibilidad de las aminas es la principal hipótesis para explicar esta patología (Das & 

G K, 2018; Kronenberg et al., 2012; Loubinoux et al., 2012; Schultz, 2007). En el caso del 

sistema dopaminérgico, se ha descrito que una alteración del circuito de recompensa 

Figura I. 8. Ruta de síntesis de las catecolaminas. 
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asociado al mismo puede resultar en anhedonia, típica de la depresión (Loubinoux et al., 

2012). 

Así, la inhibición de la recaptación de DA (la cual se produce a través del DAT), para 

aumentar la biodisponibilidad de esta en el cerebro, es una de las terapias utilizadas para 

tratar la depresión. Es más, en el caso del desarrollo fetal, pueden ser más beneficiosos estos 

que los inhibidores de la recaptación de 5-HT, ya que esta última juega un papel crucial en 

el desarrollo del cerebro y se ha descrito, por ejemplo, una relación entre niveles elevados 

de 5-HT en esta etapa y el desarrollo de autismo (Hendrick et al., 2017; Ng, 2017; Sommer 

et al., 2014). 

Por otro lado, también se ha indicado que el sistema dopaminérgico es uno de los afectados 

por el infarto arterial isquémico, por tanto, se puede establecer una conexión entre esta 

alteración con el comportamiento tipo depresivo que se puede apreciar como consecuencia 

del stroke. Sin embargo, para lograr definir de forma clara la etiología de la PSD, dada la falta 

de estudios al respecto, es necesario seguir realizando investigaciones, tanto a nivel 

preclínico como clínico (Loubinoux et al., 2012).  

En este sentido, se ha 

demostrado que, al ocluir 

la arteria cerebral media, 

concretamente en el 

hemisferio izquierdo, 

produce una 

degeneración de las 

neuronas dopaminérgicas 

presentes en el VTA 

ipsilateral a la lesión y por 

tanto una reducción en la 

concentración de la DA en 

el estriado (Kronenberg 

et al., 2012). Esta 

alteración se 

correspondió con cambios 

comportamentales, 

concretamente anhedonia 

y comportamiento tipo 

depresivo, evaluados 

tanto por el consumo de 

sacarosa como por la 

prueba de natación 

forzada (Kronenberg 

et al., 2012). 

Figura I.  13. Funcionamiento de los inhibidores de la recaptación 
de dopamina. A. Representa un estado de baja concentración de 
dopamina. B. Representa el aumento de la concentración de 
dopamina subsecuente al tratamiento con el inhibidor de la 
recaptación de esta. 
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Trastorno por Déficit de Atención e Hiperactividad  

El Trastorno por Déficit de Atención e Hiperactividad (TDAH) se caracteriza por una baja 

capacidad de atención, impulsividad y exceso de actividad motora de manera persistente y 

patológica. Se han descrito también alteraciones en cuanto a la motivación de estos 

pacientes, especialmente en relación al sistema de aprendizaje por refuerzo (en el cual está 

implicado la DA), ya que se caracteriza por una menor habilidad para posponer la 

gratificación e incapacidad para responder a la disciplina (DiMaio et al., 2003; Glimcher, 

2011; Tripp & Wickens, 2009). El diagnóstico de este trastorno se basa principalmente en 

la presencia de determinados síntomas de tipo conductual (Tripp & Wickens, 2009). 

En relación al PAIS, no existen muchos estudios que se centren en la función ejecutiva y la 

atención de los niños afectados por este daño perinatal, Sin embargo, se han descrito 

alteraciones del comportamiento que, en un gran número de casos, son compatibles con un 

diagnóstico de TDAH, llegando a describirse como el principal trastorno psiquiátrico 

secundario al stroke pediátrico, afectando hasta a la mitad de estos pacientes (Bosenbark 

et al., 2018; Williams et al., 2018). 

Es importante tener en cuenta el momento en el que se establece esta secuela, ya que se ha 

descrito que la edad de evaluación de los pacientes que han sufrido un PAIS influye en el 

diagnóstico de TDAH, mostrando una sintomatología más agravada aquellos sujetos que 

contaban con una mayor edad (Bosenbark et al., 2018). 

Esta secuela del stroke perinatal, a su vez, genera dificultades a nivel intelectual, académico 

y en la capacidad de adaptación de los niños que lo padecen. Dichas alteraciones, en última 

instancia, definen de forma decisiva la calidad de vida de los niños que las padecen en un 

momento determinante del desarrollo de los mismos como es, principalmente la infancia y 

el comienzo de la adolescencia, las cuales principales etapas para el diagnóstico del TDAH 

(Bosenbark et al., 2018; DiMaio et al., 2003; Williams et al., 2018).  

Es clave definir la aparición del TDAH como secuela del PAIS, ya que esto puede ayudar a la 

comprensión, por parte de los padres y educadores, de las dificultades y barreras con las 

que tendrían que luchar estos niños (Williams et al., 2018). Todas estas limitaciones 

asociadas al TDAH que condicionarían la vida de los pacientes, deberían ser razón suficiente 

para intentar  definir el momento de aparición de este trastorno, así como para buscar una 

estrategia terapéutica adecuada, que permita mejorar la calidad de vida de estos niños 

(Bosenbark et al., 2018; Williams et al., 2018). 

Dopamina y TDAH  

Inicialmente los estudios sobre la etiología de este trastorno se basaban en estudios de 

imagen o genéticos, dando poca importancia a los neurotransmisores que pudiesen estar 

implicados en la fisiopatología a nivel celular. En este sentido, posteriormente, las 

investigaciones han otorgado un papel importante al sistema dopaminérgico, proponiendo 

que una alteración del mismo es causa de muchos de los síntomas relacionados con el TDAH, 

como los asociados a la motivación y el refuerzo, muy ligados a la neurotransmisión de la 

DA (Russell et al., 2005; Tripp & Wickens, 2009). Concretamente la relación de la DA con el 

sistema de refuerzo se relaciona con la vía mesolímbica de esta, que se proyecta desde el 

VTA al sistema límbico (Russell et al., 2005). 



 49 INTRODUCCIÓN 

Sin embargo, esta no es la única implicación de la DA en los síntomas del TDAH. Por otro 

lado, la vía mesocortical, que es aquella que tiene su origen en el VTA y se proyecta a 

diferentes zonas de la corteza, está implicada en diversas funciones, como el control motor, 

la inhibición de determinados comportamientos, la atención o la memoria (Russell et al., 

2005; Tripp & Wickens, 2009). Además, se han identificado varios genes relacionados con 

el sistema dopaminérgico asociados al desarrollo de TDAH (DiMaio et al., 2003; Russell 

et al., 2005; Tripp & Wickens, 2009). 

Clásicamente un déficit de DA se asocia con una locomoción disminuida; por el contrario, 

niveles elevados de este neurotransmisor corresponden con hiperlocomoción (Hagino 

et al., 2015; Masini & Kiehn, 

2022). Teniendo esto en 

cuenta, el TDAH debería 

relacionarse con una elevada 

concentración extracelular de 

esta DA. Sin embargo, 

generalmente este trastorno 

se asocia con una disminución 

en la concentración de DA y en 

la transmisión de la misma 

(Hagino et al., 2015; Russell 

et al., 2005). De hecho, 

algunos de los principales 

tratamientos utilizados en la 

actualidad, como el 

metilfenidato o la 

dextroanfetamina, se 

caracterizan por aumentar los 

niveles de DA extrasináptica, lo cual es un factor más a favor de considerar el déficit de este 

neurotransmisor como al menos una posible causa de este trastorno (Del Campo et al., 

2011; Russell et al., 2005; Sharma & Couture, 2014; Tripp & Wickens, 2009). 

Más concretamente, se ha demostrado a nivel preclínico que una depleción de DA en ratas 

neonatas ocasionaba un incremento en la actividad motora, reduciendo además el 

comportamiento relativo a la ansiedad, a largo plazo (Ogata et al., 2019). Esto es de interés 

teniendo en cuenta que una depleción parcial, que provoque una actividad 

hipodopaminérgica, pero no una falta completa de esta, se relaciona con la fisiopatología del 

TDAH (Lai et al., 2018). 

Falta de estudios en PAIS  

Existen evidencias, tanto a nivel preclínico como clínico, que ponen de manifiesto que la 

edad prenatal, así como la edad postnatal temprana, son claves en el origen de muchas 

enfermedades de tipo neuropsiquiátrico (Ardalan et al., 2019). 

Además, y como ya se ha mencionado, las alteraciones de la conducta son frecuentes en los 

niños que han sufrido un PAIS y generalmente se asocian con hiperactividad y déficits de 

atención (Dunbar & Kirton, 2019; Lehman & Rivkin, 2014; Williams et al., 2018). Sin 

Figura I.  14. Esquema resumen de la relación entre la 
cantidad de dopamina y la actividad motora. Adaptado de 
Hagino et al., 2015. 



 50 

embargo, la afectación funcional a este nivel de los niños afectados no está tan estudiada 

como otras, como por ejemplo podría ser aquella a nivel motor, y es importante tener en 

cuenta que este daño puede variar a lo largo del tiempo, por tanto el diagnóstico dependerá 

también de lo que dure el seguimiento al paciente (Chabrier et al., 2011). De hecho, como 

ya se ha indicado, en una patología similar a esta, como es la EHI, se ha descrito un 

comportamiento tipo depresivo en los primeros años posteriores a sufrir dicho daño 

(Álvarez-García et al., 2022). 

Estas diferencias en cuanto a la hiper o hipoactividad asociada al daño adquirido neonatal 

se han comprobado también a nivel preclínico, donde en modelos animales de EHI se han 

descrito ambos tipos de comportamiento (Borjini et al., 2019; Brima et al., 2013; Miguel 

et al., 2015; E. F. Sanches et al., 2019). También se han encontrado diferencias en cuanto al 

comportamiento tipo ansiedad que mostraban estos animales, relacionándose con la edad 

a la que este se evalúa, dando a entender, una vez más, la importancia de contextualizar los 

trastornos en el momento concreto de su aparición (Borjini et al., 2019). 

El hecho de que existan estas diferencias a nivel clínico entre daños neonatales similares 

puede deberse a dificultades en el diagnóstico de estos trastornos y en el seguimiento de 

estos pacientes, que hace que la aparición de este tipo de trastornos no haya sido 

correctamente estudiada. Por su parte, los diferentes comportamientos en cuanto a hiper e 

hipoactividad dentro del propio modelo de EHI, sugiere que hacen falta más estudios 

preclínicos en este sentido, a fin de definir la existencia de estos trastornos y el momento 

de aparición de los mismos. Describir y tratar los trastornos psiquiátricos asociados al PAIS 

puede ser determinante para mejorar el aprendizaje y el desarrollo de estos niños (Dunbar 

& Kirton, 2019). 

Se hace necesario, por tanto, un estudio más exhaustivo de estos trastornos, de su momento 

de aparición y de los procesos fisiológicos subyacentes, a fin de poder definir biomarcadores 

que faciliten la detección de estos, así como para poder establecer una estrategia terapéutica 

apropiada (Borjini et al., 2019). 
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Modelos animales 

Modelo animal de PAIS 

A fin de poder estudiar en un modelo preclínico, concretamente desarrollado en rata, todo 

lo referido el infarto cerebral arterial perinatal, Derugin y colaboradores describieron en 

1998, y posteriormente modificaron en 2005, un modelo de stroke neonatal transitorio. 

Este modelo consiste en la oclusión de la arteria cerebral media izquierda, durante un 

período de 3 horas, en ratas de entre 7 y 10 días de edad (Derugin et al., 1998, 2005).  

La oclusión se produce en la arteria cerebral media debido a que es la arteria más 

frecuentemente afectada en los casos de PAIS (87,5% de las veces) (Munoz et al., 2018; 

Wagenaar et al., 2018). Concretamente, en el neonato las lesiones suelen ser unilaterales y 

afectan preferentemente al hemisferio izquierdo (en más del 60% de los casos totales y en 

torno al 80% de los infartos unilaterales) (Dunbar & Kirton, 2019; Ferriero et al., 2019; 

Grunt et al., 2015; Munoz et al., 2018; Wagenaar et al., 2018). La configuración anatómica 

de los vasos sanguíneos, que conduce la circulación sistémica desde el corazón hacia la 

arteria cerebral media izquierda, por ser la vía más directa, ya que las carótida izquierda se 

bifurca del arco aórtico más directamente que la derecha, así como la presencia de un ductus 

arterioso permeable que desemboca en la aorta antes de la salida de la carótida común 

izquierda, pueden explicar que la mayoría de las lesiones se produzcan es el territorio de 

esta arteria (Biswas et al., 2020; Grunt et al., 2015; Martinez-Biarge et al., 2019). 

El hecho de que se produzca la reperfusión también confirma la validez del modelo para 

reproducir la realidad y la fisiopatología de una forma más fiable. Es importante tener en 

cuenta esta reperfusión, ya que, a pesar de que generalmente es deseable que dicha 

reperfusión se produzca, una parte del daño asociado al PAIS corresponde a esta y no solo 

a la propia isquemia (Woodruff et al., 2011). No tener en cuenta este proceso de reperfusión 

significaría no reproducir correctamente el daño asociado a este accidente cerebrovascular. 

La edad de las ratas utilizadas en el modelo se sitúa entre los días postnatales 7 y 10, ya que 

se ha demostrado que en estos días el grado de desarrollo del cerebro del animal es similar 

al de un recién nacido a término humano (Semple et al., 2013). Una vez más esto demuestra 

la gran reproducción de la realidad por parte de este modelo, ya que más de la mitad de los 

niños que sufren un infarto en el territorio de la arteria cerebral media nacen a término, 

incluso en ocasiones a una edad más tardía que otros subtipos (Fernández-López et al., 

2014; Titomanlio et al., 2015; Wagenaar et al., 2018). 

Modelos preclínicos de trastornos del estado de ánimo 

El estudio de los trastornos psiquiátricos en modelos animales siempre ha sido 

controvertido. Esto es debido, principalmente, a las dificultades que presenta describir 

estas alteraciones en otras especies distintas al humano, por las grandes variaciones en 

cuanto a la forma de mostrarse estos trastornos entre las distintas especies (Ménard et al., 

2016; Nestler & Hyman, 2010). Sin embargo, estas conductas se han descrito, tanto en la 

especie humana como fuera de esta, permitiendo proponer diferentes pruebas de 

comportamiento a fin de detectar actitudes similares a las que encontraríamos en nuestros 
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conespecíficos (M. E. Fox & Lobo, 2019; Ménard et al., 2016; Nestler & Hyman, 2010; Thierry 

et al., 1984). 

El Tes de Suspensión Caudal (Tail Suspension Test, TST) fue descrito inicialmente por 

Steru y colaboradores en 1985. Se trata de una herramienta muy utilizada en la búsqueda 

de tratamientos antidepresivos, principalmente en ratones y ratas. Consiste en colgar al 

animal de la cola, alejado de superficies en las que se pueda apoyar, durante 6 minutos, 

evaluando el tiempo que permanece inmóvil, ya que este se asocia con un comportamiento 

tipo depresivo (Arauchi et al., 2018; Can et al., 2012; Steru et al., 1985).  

Esta prueba se basa en la “estrategia de búsqueda-espera”. Según esta, los individuos, ante 

una prueba de supervivencia que no es capaz de resolver, tiene que decidir buscar una 

solución (actividad) o esperar a que esta aparezca (inmovilidad, relacionada con 

depresión). Generalmente, cuanto mayor dificultad implica la resolución de un problema, 

más se favorece el comportamiento tipo espera. Se ha demostrado que los fármacos 

antidepresivos son capaces de inclinar esta estrategia hacia el comportamiento de 

búsqueda de una solución (Steru et al., 1985; Thierry et al., 1984). 

Por otro lado, el Test de Natación Forzada (Forced Swimming Test, FST) es una de las 

pruebas más utilizadas para estudiar la depresión, así como diferentes fármacos 

antidepresivos. Fue inicialmente descrito por Porsolt y colaboradores y evalúa el 

comportamiento instintivo de los roedores de escapar del agua (Kraeuter et al., 2019a; 

Porsolt et al., 1977; Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Para ello, el protocolo consiste en 

introducir al animal en un cilindro lleno de agua, del cual no puede escapar, durante 5 

minutos. Durante este tiempo y principalmente en los primeros momentos, mostrará un 

comportamiento relacionado con un intento de huida (nadar o trepar), hasta que más 

adelante, el comportamiento pasa a ser de inmovilidad (flotar) (Yankelevitch-Yahav et al., 

2015). En general, los animales que muestren un comportamiento tipo depresivo dejarán 

de moverse antes y contarán con un mayor tiempo de inmovilidad (Kraeuter et al., 2019a). 

Además, esta prueba expone al animal a elevados niveles de estrés, lo cual está relacionado 

con la aparición de depresión (Yankelevitch-Yahav et al., 2015). 

Otra ventaja que supone este test se debe a la relación que se puede establecer entre el 

comportamiento de movilidad observado con las distintas vías sobre las que pueden actuar 

los fármacos antidepresivos. De esta forma, se ha determinado que los tratamientos que 

actúan sobre la vía dopaminérgica aumentarán el comportamiento de tipo trepar, mientras 

que aquellos con actividad sobre la vía serotoninérgica promueven la natación de estos 

animales (Slattery & Cryan, 2012). 

El Test de Campo Abierto (Open Field Test, OFT) puede utilizarse para medir la actividad 

locomotora, así como el comportamiento de tipo ansioso. Se describió por primera vez por 

parte de Hall y Ballachey, en 1932 y consiste en emplazar al animal en un espacio o campo 

abierto, generalmente durante 10 minutos, a fin de evaluar principalmente la distancia 

recorrida, así como el número de cruces por la zona central (Hall & Ballachey, 1932; 

Kraeuter et al., 2019b). Generalmente, los roedores tienden a quedarse cerca de las paredes 

del campo debido a su fotofobia y su tigmotaxis (moverse pegados a la pared), conducta que 

se acentúa aún más si presentan un comportamiento ansioso (Choleris et al., 2001; Kraeuter 

et al., 2019b).  
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Implicación en el PAIS  

Es de gran importancia poder contar con estos modelos animales para el estudio del PAIS, 

sus secuelas y posibles tratamientos. Sin embargo, también es importante tener en cuenta 

las diferencias entre la maduración de los animales de experimentación y los humanos. Por 

ejemplo, como ya se ha mencionado, los días postnatales de 7 a 10 (p7-p10) de desarrollo 

en la rata equivalen a un recién nacido a término humano. Pero también cabe destacar que 

una semana después de este daño, entre los días 14 y 17 postnatales (p14-p17), la 

equivalencia en la edad humana, por ejemplo en el establecimiento completo de la función 

motora, estaría en torno a los tres años (Semple et al., 2013). Esta edad en los humanos 

adquiere aún más importancia si tenemos en cuenta que coincide con el inicio de la 

escolarización o de las interacciones sociales, así como con el inicio de algunos síntomas 

depresivos descritos en asociación al daño cerebral adquirido (Álvarez-García et al., 2022).  

Por este motivo, a nivel preclínico es muy interesante realizar pruebas conductuales una 

semana después de que se produzca el daño, a fin de intentar detectar la aparición de 

trastornos de tipo psiquiátrico lo antes posible. Hay que tener en cuenta las posibles 

limitaciones que se podrían encontrar a esta edad, en la que solo se pueden evaluar reflejos, 

como el hecho de que estos animales fuesen aún muy pequeños como para realizarles una 

prueba tan estresante como el FST, o para tener una motilidad representativa como para 

ser evaluada en el OFT (Ceprián Costoso, 2019; Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Sin 

embargo, en el caso del TST, el hecho de realizarlo a esta edad podría ayudar a esquivar una 

de las principales limitaciones para realizar esta prueba en ratas como es el peso de estas 

en la edad adulta, ya que alrededor de los 15 días de edad, tienen un tamaño equiparable al 

de un ratón adulto (Jost, 1985; Schreuder et al., 2006). 

Por otro lado, en este modelo preclínico de PAIS, un mes después del daño los animales se 

encontrarían entre los días 37 y 40 postnatal (p37-p40). Esta edad del roedor se asemejaría 

a una edad entre los 12 y los 18 años en el humano (Semple et al., 2013). Esta edad es 

Figura I.  15. Comparativa de las diferentes edades del desarrollo del humano y la rata. 
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principalmente determinante en el establecimiento de trastornos de tipo TDAH, cuya 

incidencia asociada al PAIS aumenta según avanza la edad de diagnóstico (Bosenbark et al., 

2018; Drechsler et al., 2020). En este caso y para definir la aparición de trastornos 

psiquiátricos asociados a este daño, así como el momento de aparición y/o la duración de 

los mismos, aparece como una opción interesante realizar pruebas como el FST y el OFT. De 

esta forma se podrá evaluar tanto el estado neuropsiquiátrico de los animales como su 

actividad motora (Kraeuter et al., 2019a, 2019b).
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El modelo de oclusión de la arteria cerebral media, en rata neonata, reproducirá las 

características clásicas del PAIS en recién nacidos humanos. Provocará, por tanto, tanto a 

corto como a largo plazo, secuelas a nivel motor, así como trastornos del estado de ánimo, 

los cuales estarán debidos a alteraciones en los principales neurotransmisores implicados 

en estos procesos. El tratamiento con CBD o uno de sus derivados, posteriormente a la 

inducción de la lesión, será capaz de mejorar todas estas secuelas debidas al daño 

isquémico, dado su carácter neuroprotector. 

Para comprobar la hipótesis propuesta, se plantearon los siguientes objetivos: 

• Reproducir un modelo de infarto isquémico arterial perinatal en rata neonata, que 

represente las secuelas típicas de este daño en neonatos humanos. 

• Comprobar la presencia de alteraciones del estado de ánimo asociadas al infarto 

isquémico arterial perinatal en el modelo planteado, tanto a corto como a largo 

plazo. 

• Caracterizar los mecanismos por los que se producen estas alteraciones del estado 

de ánimo asociadas al infarto isquémico arterial perinatal. 

• Determinar los efectos del cannabinoide CBD sobre las alteraciones del estado de 

ánimo asociadas al stroke perinatal. 

• Caracterizar los mecanismos por los que el CBD produce efecto sobre las 

alteraciones del estado de ánimo. 

• Determinar los efectos del derivado cannabinoide VCE-004.8 sobre las alteraciones 

funcionales del estado de ánimo asociadas al stroke perinatal. 

A fin de alcanzar los objetivos propuestos, se realizaron las técnicas experimentales 

descritas en el siguiente apartado. 
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Diseños experimentales 

Diseño experimental 1 

Comprobación del correcto desarrollo del modelo y de la aparición de trastornos del estado 

de ánimo en relación al mismo. 

 

Diseño experimental 2 

Determinación de la implicación de los niveles de DA en las alteraciones del estado de ánimo 

encontradas, mediante un inhibidor de la recaptación de este inhibidor. 
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Diseño experimental 3 

Demostración de la eficacia terapéutica del CBD sobre el daño clásico de la isquemia y sobre 

las alteraciones del estado de ánimo. 

 

Diseño experimental 4 

Comprobación de la eficacia terapéutica del VCE-004.8 sobre el daño isquémico clásico y 

sobre las alteraciones del estado de ánimo. 
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Animales de experimentación 

El protocolo experimental cumplió con la normativa europea y española de protección de 

animales de experimentación (2010/63/UE y RD 53/2013, así como la modificación de este 

según el RD 118/2021) y fue aprobado por el Comité Ético de Bienestar Animal del Hospital 

Clínico San Carlos (Madrid, España).  

Los animales utilizados fueron Rattus norvegicus tipo Wistar. A lo largo de la estancia de los 

animales en su estabulario se respetaron los requisitos ambientales precisos. La 

temperatura se mantuvo entre los 20O y los 24O centígrados y la humedad relativa en torno 

al 60%. El ciclo de luz/oscuridad fue de 12h/12h. El agua y la comida se administraron ad 

libitum. Se respetaron las medidas de superficie y altura por animal establecidas para los 

habitáculos. Se hizo todo lo posible para minimizar el número y el sufrimiento de los 

animales. 

Inducción del PAIS 

La camada completa de ratas Wistar, de entre 7 y 10 días de edad (p7-p10), equivalente en 

términos de desarrollo a un recién nacido humano, fue separada de la madre durante todo 

el proceso quirúrgico. Se anestesió a los animales, por vía inhalada, durante la cirugía con 

sevofluorano (5% de inducción, 3% de mantenimiento), a la vez que se les aportó oxígeno 

y aire medicinal por la misma vía.  

Se reprodujo el modelo descrito previamente por Ceprián 

y colaboradores (Ceprián et al., 2017). Para ello, con el 

animal situado en posición decúbito supino y previa 

aplicación de clorhexidina en la zona, se realizó una 

incisión en su cuello, a la altura de la bifurcación de la 

carótida común izquierda. Se aisló la carótida interna y, a 

fin de evitar hemorragias, se cortó el flujo de la misma. Se 

realizó una pequeña cisura en dicha carótida interna y se 

introdujo por la misma un filamento de nylon, engrosado 

en uno de sus extremos con silicona, occluder, (Doccol 

Corporation, MA, EE.UU). Se orientó y dirigió este 

occluder hacia la arteria cerebral media izquierda, el 

avance del mismo se detuvo al alcanzar una distancia 

previamente conocida según el peso del animal e indicada 

en la Tabla M. 1.). Una vez introducido esta distancia 

determinada, se fijó la posición del occluder para evitar un posible desplazamiento del 

mismo. Se cerró la incisión producida en el cuello con puntos de sutura y se despertó a la 

rata de la anestesia. Durante todo este proceso la temperatura corporal de los animales 

permaneció constante. Se mantuvo la oclusión de la arteria cerebral media izquierda 

durante 3 horas. Una vez cumplido este tiempo, se anestesió de nuevo al animal, bajo las 

condiciones descritas previamente, y se procedió a retirar el occluder. Tras comprobar la 

correcta reperfusión del flujo sanguíneo a través de la carótida interna, así como el bloqueo 

o la no aparición de posibles hemorragias, se cerró de nuevo la incisión del cuello y se 

despertó al animal de la anestesia. Una vez más se aplicó clorhexidina en la zona afectada. 

PESO (g) DISTANCIA (mm) 

14 8,5 

16 9 

18 9,5 

20 10 

22 10,5 

Tabla M. 1.  Distancia de 
introducción del occluder según 
el peso. 
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De nuevo, durante este procedimiento se mantuvo controlada la temperatura corporal. Se 

marcó al animal en la oreja para su futura identificación, se aplicó también aquí 

clorhexidina. 

Para comprobar los efectos de la anestesia y la incisión, se contó con un grupo control 

(SHAM) al cual se le realizó exactamente el mismo procedimiento, a excepción de la 

introducción del occluder a través de la carótida interna. 

El tiempo de operación para cada animal no fue superior a los 20 minutos y la temperatura 

de los animales se mantuvo controlada durante todo el procedimiento. Una vez terminadas 

todas las cirugías, los animales fueron devueltos a su madre. 

 

Figura M. 1. Representación del modelo de oclusión temporal de la arteria cerebral media. 

Distribución de grupos experimentales 

Los animales se asignaron siempre de forma aleatoria a cada grupo experimental, tratando 

de que el tamaño de los grupos fuese lo más similar posible. 

En el caso del diseño experimental número 1, el día de la operación, los animales se 

distribuyeron entre los grupos SHAM (aquellos a los que no se les realizó la oclusión de la 

arteria cerebral media, aunque si se simuló el resto del proceso quirúrgico) y MCAO 

(animales a los cuales sí se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media).  

Para el diseño experimental número 2 se utilizó un inhibidor de la recaptación de la DA, 

el GBR 12909, o vanoxerina, dihidrocloruro (TOCRIS, Bristol, Reino Unido), sobre algunos 

de los animales MCAO, seleccionados de manera aleatoria. Este fármaco se inyectó 

diariamente entre los días 4 y 10 después de la lesión, vía subcutánea, a una dosis de 
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5mg/Kg, dosis y tiempos que han mostrado ser eficaces y seguros en estudios previos y en 

edades similares (Reynolds et al., 2011; J. Wang et al., 2020), y en un volumen de 100µL, o 

bien vehículo, el cual se preparó de la misma manera que el fármaco, a excepción de la 

adición del mismo. Se inyectó a los animales SHAM con este mismo vehículo. Por tanto, para 

este estudio, se añadió el siguiente grupo: 

MCAOI: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media, 

tratados con vehículo en el momento de la operación y con GBR 12909 posteriormente. 

En el diseño experimental número 3, en el que se comprobó el efecto del fitocannabinoide 

CBD, 30 minutos después de la operación de cada animal. Tanto en el caso de los SHAM 

como en el de los MCAO, se trató con CBD (TOCRIS, Bristol, Reino Unido) vía intraperitoneal, 

a una dosis de 5mg/Kg y en un volumen de 100µL; o bien con vehículo (VEH) preparado e 

inoculado de la misma manera que el CBD, a excepción de la adición del propio fármaco. 

Todos ellos fueron designados de manera aleatoria. Cabe destacar que el tiempo de ventana 

terapéutica, así como la dosis utilizada, se basaron en ensayos previamente realizados por 

nuestro grupo (Ceprián et al., 2017). Por tanto, los grupos utilizados fueron: 

SHAMC: Animales no ocluidos tratados con CBD. 

MCAOC: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media 

tratados con CBD. 

Tras comprobar la falta de diferencias entre los grupos SHAM tratados con vehículo y 

aquellos SHAM tratados con CBD, y a fin de respetar el principio de “Las Tres Rs” (reducir, 

refinar y reemplazar) ahorrando por tanto en cuanto al número de animales utilizados, así 

como para conseguir una mayor potencia estadística, se eliminó el grupo SHAMC del 

estudio, contando únicamente con el grupo SHAM. 

En el diseño experimental número 4, se comprobó de manera preliminar la efectividad 

del cannabinoide sintético VCE-004.8 (Emerald Health Pharmaceuticals, CA, EE.UU). Para 

ello se determinó una dosis de 5mg/Kg, con la que se trató a un grupo de animales, tanto 

SHAM como MCAO, seleccionados de manera aleatoria. Este fármaco se administró en un 

volumen de 100µL vía intraperitoneal, 30 minutos, 24 y 48 horas después de la reperfusión. 

Esta dosis fue determinada según estudios previos del grupo. Al mismo tiempo se inyectó a 

determinados animales, tanto SHAM como MCAO, un vehículo preparado de igual forma que 

el fármaco, exceptuando la adición del mismo. Por tanto, para este estudio, se añadió el 

siguiente grupo: 

MCAOV: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media, 

tratados con VCE-004.8.  

Preparación de los fármacos 

Cannabidiol 

10mg de CBD se disolvieron en 1mL de etanol absoluto (quedando a una concentración de 

10mg/mL), se alicuotó, se gaseó con nitrógeno a fin de reducir los niveles de oxígeno y 

favorecer la preservación de las alícuotas y se almacenó a -20OC para asegurar su correcta 

conservación hasta el momento del uso.  
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Para su preparación y su dilución en suero salino, siempre se mantuvo una proporción 

1:1:18 respectivamente de etanol:disolvente orgánico:suero salino asegurando que el 

cannabinoide se mezclase de manera correcta sin precipitar. En este sentido, en el momento 

de la operación se partió de una alícuota de 100µL (y por tanto 1mg). Esta se evaporó hasta 

obtener un volumen de 10µL al que se añadieron otros 10µL del disolvente orgánico, en este 

caso Kolliphor® (Sigma Aldrich, MO, EE.UU), tras lo cual se agitó la mezcla durante 2 

minutos. Una vez hecho esto, se añadieron 180µL de suero salino al 0,9%, gota a gota y 

agitando entre cada una de estas. Se obtuvo por tanto un volumen final de 200µL, que 

respetaba esta proporción mencionada previamente (1:1:18). En estos 200µL se 

conservaba 1mg de CBD, quedando por tanto a una concentración de 5mg/mL. 

Esta solución se diluyó en suero salino hasta alcanzar la concentración indicada para 

asegurar la dosis de 5mg/Kg en 100µL por animal. 

GBR 12909 dihidrocloruro 

50mg de GBR 12909 se disolvieron en 2mL de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma Aldrich, MO, 

EE.UU). Esta solución fue mezclada con Captisol® (Abmole Bioscience, TX, EE.UU) al 20% 

en una proporción de 1mL de DMSO por cada 9mL de Captisol, siendo por tanto en este 

momento la concentración de GBR 12909 de 2,5mg/mL. El volumen resultante fue 

alicuotado en volúmenes menores y almacenado a -20OC, para asegurar así su correcta 

preservación en el tiempo que duró el experimento.  

En el día de su uso, se descongeló una alícuota y se diluyó en suero salino al 0,9% hasta 

alcanzar la concentración deseada para, en último término, inyectar una dosis de 5mg/Kg 

en 100µL para cada rata.  

VCE-004.8 

Inicialmente se pesaron 50mg del fármaco VCE-004.8 y se disolvieron en 1,5mL de DMSO, 

añadidos lentamente y en constante agitación. Una vez añadido este volumen de DMSO, se 

incorporaron a la mezcla 1,5mL de Tween-20 (Scytek, UT, EE.UU), también lentamente y en 

constante agitación. Finalmente se añadieron en agitación 7mL de Captisol al 14,28% a fin 

de que en el volumen final de 10mL este Captisol se encontrase al 10%. Este volumen final 

se alicuotó, se gaseó y se conservó a -20OC para su correcta preservación hasta el momento 

del uso. 

En el día de su utilización se descongeló una alícuota y se diluyó en suero salino al 0,9% 

hasta alcanzar la concentración deseada para garantizar una dosis de 5mg/Kg en 100µL 

para cada animal. 

Imágenes de resonancia magnética 

Las exploraciones mediante imágenes de resonancia magnética (MRI) de los animales 

pertenecientes a los diferentes grupos MCAO in vivo se realizaron en la Unidad de 

Resonancia Magnética del Instituto Pluridisciplinar, (Universidad Complutense, Madrid, 

España) en un equipo de Imagen de Resonancia Magnética (MRI) ICON-1T (Bruker-Medical, 

Ettlingen, Alemania). Este equipo cuenta con una intensidad de campo de 1 Tesla y una 
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intensidad del gradiente de 450 mT/m. Se realizó un estudio T2WI2D, con unas 

dimensiones de adquisición de 157x157x20.  

Esta evaluación se realizó 6 días después del daño y, en el caso de los animales tratados con 

vehículo, de nuevo 30 días después. Durante la toma de imágenes los animales se 

mantuvieron anestesiados mediante isoflurano, con las constantes vitales monitorizadas y 

la temperatura corporal controlada. Ya que anteriormente en nuestro grupo se ha evaluado 

la no presencia de área hiper intensa, así como de diferencia interhemisférica, en aquellos 

animales SHAM, las resonancias solo se realizaron a los animales pertenecientes a los 

diferentes grupos MCAO. 

Para cada animal, el área hiperintensa y las diferencias de tamaño entre los hemisferios se 

calcularon a partir de una muestra representativa de las imágenes adquiridas. Esta muestra 

representativa de imágenes fue la comprendida entre las imágenes mostradas en la Figura 

M. 2. El valor de área hiperintensa y el de diferencia interhemisférica se sumaron en cada 

imagen, obteniendo así el área total de lesión de dicha imagen. Posteriormente se sumaron 

las áreas de lesión de todas las imágenes analizadas, obteniendo así el volumen de lesión. El 

porcentaje de volumen de lesión se calculó dividiendo el volumen de lesión entre el volumen 

de los hemisferios sanos multiplicados por dos (lo cual determinaría el volumen esperado 

para un cerebro sano). Los datos, por tanto, siguieron la fórmula detallada a continuación: 

Σ(𝐷𝑖𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒 ℎ𝑒𝑚𝑖𝑠𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜𝑠 + Á𝑟𝑒𝑎 ℎ𝑖𝑝𝑒𝑟𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑎)

Σ(𝐻𝑒𝑚𝑖𝑠𝑓𝑒𝑟𝑖𝑜 𝑠𝑎𝑛𝑜 × 2)
 ×  100 

Para realizar estas estimaciones previamente mencionadas se utilizó el software ImageJ 

1.52a (NIH, Bethesda, USA). 

Pruebas neuroconductuales 

Se realizaron pruebas neuroconductuales tanto una semana (aproximadamente en el día 

postnatal 14, o p14) como un mes (aproximadamente el día postnatal 37, o p37) después 

Figura M. 2. Imágenes inicial y final de la muestra representativa de láminas examinadas para el 
estudio de MRI. En verde se muestra el área hiperintensa analizado en las mismas. 
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del daño. Estas pruebas tuvieron como finalidad evaluar el estado funcional de los animales 

tras el daño, principalmente tanto a nivel motor como del estado de ánimo, pero también a 

nivel cognitivo cuando fue posible. Estos estudios neuroconductuales fueron realizados en 

una sala acondicionada a tal efecto y siempre en un horario comprendido entre las 11:00 y 

las 14:00. Cada día de prueba, las ratas fueron previamente acondicionadas a la sala a fin de 

reducir los niveles de estrés de los animales a la hora del test. 

Pruebas neuroconductuales a corto plazo (p14) 

A esta edad los animales son aún pequeños y no tienen todas sus capacidades funcionales 

desarrolladas, por lo que generalmente se evalúan reflejos ya presentes desde esta edad. 

Geotaxia inversa: Se impulsó al animal por un plano inclinado 45O, con la cabeza orientada 

hacia la parte inferior del plano, y se evaluó el tiempo que tardó en girar 180O sobre sí 

mismo, hasta colocarse con la cabeza orientada hacia la parte superior del plano. Este giro 

representa un reflejo inherente al animal y evalúa su coordinación motora. Los animales 

que tengan alterada dicha coordinación motora, hecho esperable en los individuos 

lesionados, tardarán más tiempo en realizar este giro que los que no sufran esta alteración. 

Reflejo de agarre palmar (o test de agarre): Se aproximó una varilla fina a la palma de 

cada una de las extremidades de la rata y se comprobó el agarre que esta ofreció al 

percibirla. De esta forma se midió el estado sensoriomotor del animal, ya que al notar esta 

varilla su reflejo debería suponer el cierre de dicha extremidad en torno a este objeto, a fin 

de agarrarla. Se evaluó este agarre en una escala del 0 al 2, siendo 0 la ausencia de agarre y 

2 un agarre firme y completo, se sumaron los resultados de las cuatro patas. 

Reflejo de presión: Se acercó una varilla fina a las palmas de las dos patas traseras de la 

rata, impulsando ambas a la vez, haciendo que estas se flexionasen. Se evaluó en una escala 

de 0 a 2 la fuerza con la que el animal fue capaz de empujar esta varilla en dirección 

contraria, estirando para ello las patas, siendo 0 la ausencia de empuje y 2 una oposición 

fuerte. De esta forma se determinó el estado del motor grueso del animal. 

Test de suspensión de la cola (TST): Basado en el ya mencionado y descrito por primera 

vez por Steru y colaboradores (Steru et al., 1985). Se colgó a la rata por la cola, impidiendo 

que esta pudiese agarrarse a ningún objeto, durante 6 minutos. La prueba fue grabado a fin 

de poder medir posteriormente el tiempo de inmovilidad que presentó el animal a lo largo 

de esos 6 minutos. Se evaluó de esta forma el comportamiento tipo depresivo que 

presentaban las ratas. 

Pruebas neuroconductuales a largo plazo (p37) 

Test del cilindro (Cylinder Rearing Test, CRT): Se colocó a la rata, durante 5 minutos, en 

un cilindro transparente de metacrilato de 20 cm de diámetro y 30 cm de altura. Se evaluó 

la primera pata delantera apoyada en la pared del cilindro (diferenciando entre izquierda, 

derecha o ambas) cada vez que la rata se levantó sobre sus dos patas traseras. Se calculó la 

preferencia por la pata ipsilateral a la lesión, asociada con una alteración de tipo 

hemiparético, debida al daño, en la función motora del animal. Se descartaron los resultados 

de aquellos animales que se levantaron menos de 5 veces. La ratio de la preferencia por la 

pata ipsilateral sobre la contralateral a la lesión se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula: 
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(𝐴𝑝𝑜𝑦𝑜𝑠 𝑖𝑧𝑞𝑢𝑖𝑒𝑟𝑑𝑎 − 𝐴𝑝𝑜𝑦𝑜𝑠 𝑑𝑒𝑟𝑒𝑐ℎ𝑎)

𝐴𝑝𝑜𝑦𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
 

Test del reconocimiento de objeto nuevo (Novel Object Recognition, NOR): Esta 

prueba se realizó para evaluar el estado cognitivo del animal, concretamente la memoria de 

trabajo a corto plazo. El primer día de test se acondicionó, durante 5 minutos, al animal 

introduciéndolo en la caja de metacrilato en la que posteriormente se realizó el mismo, para 

que esta no fuese novedosa para el animal en el momento de la prueba, evitando así 

elevados niveles de estrés y un comportamiento de exploración de la propia arena en el 

momento de estudiar su comportamiento. 24 horas después se volvió a introducir a la rata 

en la caja, esta vez con dos objetos exactamente iguales colocados en lugares opuestos de la 

arena. Se permitió a la rata interactuar con estos objetos libremente durante 5 minutos. Una 

hora después se sustituyó uno de estos objetos por otro nuevo y completamente distinto de 

los anteriores y se volvió a dejar a la rata interaccionar con estos durante 5 minutos. Estos 

últimos fueron grabados para analizar el tiempo de interacción del animal con cada uno de 

los objetos. Posteriormente y con estos datos, se calculó la preferencia que presentaba la 

rata por explorar el objeto novedoso, comportamiento que indicaría que recuerda el objeto 

que ya conocía con anterioridad. Dicha preferencia se calculó según la siguiente fórmula: 

(𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑡𝑜 𝑛𝑢𝑒𝑣𝑜 − 𝑇𝑖𝑚𝑒𝑝𝑜 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑡𝑜 𝑓𝑎𝑚𝑖𝑙𝑖𝑎𝑟)

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛
 

Test de la natación forzada (Forced Swimming Test, FST): A fin de evaluar el 

comportamiento tipo depresivo, se introdujo a las ratas en un cilindro de metacrilato 

transparente, de 20 cm de diámetro y 50 cm de altura, lleno de agua, a una temperatura 

controlada de 24OC (± 1OC), hasta una altura de 30 cm. El primer día se acondicionó a los 

animales a esta situación estresante. Para ello los animales se mantuvieron en este cilindro 

durante 15 minutos para la fase de familiarización. Al día siguiente se les realizó el propio 

test, para lo cual se introdujo a la rata durante 5 minutos en el agua, grabando este test para 

evaluar posteriormente el comportamiento del animal. Para analizar esta prueba, cada 5 

segundos se determinó el comportamiento predominante dentro de ese tiempo, 

diferenciando entre flotar (floating, ausencia total de movimiento), nadar (swimming, 

movimiento tipo horizontal) y trepar (climbing, movimiento en vertical en torno a la pared 

del cilindro) y se calculó el ratio de cada uno de estos respecto del total. El agua se cambió 

entre cada animal, tanto en la fase de familiarización como en la de prueba. Generalmente, 

un mayor porcentaje correspondiente al comportamiento de tipo flotar se relacionaría con 

un comportamiento tipo depresivo. 

Test de campo abierto (Open Field Test, OFT): Se colocó a las ratas en una caja de 

metacrilato opaco, con unas medidas de 40 cm x 40 cm y con el suelo negro, durante 10 

minutos. Se contaron las entradas al centro del campo y se analizó la distancia recorrida por 

cada animal mediante el software EthoWatcher® (UFSC, Brasil). Esta prueba se realizó para 

evaluar un posible comportamiento compatible con ansiedad, así como la actividad motora 

de los animales. 
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Figura M. 3. Pruebas neuroconductuales realizadas. A. Geotaxia inversa. B. Reflejo de agarre. C. Reflejo 

de presión. D. TST. E. CRT. F. NOR. G. FST. H. OFT. 

Medida de neurotransmisores 

Obtención de muestras 

Tanto una semana como un mes después del daño y tras la realización de las diferentes 

pruebas neuroconductuales se determinó la concentración de diversos neurotransmisores 

relacionados con los estados de ánimo, como es el caso de la DA, la NA o la 5-HT.  

Para ello, tanto a la edad de p14 como a la de p37, los animales fueron perfundidos con 

solución salina al 0,9%. Posteriormente se extrajo el cerebro, se dividió en sus dos 

hemisferios y se almacenó a una temperatura de -80OC para garantizar el correcto 

mantenimiento de las muestras hasta el momento de la determinación de los 

neurotransmisores. 

Determinación de neurotransmisores 

Para realizar la medición de los neurotransmisores mencionados se trabajó en colaboración 

con el grupo de la Dra. María José Casarejos en el laboratorio de Neurobiología del Instituto 

Ramón y Cajal de Investigación Sanitaria, localizado en el departamento de Investigación 

Neurobiológica del Hospital Ramón y Cajal (Madrid, España).  

Esta determinación se realizó mediante cromatografía líquida de alta resolución, también 

llamada cromatografía líquida de alta presión (HPLC) acoplada a un detector ESA 

coulochem. Durante todo el proceso las muestras se mantuvieron en frío (hielo a 4OC) a fin 

de evitar procesos de oxidación. Inicialmente se pesó el tejido, teniendo en cuenta este peso, 

se añadió ácido perclórico 0,4N en una proporción mg de tejido:µL de ácido de 1:6. 

Posteriormente se sonicó esta mezcla para su correcta homogeneización. El sonicado 

obtenido se centrifugó a 11.000g, una temperatura de 4OC y por un tiempo de 20 minutos. 
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Se recogió el sobrenadante y se filtró por filtros de 0,45µm de poro para evitar la presencia 

de partículas que pudiesen obstruir la columna del HPLC. Este sobrenadante ya filtrado se 

almacenó a -80OC hasta el momento de ser pasado por el HPLC. Se utilizaron las condiciones 

cromatográficas que se detallan a continuación: una columna (Nucleosil 5C18); la fase 

móvil, un tampón citrato/acetato 0,1 M, pH 3,9 con 10% de metanol, 1 mM de EDTA y 1,2 

mM de ácido heptano sulfónico; y las condiciones de tensión del detector: D1 (+0,05), D2    

(-0,39) y la célula de guarda (+0,40). Se analizaron los niveles relativos al hemisferio 

ipsilateral a la lesión. Los resultados obtenidos se expresaron en nmol/g de tejido según el 

pesaje inicial. 

Estado histológico a nivel microscópico 

Obtención y preparación de muestras 

Para evaluar el estado histológico del tejido a nivel microscópico, los animales fueron 

perfundidos inicialmente con suero salino al 0,9% y posteriormente con paraformaldehido 

al 4% para la fijación de los tejidos.  Una vez perfundido, se extrajo el cerebro de los animales 

y se almacenó en formaldehido al 4%, a una temperatura de 4OC y durante al menos 24 

horas para asegurar la correcta fijación del mismo.  

Posteriormente, el tejido se deshidrató mediante su inmersión en una batería de alcoholes 

de concentración creciente, comenzando con una concentración del 30% y llegando al 100% 

para, posteriormente, pasar a xilol y finalmente ser embebidos en parafina. Tras este último 

paso, se realizaron bloques de parafina con estos tejidos, los cuales fueron almacenados a 

temperatura ambiente hasta ser cortados al microtomo (Leica Biosystems, Nussloch, 

Alemania). 

Una vez alcanzada la zona donde se localiza el de interés, los cortes al microtomo se 

realizaron con un grosor de 4µm. Para ello, estos bloques se mantuvieron en frío (una 

temperatura de no más de 4OC) hasta el momento de ser cortados. Posteriormente los cortes 

se conservaron a temperatura ambiente hasta el momento de llevar a cabo la 

inmunohistoquímica o la técnica de TUNEL. 

TUNEL 

La técnica de marcado de final de corte por desoxiuridina trifosfato (dUTP) y 

desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), también conocida como técnica de TUNEL por 

sus siglas en inglés, permitió la detección de DNA fragmentado, indicando por tanto muerte 

celular. Esta técnica se llevó a cabo mediante un kit comercial (Promega, WI, EE.UU) en los 

tejidos correspondientes a la edad p14. 

Inicialmente, los cortes seleccionados fueron desparafinados dejándolos en una estufa a 

60OC durante toda la noche. Una vez fundida la parafina, los tejidos se sometieron a una 

batería de alcoholes de concentraciones decrecientes hasta finalizar en suero salino al 0,9%, 

logrando así la rehidratación de las muestras. Posteriormente, los tejidos se sometieron a 

proteinasa K (incluida en el kit), para lograr la lisis del mismo y evitar la degradación del 

DNA. El marcaje se realiza utilizando la enzima TdT, así como nucleótidos marcados con un 
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fluoróforo, que se disuelven en un tampón de equilibrado para garantizar que la reacción se 

lleve a cabo de manera correcta (todos ellos presentes en el kit), estos reactivos se 

mantuvieron durante 1 hora a 37O sobre los tejidos. Una vez finalizado este tiempo, se paró 

esta reacción por inmersión en 20xSSC (presente en el kit), se realizaron lavados de los 

tejidos para eliminar el excedente y se 

marcaron los núcleos con TO-PRO®-3 

(Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU). Por 

último, los tejidos se montaron en medio 

acuoso, utilizando para ello un medio de 

montaje comercial destinado a tal fin 

(Sigma Aldrich, MO, EE.UU). 

Las imágenes se tomaron en un 

microscopio confocal Olympus Fluoview 

FV1000 versión 3.1.1.9, a un aumento de 

20X y con una resolución de 1600x1600 

píxeles. La toma de imágenes se realizó en 

la corteza parietotemporal del hemisferio 

izquierdo, tomando como referencia la 

lámina 31 del Atlas Paxinos (Paxinos & 

Watson, 2013) (Fig. M.3). 

Inmunohistoquímica 

Tanto a p14 como a p37 se inmunodetectaron las células dopaminérgicas del VTA. 

Inicialmente los tejidos se desparafinaron dejándolos en una estufa a 60OC durante toda la 

noche. Al día siguiente, dichos tejidos se rehidrataron utilizando en esta ocasión una batería 

de alcoholes de concentraciones decrecientes. Posteriormente, se desenmascararon los 

epítopos mediante inmersión en tampón citrato de pH=6, en condiciones de máxima 

presión y temperatura, utilizando para ello una olla a presión. A fin de evitar ruido de fondo 

en el resultado, se realizó un bloqueo de las peroxidasas endógenas utilizando una solución 

preparada de la siguiente manera: 

 

V final 5mL 

Metanol 100% (Merck, Darmstadt, 

Alemania) 
500µL 

Agua oxigenada 30% (ITW Reagents, IL, 

EE.UU) 
375µL 

Tampón fosfato salino (PBS) 1X 1,25mL 

Agua destilada 2,875mL 

 

Cubriendo el tejido y manteniéndolo en oscuridad durante 1 hora. Para bloquear las uniones 

a epítopos inespecíficos se utilizó albúmina de suero bovino (BSA) (Sigma Aldrich, MO, 

EE.UU) al 5% y 0,4% de tritón (Sigma Aldrich, MO, EE.UU), cubriendo el tejido durante 30 

Figura M. 3. Lámina representativa de los 
cortes utilizados para realizar la técnica de 
TUNEL. Recuadrada aparece la zona en la que 
se realizó la toma de las imágenes. Paxinos y 
Watson, 2013. 
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minutos. Las neuronas dopaminérgicas se marcaron con un anticuerpo primario anti-TH 

(SantaCruz Biotechnology, TX, EE.UU), a una dilución 1:500 en BSA 1% al 0,4% de tritón, 

manteniéndolo durante toda la noche a una temperatura de 4OC. 

Al día siguiente, se añadió el reactivo ImmPRESS Universal Antibody Polymer Reagent 

(Vector Laboratories, CA, EE.UU) durante 30 minutos para marcar el anticuerpo primario 

con peroxidasa de rábano picante (HRP). Posteriormente, se reveló la presencia de células 

dopaminérgicas mediante el uso de diaminobencidina (DAB) (Vector Laboratories, CA, 

EE.UU), al reaccionar con la HRP allí donde esta se había unido. 

Se realizó una contratinción con Nissl, 

por inmersión en azul de toluidina al 

0,5% (Sigma Aldrich, MO, EE.UU) a fin 

de localizar los núcleos celulares, y se 

deshidrató el tejido para su montaje con 

resina acrílica con base de xileno (DPX) 

(Merck, Darmstadt, Alemania).  

Las imágenes de estas muestras fueron 

obtenidas en un microscopio óptico 

(Leica Biosystems, Nussloch, 

Alemania), a 10X aumentos, en el VTA 

izquierdo tomando como referencia la 

lámina 38 del Atlas Paxinos (Paxinos & 

Watson, 2013) (Fig. M. 4). 

Se contó el número de células positivas para el anticuerpo anti-TH presentes dentro de los 

límites del VTA, expresándose los resultados como células positivas/área.  

Expresión de receptores dopaminérgicos 

Obtención y procesado de muestras 

Tanto una semana (p14) como un mes (p37) después del daño, se obtuvieron muestras para 

determinar la expresión de los receptores dopaminérgicos D1, D2 y DAT. Para ello, los 

animales fueron perfundidos únicamente son una solución salina al 0,9%. Se extrajo el 

cerebro y se dividió en sus dos hemisferios, almacenándose a -80OC hasta el momento de su 

procesamiento. 

A partir de este momento, se trabajó con el hemisferio lesionado. Para procesar las muestras 

fue necesario realizar todo el proceso en frío, a fin de evitar el deterioro de las mismas. 

Inicialmente, estas fueron pesadas y se les añadieron 10mL del tampón de lisis Tissue 

Protein Extraction Reagent, T-PER, (BioVision, CA, EE.UU) por cada gramo de tejido. A 

continuación, se añadieron 10µL de inhibidor de proteasas (Thermo Fisher Scientific, MA, 

EE.UU) por cada mL de T-PER . Se homogeneizó la muestra de manera mecánica y se 

centrifugó a 4000rpm durante 30 minutos a una temperatura de 4OC. Se recogió y alicuotó 

el sobrenadante obtenido y se conservó a -800C hasta su posterior utilización. 

Para realizar la cuantificación de proteínas presentes en cada muestra se realizó una recta 

patrón con diluciones de BSA procedente de un kit comercial destinado a tal fin (Thermo 

Figura M. 4. Lámina representativa de los cortes 
utilizados para realizar la inmunohistoquímica. En 
amarillo se indica el VTA y recuadrada aparece la 
zona en la que se realizó la toma de las imágenes. 
Paxinos y Watson, 2013. 
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Fisher Scientific, MA, EE.UU), a concentraciones conocidas comprendidas entre 0µg/mL y 

80µg/mL. Las muestras se analizaron con su concentración real, así como diluidas 10 veces, 

a fin de asegurar que al menos uno de los valores se encontrara dentro de los rangos de la 

recta patrón. Se realizaron duplicados tanto de la recta patrón como las muestras para 

asegurar la validez de las mediciones. Para determinar la concentración proteica de todo 

esto mediante colorimetría, se añadió una solución de ácido bicinconínico (BCA Working 

Reagent) presente en el mismo kit que la BSA, dejándolo reaccionar con la muestra, bien 30 

minutos a 37OC o bien 2 horas a temperatura ambiente y en agitación, hasta obtener un 

color morado cuantificable como producto de esta reacción. Para dicha cuantificación, se 

utilizó la absorbancia de las muestras a 560nm, determinando la concentración proteica de 

cada muestra en función de los datos obtenidos en la recta patrón y la ecuación tipo y=mx+n 

asociada a la misma. 

Western blot 

Se prepararon siempre 25µL de muestra por cada pocillo a cargar con la misma, a una 

concentración de proteínas de 1µg/µL. Para ello, partiendo de la concentración 

determinada de cada muestra, se calculó el volumen a coger de esta para alcanzar la 

concentración de 1µg/µL en el volumen final de 25µL según la siguiente fórmula: 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 × 𝑽𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆𝒏 𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 × 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 

Donde el volumen inicial es aquel que se debe coger de muestra. Una vez conocido este 

valor, se debe añadir TBS 1X (BioWorld, OH, EE.UU) hasta llegar a 12,5µL, ya que los otros 

12,5µL restantes (hasta llegar a los 25µL deseados) deben añadirse de tampón de carga, 

compuesto por 50µL de β-mercaptoetanol por cada 950µL de Laemmli Sample Buffer (Bio-

Rad, CA, EE.UU). Las muestras deben mantenerse siempre en frío excepto en el momento de 

su desnaturalización, que se realiza aplicándoles una temperatura de 95OC durante 10 

minutos, pasándolas posteriormente de nuevo a una temperatura de 4OC. 

Una vez desnaturalizadas, las muestras fueron cargadas en un gel de acrilamida al 10% (Bio-

Rad, CA, EE. UU). Se añadieron también, en un pocillo de cada gel, 5µL un patrón de peso 

molecular (Invitrogen, MA, EE.UU). Esto se realizó en el interior de la cubeta de 

electroforesis, la cual estaba rellena de tampón de electroforesis 1X (Bio-Rad, CA, EE.UU). 

Tras finalizar de cargar las muestras se comenzó a correr la electroforesis, para conseguir 

la separación de las proteínas según su peso molecular, a un voltaje fijo (200v), permitiendo 

un amperaje variable hasta que se dejó de ver el frente de electroforesis. 

Una vez finalizada la electroforesis, se realizó la transferencia de las proteínas presentes en 

el gel a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) marca Amersham (Amersham, 

Reino Unido). Para ello se utilizó un sistema de transferencia trans-blot (Bio-Rad, CA, 

EE.UU) en presencia de tampón de transferencia 1X (Bio-Rad, CA, EE.UU). Tras realizar la 

transferencia, la membrana se incubó durante 1 hora con solución de bloqueo, consistente 

en leche al 5% en TBS-T (TBS con Tween-20 al 0,1%), a fin de bloquear uniones 

inespecíficas. Posteriormente se incubó con el anticuerpo primario anti-DAT o anti-D2 ya 

marcados con HRP (SantaCruz Biotechnology, TX, EE.UU), ambos a una dilución 1:200 

disueltos en la solución de bloqueo previamente mencionada, durante toda la noche a una 

temperatura de 4OC. Finalizado este proceso, se realizaron lavados para limpiar el excedente 

de anticuerpo y se reveló la membrana usando un reactivo de quimioluminiscencia 
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mejorada (ECL) (Abbkine, Wuhan, China) en un revelador Syngene GBOX Chemi­XX6 

(Fisher Scientific, NH, EE.UU). 

Tras revelar la membrana y guardar los resultados, se levantó el anticuerpo analizado y se 

reincubó la membrana con un anticuerpo primario anti-β-Actina (Sigma Aldrich, MO, 

EE.UU), marcador que se utilizó como control de carga de cada uno de los pocillos, ya que la 

expresión de esta no varía con la lesión ni con el tratamiento. Esta incubación se realizó, 

como en el caso de los anteriores anticuerpos, durante toda la noche a 4OC y en agitación. Al 

día siguiente se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente y de nuevo se reveló 

la membrana, en el revelador previamente mencionado, obteniendo también estas 

imágenes. 

Se analizó la intensidad de señal de cada uno de los pocillos, tanto de la proteína de interés, 

como de la β-Actina. La proteína de interés se expresó en función de la cantidad total de 

carga, indicada por el valor de la β-Actina. 

Análisis estadístico 

Los resultados se analizaron con el software estadístico GraphPad (GraphPad Prism versión 

8.0.1, GraphPad Software, CA, USA,). Los valores atípicos se identificaron mediante el 

método ROUD, utilizando un Q=1%. Se utilizó la prueba de normalidad de D’Agostino & 

Pearson cuando el tamaño muestral (n) fue igual o superior a 8 y la prueba Shapiro-Wilk 

cuando esta n fue inferior a 8, a fin comprobar la distribución gaussiana de las muestras.  

En el diseño experimental 1, al tratar únicamente con dos grupos experimentales, cuando 

los datos superaron la prueba de normalidad, se utilizó un t test no pareado, al cual se le 

añadió la corrección de Welch cuando las desviaciones estándar entre los grupos no fueron 

iguales, a fin de comprobar la significancia de las diferencias entre los grupos. En los casos 

en los cuales los datos no siguieron una distribución normal, se utilizó la prueba de Mann-

Whitney para comprobar las diferencias significativas entre los grupos. Los parámetros 

cualitativos se analizaron mediante la prueba de la χ2. Los valores de p<0,05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 

En el resto de los diseños experimentales, en los cuales se contaba con más de dos grupos, 

en los casos en los que los datos siguieron una distribución normal, los resultados se 

analizaron mediante una ANOVA ordinaria de una vía cuando las desviaciones estándar 

fueron similares entre los grupos, analizando las comparaciones múltiples mediante el test 

de Turkey; en caso contrario se utilizó la ANOVA de Brown-Forsythe y Welch y el test de 

Games-Howell para las comparaciones múltiples. Cuando los resultados no siguieron una 

distribución normal se utilizó el test Kruskal-Wallis y las comparaciones múltiples se 

analizaron mediante el test de Dunn. 

Los resultados se mostraron mediante una gráfica de cajas y bigotes como mediana ± rango 

intercuartílico a modo de cajas y percentiles 5 a 95 en forma de bigotes.
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Aclaraciones iniciales 

No se observaron diferencias entre los diferentes grupos SHAM, por lo que, a fin de reducir 

el número de animales utilizados, de ganar potencia estadística y de mejorar la claridad en 

la presentación de los resultados, solo se muestran los datos del grupo SHAM tratado con 

vehículo, el cual fue utilizado como grupo control. Lo mismo sucedió con los grupos VEH. 

Reproducción del modelo de MCAO 

Determinación del daño por MRI 

En primer lugar, se comprobó el establecimiento de la lesión debida a la oclusión de la 

arteria cerebral media, en el grupo MCAO, mediante imagen de resonancia magnética. Dado 

que previamente se ha demostrado que en el grupo SHAM no existen diferencias entre 

hemisferios ni presenta área hiperintensa, y a fin de respetar el refinamiento, ahorrando a 

estos animales procedimientos innecesarios, no se realizaron imágenes de resonancia 

magnética a este grupo SHAM. Se determinó la variación del porcentaje de volumen de esta 

lesión entre p14 y p37 (Fig. R. 1). 

Figura R. 1. Determinación del daño por MRI. A. Diferencias en cuanto al porcentaje de volumen de 
lesión entre p14 y p37. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95.  * p>0.05. B. Regresión 
lineal entre el porcentaje de volumen de lesión a p14 y p37, r de Pearson=0,7377, p<0.05. C. Imagen 
representativa de lesión a p14. D. Imagen representativa de lesión a p37. (n=9). 
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No se encontraron diferencias en cuanto al porcentaje de volumen de lesión entre ambas 

edades, ya que al realizar el test estadístico de t de Student pareado (por la distribución 

normal de los valores) se obtuvo un valor de p superior a 0,05. Este porcentaje de lesión 

quedó establecido entorno a un 25% del volumen de cerebro sano. Se comprobó una 

correlación entre el porcentaje de lesión a p14 y aquel a p37, ya que el valor de p calculado 

fue inferior a 0,05. En este caso, dado que las muestras seguían una distribución normal, se 

calculó un valor de r de Pearson de 0,7377. 

Determinación del daño funcional 

A continuación, se comprobó el alcance del daño ocasionado por el infarto en el estado 

funcional (Fig. R. 2), tanto a nivel motor como cognitivo (Fig. R. 3). 

El grupo MCAO mostró un peor rendimiento cuando se evaluó su estado funcional a nivel 

motor comparado con el grupo SHAM, tanto una semana como un mes después del daño. 

Una semana después del daño los animales MCAO tenían afectada la coordinación motora, 

ya que requirieron más tiempo para darse la vuelta en el test de la geotaxia inversa que los 

animales SHAM, demostrado a nivel estadístico al obtener un valor de p inferior a 0,05 al 

realizar el test de Mann-Whitney (Fig. R. 2. A). A esta misma edad, el agarre del grupo MCAO 

también se encontraba alterado respecto al grupo SHAM, ya que el primero obtuvo un valor 

significativamente inferior que este último, comprobado mediante el test de Mann-Whitney 

y obteniendo un valor de p inferior a 0,05 (Fig. R. 2. B). Un mes después del infarto los 

animales MCAO mostraron la presencia de hemiparesia, con una mayor preferencia por 

usar la pata ipsilateral en comparación con los animales del grupo control en el test del 

cilindro, obteniendo un valor de p inferior a 0,05 en la prueba de la t de Student (Fig. R. 2. 

C).  

Figura R. 2. Determinación del daño funcional a nivel motor. A. Diferencias en el test de geotaxia 
inversa. B. Diferencias en el test de agarre. C. Diferencias en el test del cilindro. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 5 a 95. * p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=12-23). 
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En el test NOR, no se encontró ninguna alteración 

cognitiva referida a la memoria a corto plazo en el grupo 

MCAO comparado con el grupo SHAM, ya que se obtuvo 

un valor de p superior a 0,05 al realizar el test estadístico 

de la t de student (Fig. R. 3). 

 

 

 

 

Determinación de la muerte celular mediante TUNEL 

El daño histológico se confirmó mediante la técnica de TUNEL, que permitió comprobar la 

muerte celular en el tejido siete días después del daño isquémico (Fig. R. 4). 

Se comprobó un aumento de la celularidad TUNEL positiva una semana después del daño, 

en el grupo MCAO, en comparación con la encontrada en el grupo control. Las imágenes se 

realizaron en la zona de perilesión encontrada en la corteza parietotemporal de la lámina 
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Figura R. 3. Determinación del daño funcional a nivel 
cognitivo. Resultados del test de reconocimiento de objeto 
nuevo. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. 
(n=8-11). 

 

Figura R. 4. Determinación del daño a nivel de muerte celular mediante la técnica de TUNEL. A. 
Zona del cerebro en la que se realizó la toma de las imágenes. B. Imagen representativa de las células 
positivas en el grupo SHAM. C. Imagen representativa de las células positivas en el grupo MCAO. D. 
Representación gráfica de las diferencias entre los grupos SHAM y MCAO. * valor de p<0,05 respecto 
al grupo SHAM. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. (n=6-8). 

 



 82 

31 del Paxinos (Fig. R. 4. A.). El resultado del grupo MCAO fue significativamente superior 

que el del grupo SHAM, arrojando un valor de p inferior a 0,05 en el test estadístico de Mann-

Whitney (Fig. 4. D).  

Se demostró, por tanto, la correcta reproducción del modelo de oclusión de la arteria 

cerebral media en ratas de entre 7 y 10 días de edad. Se demostró también la aparición de 

los daños característicos asociados a este modelo. Este daño se comprobó al comparar los 

resultados del grupo MCAO con el grupo SHAM a distintos niveles. A nivel macroscópico, 

mediante MRI, tanto una semana como un mes después de la lesión. Se demostró también 

como el porcentaje de lesión ya había quedado establecido una semana después de 

producirse la oclusión de la arteria, sin existir variaciones en dicho porcentaje un mes 

después del daño. Estas alteraciones se comprobaron también a nivel funcional, ya que se 

encontraron déficits motores tanto una semana como un mes después de la lesión. Sin 

embargo, no se encontraron alteraciones cognitivas referidas a la memoria a corto plazo. 

Finalmente, el daño quedó demostrado a nivel celular, donde se observó un aumento en la 

muerte de estas células una semana después de la lesión.  

Alteraciones del estado de ánimo 

Alteraciones neuroconductuales 

Se comprobó la presencia de alteraciones neuroconductuales asociadas al estado de ánimo 

tanto una semana (Fig. R. 5) como un mes después del infarto (Fig. R. 6 y Fig. R. 7). 

Una semana después del daño los animales lesionados mostraron un comportamiento tipo 

depresivo en el TST, ya que el grupo MCAO obtuvo un resultado de mayor tiempo de 

Figura R. 5. Determinación de las alteraciones neuroconductuales del estado de ánimo. A. 
Representación gráfica del tiempo de inmovilidad en el TST. Mediana, rango intercuartílico y 
percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. B. Distribución de los resultados del 
grupo SHAM en el test de presión. C. Distribución de los resultados del grupo MCAO en el test de 
presión. (n=18-23). 
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inmovilidad que el grupo SHAM, demostrado al arrojar un valor de p inferior a 0,05 al 

realizar el test de Mann-Whitney (Fig. R. 5. A). Sin embargo, no se encontraron diferencias 

entre ambos grupos en la prueba de presión, al ser evaluada de forma estadística mediante 

el test χ2, lo cual indicaría la no afectación del motor grosero (Fig. R. 5. B y Fig. R. 5. C). 

Un mes después de la lesión no se observó un comportamiento tipo depresivo en los 

animales MCAO asociado al FST, ya que este grupo MCAO no obtuvo una mayor ratio de 

flotación que el grupo SHAM, sino que, por el contrario, esta ratio fue significativamente 

menor en los animales lesionados que en los controles, confirmado por un valor de p inferior 

a 0,05 en la prueba t de Welch (Fig. R. 6. A). Por otro lado, no se encontraron diferencias 

entre grupos en cuanto al comportamiento de tipo nadar, arrojando un valor de p superior 

a 0,05 al ser comparados mediante el estadístico t de Student (Fig. R. 6. B). Finalmente, 

respecto al comportamiento de tipo trepar, se observó una mayor actividad de este tipo en 

los animales del grupo MCAO que en aquellos del grupo SHAM, confirmada por un valor de 

p inferior a 0,05 al analizar estas diferencias mediante el test t de Welch (Fig. R. 6. C). 

Figura R. 6. Resultados de los diferentes tipos de comportamiento mostrados en el FST. A. Resultados 
relativos al comportamiento de tipo flotar. B. Resultados relativos al comportamiento de tipo nadar. 
C. Resultados relativos al comportamiento de tipo flotar. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 
5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=12-15). 

Figura R. 7. Resultados relativos al OFT. A. Distancia recorrida durante la prueba. B. Número de 
entradas al centro de la arena a lo largo de la prueba. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 
a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=12-15). 
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En cuanto al OFT, realizado un mes después del infarto, se obtuvo una movilidad aumentada 

por parte de los animales pertenecientes al grupo MCAO con respecto a aquellos del grupo 

SHAM, ya que este primer grupo presentó una mayor distancia recorrida, confirmada por 

un valor de p superior a 0,05 al analizar las diferencias mediante el test de Mann-Whitney 

(Fig. R. 7. A). 

Por otro lado, en este OFT, se comprobó un mayor número de entradas al centro de la 

arena por parte del grupo MCAO en comparación con el grupo SHAM. Por tanto, el grupo 

MCAO no presentó un comportamiento acorde a un estado de ansiedad, el cual estaría 

relacionado con un menor número de entradas al centro de la arena que el grupo control. 

Los resultados fueron comprobados estadísticamente mediante el test t de Welch, arrojando 

un valor de p inferior a 0,05 al comparar ambos grupos (Fig. R. 7. B). 

En resumen, se encontraron alteraciones del estado anímico a ambas edades, siendo estas 

en forma de comportamiento tipo depresivo a p14, y tipo hiperactivo a p37. 

Alteraciones moleculares 

Los niveles de los neurotransmisores principalmente implicados en los trastornos de los 

estados de ánimo (DA, NA y 5-HT), del se analizaron en el hemisferio ipsilateral a la lesión 

mediante HPLC tanto una semana (Fig. R. 8) como un mes (Fig. R. 9) después del infarto. 

Una semana después del daño, los niveles de DA estaban significativamente reducidos en 

el hemisferio izquierdo de los animales pertenecientes al grupo MCAO respecto a aquellos 

del grupo SHAM (Fig. R. 8. A), comprobándose al obtener un valor de p inferior a 0,05 en el 

test estadístico de Mann-Whitney. Por su parte, la NA mostró unos niveles aumentados en 

los animales pertenecientes al grupo MCAO (Fig. R. 8. B), siendo el valor de p obtenido al 

realizar el estadístico t de Welch inferior a 0,05. No se encontraron diferencias en cuanto a 

los niveles de 5-HT entre ambos grupos analizados, arrojando un valor de p superior a 0,05 

al realizar en análisis de la t de Welch (Fig. R. 8. C). 

Un mes después de la lesión, el grupo MCAO presentó unos niveles de DA en el hemisferio 

izquierdo superiores a los del grupo SHAM, diferencias consideradas significativas al 

obtener un valor de p inferior a 0,05 cuando fueron comparadas estadísticamente mediante 

Figura R. 8. Niveles de neurotransmisores a p14. A. Niveles de DA. B. Niveles de NA. C. Niveles de 5-
HT. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. 
(n=14). 
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el test t de Welch (Fig. R. 9. A). Este neurotransmisor fue el único que se encontró alterado a 

p37, ya que no se obtuvieron diferencias significativas relativas a la NA ni a la 5-HT cuando 

los resultados de los grupos MCAO y SHAM fueron comparados (Fig. R. 9. B y Fig. R. 9. C). 

Estos resultados fueron analizados mediante el test de la t de Student, obteniendo en ambos 

casos un valor de p superior a 0,05. 

Por tanto, se encontró una alteración de la DA a ambas edades, hallándose disminuida una 

semana después del infarto, pero aumentada un mes después del mismo en el grupo 

lesionado respecto al grupo control. La NA solo se encontró alterada una semana después 

del daño, apareciendo los niveles de la misma aumentados en el grupo MCAO con respecto 

al grupo SHAM. Por último, la 5-HT no se encontró alterada por el infarto en ninguno de los 

dos tiempos analizados, ya que no se hallaron diferencias significativas respecto a este 

neurotransmisor en el grupo MCAO comparado con el SHAM. 

Alteraciones histológicas 

A fin de comprobar el estado del tejido, concretamente de un núcleo determinante en la 

síntesis de DA, neurotransmisor afectado en esta patología, se realizó un marcaje de las 

neuronas dopaminérgicas. Concretamente, este análisis se realizó en el VTA del hemisferio 

izquierdo, aproximadamente en el corte correspondiente a la lámina 38 del Paxinos, 

mediante un anticuerpo anti-TH (enzima implicada en la síntesis de dicha DA). Este estudio, 

de nuevo, se realizó tanto una semana (Fig. R. 10) como un mes (Fig. R. 11) después del 

infarto. 

Una semana después del daño, se observó una reducción en la densidad de neuronas 

dopaminérgicas en el grupo MCAO respecto a la encontrada en el grupo SHAM, como se 

comprobó tras el contaje de células positivas para TH en el VTA del hemisferio izquierdo. 

Estos resultados fueron corroborados por un valor de p inferior a 0,05 según el estadístico 

t de Student (Fig. R. 10. D). Sin embargo, en este mismo punto temporal, no se comprobaron 

diferencias en cuanto al tamaño del VTA entre grupos (Fig. R. 10. E), el valor de p asociado 

al test t de Student fue superior a 0,05.  

Figura R. 9. Niveles de neurotransmisores a p37. A. Niveles de DA. B. Niveles de NA. C. Niveles de 5-
HT. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. 
(n=10-15). 
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Figura R. 10. Análisis histológico mediante inmunohistoquímica a p14. A. Zona en la que se realizó la 
toma de las imágenes. B. Imagen de inmunohistoquímica representativa del grupo SHAM. C. Imagen 
de inmunohistoquímica representativa del grupo MCAO. D. Diferencias entre SHAM y MCAO en cuanto 
a la densidad de neuronas dopaminérgicas. E.  Diferencias en cuanto al área del VTA entre grupos. 
Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=5). 

Figura R. 11. Análisis histológico mediante inmunohistoquímica a p37. A. Zona en la que se realizó la 
toma de las imágenes. B. Imagen de inmunohistoquímica representativa del grupo SHAM. C. Imagen 
de inmunohistoquímica representativa del grupo MCAO. D. Diferencias entre SHAM y MCAO en cuanto 
a la densidad de neuronas dopaminérgicas. E.  Diferencias en cuanto al área del VTA entre grupos. 
Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=6-
9). 

TH p37 
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Un mes después de la lesión no se encontraron diferencias entre los grupos MCAO y SHAM 

en cuanto a la densidad de neuronas dopaminérgicas en el VTA. Estos datos se analizaron 

mediante el test estadístico de Mann-Whitney arrojando un valor de p superior a 0,05 (Fig. 

R. 11. D). Respecto al tamaño del núcleo, se observó un menor tamaño del VTA en el grupo 

MCAO respecto al del grupo SHAM, siendo inferior a 0,05 el resultado del valor de p 

obtenido en la prueba estadística t de Student (Fig. R. 11. E). 

En resumen, en el análisis histológico mediante inmunohistoquímica se observó una 

reducción en la densidad de neuronas dopaminérgicas en el área tegmental del hemisferio 

izquierdo asociada a la lesión una semana después de esta, ya que los resultados del grupo 

MCAO fueron menores que los del grupo SHAM. Sin embargo, no se encontró ninguna 

diferencia en cuanto a la densidad de estas neuronas dopaminérgicas cuando el estudio se 

realizó un mes después del infarto. En cuanto a lo relativo al tamaño del VTA del hemisferio 

izquierdo, no se encontraron diferencias entre grupos una semana después del daño, pero 

estas sí fueron apreciables un mes después del daño, momento en el que el grupo MCAO 

mostró un tamaño inferior de este núcleo que el grupo SHAM. 

Alteración de receptores 

Se cuantificó la expresión de los receptores dopaminérgicos DAT y D2 tanto a p14 (Fig. R. 

12) como a p37 (Fig. R. 13). 

Figura R. 12. Análisis de la expresión de los receptores mediante WB a p14. A. Diferencias entre SHAM 
y MCAO en cuanto a la expresión de DAT. B. Imagen representativa de la expresión de DAT y β-Actina 
en ambos grupos. C. Diferencias entre SHAM y MCAO en cuanto a la expresión de D2. D. Imagen 
representativa de la expresión de D2 y β-Actina en ambos grupos. Mediana, rango intercuartílico y 
percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=7-8). 
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Una semana después del daño se halló una alteración en la expresión del receptor DAT 

asociada a la lesión. El grupo MCAO mostró una disminución significativa respecto al grupo 

SHAM en la expresión del DAT, analizado mediante la técnica de western blot (WB) (Fig. R. 

12. A). Las diferencias entre ambos grupos se analizaron mediante una prueba t de Student 

despareada, siendo significativas al alcanzar un valor de p inferior a 0,05. Por su parte, la 

expresión del receptor de DA D2 no se encontró alterada, ya que no se hallaron diferencias 

significativas entre ambos grupos analizados al ser comparados estadísticamente mediante 

t de Student y obtener un valor de p mayor que 0,05 (Fig. R. 12. C).  

Un mes después de la lesión también se comprobaron diferencias entre ambos grupos en 

cuanto a la expresión del receptor DAT, obteniendo los animales MCAO valores de nuevo 

inferiores a aquellos pertenecientes al grupo SHAM. La comparación mediante el estadístico 

t de Student arrojó un valor de p inferior a 0,05 (Fig. R. 13. A). En lo relativo a la expresión 

del receptor de DA D2 a esta edad, tampoco se hallaron diferencias entre el grupo MCAO y 

el grupo SHAM, ya que al analizar estas estadísticamente mediante t de Student el valor de 

p obtenido fue superior a 0,05 (Fig. R. 13. C). 

Por tanto, en cuanto a la expresión de estos receptores implicados en la vía dopaminérgica, 

se encontró una alteración relativa a DAT una semana después del infarto isquémico, edad 

Figura R. 13. Análisis de la expresión de los receptores mediante WB a p37. A. Diferencias entre SHAM 
y MCAO en cuanto a la expresión de DAT. B. Imagen representativa de la expresión de DAT y β-Actina 
en ambos grupos. C. Diferencias entre SHAM y MCAO en cuanto a la expresión de D2. D. Imagen 
representativa de la expresión de D2 y β-Actina en ambos grupos. Mediana, rango intercuartílico y 
percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=7-10). 
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en la que la expresión de este receptor apareció disminuida en el grupo lesionado respecto 

al grupo control. Un mes después del daño, esta alteración en cuanto al receptor DAT 

continuó siendo apreciable entre ambos grupos, encontrando los niveles de expresión de 

este transportador nuevamente reducidos en relación al infarto. La expresión de D2 no 

apareció alterada en ninguno de los puntos temporales estudiados. 

Por tanto, de manera general, una semana después de la lesión se encontraron alteraciones 

neuroconductuales compatibles con un estado depresivo, así como una reducción en los 

niveles de DA y en la densidad de neuronas dopaminérgicas en el VTA, sin verse alterado el 

tamaño de este núcleo, así como un descenso de la expresión del DAT, pero no de D2. Por 

otro lado, a esta edad también se encontró un aumento en los niveles de NA y ninguna 

alteración relativa a la 5-HT. En cuanto a estos mismos parámetros un mes después de la 

lesión, se encontró un cuadro de hiperactividad en las pruebas neuroconductuales, un 

aumento en los niveles de DA y un descenso en el tamaño del VTA sin verse comprometida 

la densidad de neuronas dopaminérgicas en el mismo. De nuevo, se encontró una 

disminución en la expresión de DAT, pero ninguna diferencia en cuanto a D2. Finalmente, 

tampoco se encontraron diferencias en cuanto a los niveles de NA y 5-HT analizados. 
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Efecto de un inhibidor de la recaptación de DA en el 

daño isquémico  

Efecto sobre el daño a nivel macroscópico 

Se evaluó el posible efecto del inhibidor de la recaptación de DA, GBR 12909 dihidrocloruro, 

sobre el daño provocado por la lesión a nivel macroscópico. Para ello se realizó a estos 

animales la técnica de MRI una semana después del daño (Fig. R. 14). 

El grupo tratado con GBR 12909 (MCAOI) no mostró diferencias respecto al grupo al que 

exclusivamente se le administró vehículo (Fig. R. 14. A) en el volumen de lesión valorado 

por MRI. Las diferencias entre grupos se analizaron estadísticamente mediante la prueba 

de Mann-Whitney, siendo significativos aquellas comparaciones con un valor de p superior 

a 0,05. 

Efecto sobre el daño funcional 

A continuación, se evaluó el efecto del inhibidor GBR 12909 sobre el daño provocado por el 

infarto isquémico a nivel funcional, tanto una semana (Fig. R. 15. A y Fig. R. 15. B) como un 

mes después de la lesión (Fig. R. 15. C.). 

Una semana después del daño se evaluó el efecto sobre el daño a nivel motor mediante el 

test de la geotaxia inversa, en el que el GBR 12909 evitó la alteración de coordinación 

Figura R. 14. Efecto del cannabidiol en el daño macroscópico por MRI. A. Diferencias entre los grupos. 
Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. B. Imagen representativa de la lesión del grupo 
MCAO. C. Imagen representativa de la lesión del grupo MCAOI. (n=5-14). 
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observada en los animales MCAO tratados con vehículo. Por tanto, en esta prueba, el grupo 

MCAO fue el único que tardó más tiempo que el control en darse la vuelta, mostrando una 

peor coordinación motora. Estas diferencias fueron analizadas según el test de Kruskal-

Wallis, siendo significativas al obtener un valor de p inferior a 0,05 (Fig. R. 15. A). En cuanto 

al test de agarre, al aplicar GBR 12909 se obtuvo una reversión completa de la alteración 

en esta prueba, puesto que estos animales mostraron valores superiores al grupo MCAO, 

pero no mostraron diferencias respecto al grupo SHAM. De nuevo, estas diferencias fueron 

analizadas mediante un test de Kruskal-Wallis, aceptando como significativas aquellas 

comparaciones entre grupos que obtuvieron un valor de p inferior a 0,05 (Fig. R. 15. B). 

Un mes después del daño, en cuanto a la hemiparesia provocada por la lesión y 

comprobada en la prueba del cilindro, se observó que el grupo tratado con el inhibidor de 

la recaptación de DA (MCAOI) obtuvo unos resultados similares a los del grupo MCAO, sin 

mostrar diferencias con el grupo SHAM, indicando la ineficacia de este tratamiento en 

cuanto a la hemiparesia asociada al infarto isquémico. Dada la distribución normal de los 

resultados de los diferentes grupos, se utilizó una ANOVA de una vía para analizar las 

diferencias entre los mismos, aceptando aquellas con un valor de p inferior a 0,05 (Fig. R. 15. 

C). 

Por tanto, el tratamiento con GBR 12909 mostró eficacia en ambas pruebas 

neuroconductuales motoras realizadas a p14, principalmente en cuanto al agarre, sin lograr 

ningún efecto en cuando a la hemiparesia asociada a la lesión a la edad de p37. 

Efecto sobre la muerte celular 

Finalmente, el papel de este inhibidor sobre el daño isquémico se determinó observando su 

efecto sobre la muerte celular, mediante la técnica de TUNEL, una semana después de la 

oclusión (Fig. R. 16). 

Mediante esta técnica de TUNEL una semana después del daño, se comprobó que el grupo 

tratado con GBR12909, MCAOI, no mostró diferencias respecto al grupo MCAO, y sí mostró 

una cantidad aumentada de células positivas para este indicador de muerte celular respecto 

Figura R. 15. Efecto de los distintos tratamientos sobre el daño funcional a nivel motor. A. 
Diferencias en el test de geotaxia inversa. B. Diferencias en el test de agarre. C. Diferencias en el test 
del cilindro. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo 
SHAM, # valor de p<0,05 respecto al grupo MCAO. (n=8-23). 
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al grupo SHAM, dando a entender, por tanto, que el tratamiento con GBR 12909 no propició 

ningún efecto en cuanto a este daño (Fig. R. 16. E). Los datos se analizaron mediante el test 

de Kruskal-Wallis y solo aquellas diferencias con un valor de p inferior a 0,05 fueron 

consideradas estadísticamente significativas. 

Por tanto, de manera general, la administración exclusivamente con GBR 12909 solo mostró 

un efecto sobre el daño secundario al infarto cerebral al analizar el comportamiento motor 

a la edad de p14, pero no lo hizo en el resto de las características evaluadas.  

  

Figura R. 16. Efecto de los distintos tratamientos sobre el daño a nivel de muerte celular mediante 
la técnica de TUNEL. A. Zona del cerebro en la que se realizó la toma de las imágenes. B. Imagen 
representativa de las células positivas en el grupo SHAM. C. Imagen representativa de las células 
positivas en el grupo MCAO. D. Imagen representativa de las células en el grupo MCAOI. E. 
Representación gráfica de las diferencias entre los grupos SHAM y MCAO. * valor de p<0,05 respecto 
al grupo SHAM. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. (n=5-9). 
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Efecto de un inhibidor de la recaptación de DA en el 

estado de ánimo 

Efecto sobre las alteraciones neuroconductuales 

Se realizó un estudio acerca del efecto de este inhibidor de la recaptación de DA sobre las 

alteraciones neuroconductuales relativas al estado anímico, tanto una semana (Fig. R. 17) 

como un mes (Fig. R. 18 y Fig. R. 19) después de la lesión. 

Una semana después de la lesión, mediante el TST, se comprobó cómo el grupo MCAOI 

mostró una reversión del comportamiento tipo depresivo, representado en esta prueba 

como un mayor tiempo de inmovilidad, evidenciando una disminución del tiempo de 

inmovilidad respecto al grupo MCAO, igualando sus resultados a los obtenidos por parte del 

grupo SHAM, (Fig. R. 17. A). Estas diferencias se calcularon mediante el análisis de Kruskal-

Wallis, siendo significativas si el valor de p obtenido era inferior a 0,05. Al comprobar el 

estado del motor grosero mediante la prueba de presión a esta misma edad, no se 

encontraron diferencias significativas entre grupos en cuando a la distribución de los 

resultados mediante el estadístico χ2 (Fig. R. 17. B, Fig. R. 17. C, Fig. R. 17. D). 

Un mes después del daño, en el FST, no se encontró ningún efecto de la administración de 

GBR 12909 en cuanto al comportamiento de tipo flotar ya que los animales MCAOI no 

mostraron diferencias respecto al grupo MCAO, pero sí una reducción de este tipo de 

comportamiento respecto al grupo SHAM (Fig. R. 18. A). Las diferencias respecto a este 

comportamiento se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y se consideraron 

significativas siempre que el valor de p fuese inferior a 0,05. En cuanto a la actividad de 

nadar, en este mismo test, no se encontraron diferencias entre los grupos sometidos a 

Figura R. 17. Efecto de los distintos tratamientos sobre las alteraciones neuroconductuales del 
estado de ánimo. A. Representación gráfica del tiempo de inmovilidad en la prueba de suspensión de 
la cola. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo 
SHAM. # valor de p<0,05 respecto al grupo MCAO. B. Distribución de los resultados del grupo SHAM 
en el test de presión. C. Distribución de los resultados del grupo MCAO en el test de presión. D. 
Distribución de los resultados del grupo MCAOI en el test de presión. (n=15-23). 

 

D 
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estudio, en las comparativas realizadas mediante ANOVA de una vía ningún valor de p se 

encontró por debajo de 0,05 (Fig. R. 18. B). Por último, en el comportamiento de tipo trepar, 

el GBR 12909 no fue capaz de producir ninguna modificación. El grupo MCAOI mostró los 

mismos resultados que el grupo MCAO, no existiendo diferencias entre ellos, pero sí de 

ambos respecto al SHAM (Fig. R. 18. C). El análisis de estas diferencias se llevó a cabo 

mediante la prueba ANOVA de Brown-Forsythe y Welch y fueron consideradas significativas 

con un valor de p inferior a 0,05. 

En el OFT, realizado también un mes después del daño, el grupo al cual se administró GBR 

12909 (MCAOI) no mostró diferencias respecto al grupo MCAO, pero sí un aumento en 

dicha distancia respecto al grupo SHAM, cuando estos grupos fueron analizados 

estadísticamente mediante la prueba de Kruskal-Wallis, considerando significativas las 

diferencias con un valor de p inferior a 0,05 (Fig. R. 19. A). En cuanto al análisis de las 

entradas al centro de la arena en este mismo test, se halló un resultado similar al de la 

distancia. Los animales pertenecientes al grupo MCAOI obtuvieron un mayor número de 

entradas que aquellos pertenecientes al grupo SHAM, sin mostrar diferencias con los del 

grupo MCAO (Fig. R. 19. B). Por tanto, no se encontró ningún efecto asociado al tratamiento 

con GBR 12909. Estas comparaciones se realizaron mediante el estadístico Kruskal-Wallis y 

fueron consideradas diferencias significativas aquellas con un valor de p inferior a 0,05. 

Figura R. 19. Efecto de 
los distintos tratamientos 
sobre el comportamiento 
en el OFT. A. Distancia 
recorrida durante la 
prueba. B. Número de 
entradas al centro de la 
arena a lo largo de la 
prueba. Mediana, rango 
intercuartílico y 
percentiles 5 a 95. * valor 
de p<0,05 respecto al 
grupo SHAM. (n=8-15). 

Figura R. 18. Efecto de los distintos tratamientos sobre los diferentes tipos de comportamiento 
mostrados en el FST. A. Resultados relativos al comportamiento de tipo flotar. B. Resultados 
relativos al comportamiento de tipo nadar. C. Resultados relativos al comportamiento de tipo 
trepar. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo 
SHAM. (n=8-15). 
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De manera general, el tratamiento con inhibidor fue capaz de revertir el comportamiento 

tipo depresivo que apareció a p14 asociado al daño isquémico, puesto que estos animales 

obtuvieron un menor tiempo de inmovilidad que el grupo MCAO, sin ser diferentes del 

grupo control. Sin embargo, en el caso de los test realizados a p37, el grupo al cual se 

administró inhibidor no mostró ningún efecto sobre las alteraciones neuroconductuales del 

estado anímico estudiadas. En todos los casos en grupo MCAOI obtuvo resultados similares 

a los del grupo MCAO, mostrándose diferente del grupo SHAM siempre que existieron 

alteraciones. 
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Efecto del CBD en el daño isquémico  

Efecto sobre el daño a nivel macroscópico 

Se valoró el posible efecto neuroprotector del CBD a nivel macroscópico por medio de 

imágenes de resonancia magnética. Dado que se ha demostrado como a p14 el porcentaje 

de lesión ya estaba establecido y no varió a p37 y a fin de respetar la norma del refinamiento 

y evitar procedimientos no necesarios a los animales, este análisis únicamente se realizó 

una semana después del daño. 

El grupo MCAOC, tratado con CBD, obtuvo un porcentaje de volumen de lesión 

significativamente menor que el grupo MCAO, tratado con vehículo, una semana después 

del infarto isquémico. En el análisis estadístico se obtuvo un valor de p inferior a 0,05 en el 

test t de Student (Fig. R. 20. A). 

Efecto sobre el daño funcional 

Se comprobó el efecto del CBD sobre el daño funcional a nivel motor, tanto una semana (Fig. 

R. 21. A y Fig. R. 21. B) como un mes (Fig. R. 21. C) después de la lesión. 

Figura R. 20. Efecto del cannabidiol en el daño macroscópico por MRI. A. Diferencias entre los grupos 
MCAO y MCAOC. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. # valor de p<0,05 respecto al 
grupo MCAO. B. Imagen representativa de la lesión del grupo MCAO. C. Imagen representativa de la 
lesión del grupo MCAOC. (n=6-14). 
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Como ya se demostró anteriormente, el grupo MCAO vio su función motora afectada en 

todas estas pruebas neuroconductuales relacionadas con la actividad motora, tanto una 

semana como un mes después del infarto. Por su parte, el CBD, una semana después de la 

lesión, mostró un efecto parcial sobre el daño en la coordinación motora provocado por el 

infarto, ya que, en el test de la geotaxia inversa, no mostró diferencias significativas con el 

grupo SHAM, pero tampoco obtuvo un resultado significativamente distinto del grupo 

MCAO (Fig. R. 21. A), ya que cuando se analizaron las diferencias mediante el test estadístico 

Kruskal-Wallis se obtuvo un valor de p superior a 0,05 al comparar el grupo MCAOC con 

cualquiera de los otros dos. En cuanto al daño comprobado relativo al agarre, el CBD mostró 

una reducción en este daño, pero no lo evitó, puesto que el grupo MCAOC fue capaz de 

aumentar significativamente la puntuación de este agarre respecto a la del grupo MCAO, 

pero no logró una valoración similar a la del grupo SHAM, siendo todas estas diferencias 

analizadas mediante el test Kruskal-Wallis (Fig. R. 21. B). En cuanto al daño un mes después 

de la lesión, el CBD mostró una recuperación total en cuanto a la hemiparesia asociada a la 

lesión, previamente mencionada, ya que el grupo MCAOC mostró, en el CRT, una menor 

preferencia por la pata ipsilateral a la lesión que el grupo MCAO, pero ninguna diferencia 

significativa respecto al grupo SHAM al realizar una ANOVA de una vía (Fig. R. 21. C).  

Dado que previamente no se encontraron alteraciones asociadas al infarto en cuanto a la 

memoria evaluada cuando se realizó la prueba de reconocimiento de objeto nuevo un mes 

después de la lesión, no se continuó realizando dicho test, a fin de evitar procedimientos 

estresantes innecesarios a los animales. 

Efecto sobre la muerte celular 

Se comprobó el efecto del CBD sobre otro de los daños provocados por el infarto isquémico 

ya analizados como es la muerte celular, utilizando para ello de nuevo la técnica de TUNEL 

(Fig. R. 22). 

Figura R. 21. Efecto del CBD sobre el daño funcional a nivel motor. A. Diferencias en el test de 
geotaxia inversa. B. Diferencias en el test de agarre. C. Diferencias en el test del cilindro. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM, # valor de 
p<0,05 respecto al grupo MCAO. (n=10-23). 
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Una semana después de la lesión, el CBD fue capaz de mostrar un efecto parcial sobre la 

muerte celular. El grupo MCAO fue el único que mostró diferencias significativas respecto 

al grupo SHAM, contando con una mortalidad aumentada. Por su parte, el grupo MCAOC 

redujo parcialmente estos resultados de muerte celular, puesto que, si bien no mostró 

diferencias significativas respecto al grupo MCAO, tampoco lo hizo respecto al grupo SHAM 

(Fig. R. 22. E). Las comparativas entre estos tres grupos se realizaron mediante la prueba de 

Kruskal-Wallis, considerando significativas las diferencias que contaron con un valor de p 

inferior a 0,05. 

Por tanto, respecto al daño isquémico clásicamente descrito, el CBD fue capaz de mostrar al 

menos un efecto parcial en la recuperación del tejido, tanto a nivel macroscópico 

comprobado por la reducción del porcentaje de volumen de lesión que presentó el grupo 

MCAOC respecto al grupo MCAO, como a nivel microscópico al no mostrar dicho grupo 

MCAOC diferencias respecto al grupo SHAM relativas a la muerte celular. A esta edad el CBD 

también mostró efecto a nivel neuroconductual, tanto en la prueba de geotaxia inversa, en 

la cual el grupo MCAOC no mostró diferencias significativas respecto al grupo SHAM, como 

en la de agarre, test en el cual el grupo tratado con CBD sí fue diferente del control, pero 

también de aquel tratado únicamente con vehículo, siendo por tanto capaz de reducir, 

aunque no de evitar completamente, este daño. En este sentido, el CBD mostró su mayor 

efecto a nivel neuroconductual un mes después de la lesión, momento en el cual, en el test 

del cilindro, fue capaz de revertir completamente el comportamiento hemiparético 

clásicamente asociado a la lesión isquémica, ya que el resultado obtenido en esta prueba 

por el grupo MCAOC no difirió del observado en el grupo SHAM y sí del obtenido por el 

grupo MCAO.  

Figura R. 22. Efecto del cannabidiol sobre el daño a nivel de muerte celular mediante la técnica de 
TUNEL. A. Zona del cerebro en la que se realizó la toma de las imágenes. B. Imagen representativa 
de las células positivas en el grupo SHAM. C. Imagen representativa de las células positivas en el 
grupo MCAO. D. Imagen representativa de las células en el grupo MCAOC. E. Representación gráfica 
de las diferencias entre los grupos SHAM y MCAO. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. (n=5-9). 
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Efecto del CBD en el estado de ánimo 

Efecto sobre las alteraciones neuroconductuales 

Se evaluó el efecto del CBD sobre las alteraciones neuroconductuales relativas al estado 

anímico de los animales, asociadas al daño isquémico y descritas previamente. Estos 

estudios se realizaron tanto una semana (Fig. R. 23) como un mes (Fig. R. 24 y Fig. R. 25) 

después de la lesión.  

Las ya descritas alteraciones del estado de ánimo, concretamente de tipo depresivo, 

asociadas al infarto una semana después del mismo continuaron siendo apreciables, como 

se comprobó dadas las diferencias entre el grupo MCAO y el SHAM. En este caso, el CBD no 

mostró ningún efecto que contrarrestase este comportamiento alterado, ya que no se 

comprobó ninguna diferencia del grupo MCAOC respecto al grupo MCAO, pero sí un elevado 

tiempo de inmovilidad del primero respecto al grupo SHAM en el TST (Fig. R. 23. A). Estas 

diferencias fueron analizadas según la prueba estadística Kruskal-Wallis. De nuevo, no se 

encontraron alteraciones en cuanto al motor grueso, tampoco respecto al grupo MCAOC, ya 

que las distribuciones de los resultados en el test de la presión de los diversos grupos no 

fueron significativamente diversas entre sí, según el estadístico χ2 (Fig. R. 23. B, Fig. R. 23. C 

y Fig. R. 23. D). 

Figura R. 23. Efecto del CBD sobre las alteraciones neuroconductuales del estado de ánimo. A. 
Representación gráfica del tiempo de inmovilidad en la prueba de suspensión de la cola. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. B. Distribución 
de los resultados del grupo SHAM en el test de presión. C. Distribución de los resultados del grupo 
MCAO en el test de presión. D. Distribución de los resultados del grupo MCAOC en el test de presión. 
(n=18-23). 
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Un mes después de la lesión, en el FST, se comprobó como el CBD no fue capaz de revertir 

la reducción del comportamiento tipo flotar asociada a la lesión, ya que el grupo MCAOC no 

fue significativamente diferente del grupo MCAO, pero sí mostró las mismas diferencias que 

este con el grupo SHAM (Fig. R. 24. A) cuando estas fueron analizadas mediante el test 

ANOVA de Brown-Forsythe y Welch, valorando como significativos aquellos resultados con 

un valor de p inferior a 0,05. Al analizar el comportamiento de natación no se encontraron 

diferencias entre ninguno de los grupos a estudio, obteniendo un valor de p superior a 0,05 

en todas las comparaciones realizadas mediante el test ANOVA de Brown-Forsythe y Welch 

(Fig. R. 24. B). Por último, en cuanto a la actividad de trepar, el CBD mostró una reducción 

del comportamiento alterado asociado a la lesión, sin lograr evitar el mismo, ya que el grupo 

MCAOC mostró diferencias significativas con el grupo MCAO, reduciendo el 

comportamiento de tipo trepar respecto a este. Sin embargo, esta reducción no fue 

suficiente para equipar los resultados del grupo tratado con CBD a aquellos del grupo 

SHAM, ya que mostró diferencias también con este (Fig. R. 24. C). Una vez más, estas 

diferencias fueron comprobadas estadísticamente mediante el test ANOVA de Brown-

Forsythe y Welch, siendo significativo un valor de p inferior a 0,05. 

En el OFT el grupo MCAOC no fue capaz de reducir significativamente la distancia recorrida 

respecto al grupo MCAO, sin embargo, tampoco se apreciaron diferencias significativas del 

grupo tratado con CBD respecto al grupo SHAM, sugiriendo un efecto parcial del 

tratamiento en la normalización de esta distancia recorrida (Fig. R. 25. A). Estas diferencias 

fueron analizadas mediante el test estadístico de Kruskal-Wallis, siendo positivo un valor de 

p inferior a 0,05. En cuando al número de entradas, el CBD también mostró un efecto 

parcial, ya que el grupo MCAOC no mostró una reducción en cuanto al número de entradas 

que el grupo MCAO muestra patológicamente aumentado, pero tampoco se hallaron 

diferencias en este comportamiento entre el grupo tratado y el SHAM (Fig. R. 25. B). Las 

diferencias, en este caso, fueron analizadas mediante el test ANOVA de Brown-Forsythe y 

Welch, siendo significativo un valor de p inferior a 0,05. 

Figura R. 24. Efecto del CBD sobre los diferentes tipos de comportamiento mostrados en el FST. A. 
Resultados relativos al comportamiento de tipo flotar. B. Resultados relativos al comportamiento de 
tipo nadar. C. Resultados relativos al comportamiento de tipo trepar. Mediana, rango intercuartílico 
y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM, # valor de p<0,05 respecto al grupo 
MCAO. (n=11-15). 
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Por tanto, en cuanto a las alteraciones neuroconductuales, el CBD no mostró ningún efecto 

sobre estas una semana después de la lesión. Sin embargo, sí mostró eficacia parcial en las 

alteraciones halladas un mes después de la lesión, reduciendo a niveles del grupo control el 

exceso de actividad tanto en el FST, mostrado en forma de comportamiento de tipo trepar, 

como la distancia recorrida y el número de entradas al centro de la arena en el OFT. 

Efecto sobre las alteraciones moleculares 

En relación al efecto con estas alteraciones neuroconductuales y el efecto del CBD, se 

estudió también el efecto de este fármaco sobre las variaciones en los niveles de 

neurotransmisores que previamente se habían encontrado alterados por el infarto (DA y 

NA), mediante HPLC, en el hemisferio ipsilateral al daño, tanto una semana (Fig. R. 26) como 

un mes (Fig. R. 27) después de la lesión. 

Una semana después del infarto el CBD no fue capaz de lograr ningún efecto sobre los 

niveles de DA que ya se habían encontrado disminuidos debido a la isquemia, ya que el 

grupo MCAOC mostró una cantidad de DA en el hemisferio izquierdo disminuida respecto 

al grupo SHAM y no mostró ninguna diferencia respecto al grupo MCAO (Fig. R. 26. A). Las 

diferencias fueron analizadas mediante la prueba estadística ANOVA de una vía y solo se 

consideraron significativos los resultados de valor de p inferiores a 0,05. Por el contrario, el 

CBD sí fue capaz de disminuir los niveles de NA a esta edad. El grupo MCAOC obtuvo un 

valor de NA en el hemisferio izquierdo significativamente menor que el grupo MCAO y que 

el grupo SHAM (Fig. R. 26. B). Estos resultados fueron analizados estadísticamente mediante 

la prueba de Kruskal-Wallis y las diferencias con un valor de p inferior a 0,05 fueron 

consideradas significativas. 

Figura R. 25. Efecto del CBD sobre el comportamiento en el OFT. A. Distancia recorrida durante la 
prueba. B. Número de entradas al centro de la arena a lo largo de la prueba. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=11-15). 
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Un mes después del daño, el CBD mostró un efecto parcial sobre la alteración de los niveles 

de DA asociada a la lesión. Estos niveles, que estaban aumentados en el grupo lesionado 

tratado con vehículo respecto al grupo control, se normalizaron parcialmente en el grupo 

MCAOC, ya que si bien no mostró diferencias con el grupo MCAO tampoco lo hizo respecto 

al grupo SHAM (Fig. R. 27. A) cuando estos resultados fueron comprobados 

estadísticamente mediante la ANOVA de una vía, siendo las diferencias significativas cuando 

la comparación arrojó un valor de p inferior a 0,05. En cuanto a los niveles de NA, no se 

encontraron diferencias entre los grupos SHAM, MCAO y MCAOC en este neurotransmisor 

a esta edad, obteniendo un valor de p superior a 0,05 en todas las comparaciones entre 

grupos mediante la ANOVA de una vía (Fig. R. 27. B). 

Figura R. 26. Efecto del cannabidiol sobre los niveles de neurotransmisores a p14. A. Niveles de DA. B. 
Niveles de NA. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo 
SHAM, # valor de p<0,05 respecto a MCAO. (n=9-14). 

Figura R. 27. Efecto del cannabidiol sobre los niveles de neurotransmisores a p37. A. Niveles de DA. 
B. Niveles de NA. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al 
grupo SHAM. (n=9-15). 
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Por tanto, en cuanto a la DA, el CBD no mostró ningún efecto sobre las alteraciones de los 

niveles de este neurotransmisor debidos a la lesión una semana después de la misma. Sin 

embargo, el tratamiento con este cannabinoide sí fue capaz de provocar una disminución 

parcial de los niveles de DA un mes después de la lesión, haciendo estos niveles en el grupo 

MCAOC similares a los del grupo SHAM. Por otro lado, una semana después de la lesión, el 

CBD redujo los niveles de NA, los cuales se habían encontrado elevados en relación al daño 

isquémico. No se hallaron diferencias en cuanto a la misma un mes después de la lesión 

entre ninguno de los grupos sometidos a estudio. 

Efecto sobre las alteraciones histológicas 

Se analizó el efecto del CBD sobre las neuronas dopaminérgicas que previamente se habían 

comprobado afectadas, por efecto del infarto, en el VTA del hemisferio lesionado. Esta 

evaluación se realizó una semana (Fig. R. 28) y también un mes (Fig. R. 29) después del daño. 

Una semana después del infarto, el CBD no fue capaz de recuperar la densidad de 

neuronas dopaminérgicas, que se encontró disminuida en el VTA izquierdo debido al 

daño isquémico. Esto se comprobó dado que el grupo MCAOC no mostró diferencias 

respecto del grupo MCAO, pero sí obtuvo un valor de densidad menor que el grupo SHAM 

(Fig. R. 28. E). En esta misma edad, no se encontraron diferencias en cuanto al área de este 

núcleo entre ninguno de los grupos observados (Fig. R. 28. F). Todas estas diferencias fueron 

evaluadas mediante ANOVA de una vía, considerando significativo un valor de p inferior a 

0,05. 

Figura R. 28. Efecto del cannabidiol sobre las alteraciones histológicas a p14. A. Zona en la que se 
realizó la toma de las imágenes. B. Imagen de inmunohistoquímica representativa del grupo SHAM. 
C. Imagen de inmunohistoquímica representativa del grupo MCAO. D. Imagen de 
inmunohistoquímica representativa del grupo MCAOC. E. Diferencias en cuanto a la densidad de 
neuronas dopaminérgicas. E.  Diferencias en cuanto al área del VTA entre grupos. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=5). 
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Por otro lado, un mes después de la oclusión de la arteria cerebral media, no se 

encontraron diferencias entre ninguno de los grupos en cuanto a la densidad de neuronas 

dopaminérgicas en el VTA del hemisferio izquierdo, al comparar las diferencias entre 

dichos grupos mediante el test estadístico de Kruskal-Wallis, no arrojando ninguna de estas 

diferencias un valor de p inferior a 0,05 y, por tanto, no siendo significativas (Fig. R. 29. E). 

En cuanto al tamaño de este VTA del hemisferio izquierdo en esta misma edad, el CBD fue 

capaz de prevenir la pérdida de superficie asociada a la lesión. Esto fue comprobado puesto 

que el grupo MCAOC no mostró diferencias respecto al grupo SHAM, pero sí mostró un 

tamaño aumentado respecto al grupo MCAO (Fig. R. 29. F). En este caso, se utilizó una 

ANOVA de una vía para evaluar la significancia de las diferencias entre grupos, siendo 

positivo un valor de p inferior a 0,05. 

Por tanto, el CBD no fue capaz de recuperar la pérdida de densidad de neuronas 

dopaminérgicas en el VTA del hemisferio lesionado a p14, pero el valor del grupo MCAOC 

fue similar al de los otros dos a la edad de p37. En cuando al tamaño de este núcleo de 

neuronas dopaminérgicas no se encontró ninguna diferencia entre grupos a p14, pero sí se 

demostró que el tratamiento con CBD previno la pérdida de tamaño provocada por la lesión 

a p37, siendo el tamaño del VTA superior en el grupo MCAOC que en el grupo MCAO y no 

difiriendo este primero del grupo SHAM. 

Figura R. 29. Efecto del cannabidiol sobre las alteraciones histológicas a p37. A. Zona en la que se 
realizó la toma de las imágenes. B. Imagen de inmunohistoquímica representativa del grupo SHAM. 
C. Imagen de inmunohistoquímica representativa del grupo MCAO. D. Imagen de 
inmunohistoquímica representativa del grupo MCAOC. E. Diferencias en cuanto a la densidad de 
neuronas dopaminérgicas. E.  Diferencias en cuanto al área del VTA entre grupos. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM, # valor de p<0,05 
respecto a grupo MCAO. (n=6-9). 
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Efecto sobre la alteración de receptores 

Se comprobó el efecto del CBD en la expresión de los receptores de DA DAT y D2 tanto una 

semana (Fig. R. 30) como un mes (Fig. R. 31) después del daño. 

Una semana después del daño 

isquémico el CBD no fue capaz 

de mostrar ningún efecto sobre 

la alteración en la expresión de 

DAT. El grupo MCAOC mostró 

un descenso en la expresión de 

este DAT similar a la observada 

previamente por el grupo 

MCAO, encontrando una 

diferencia significativa de este 

grupo MCAOC respecto al grupo 

SHAM, pero no respecto al 

grupo MCAO (Fig. R. 30. A). Se 

utilizó una ANOVA de una vía 

para comparar las diferencias 

entre grupos, siendo 

significativas aquellas que 

alcanzaron un valor de p inferior a 0,05. De nuevo, no se encontraron diferencias 

significativas entre ninguno de los grupos analizados respecto a la expresión del receptor 

D2 (datos no mostrados) al ser analizadas mediante una ANOVA de una vía y arrojar todas 

las comparativas un valor de p superior a 0,05. 

En lo relativo a la expresión de estos receptores un mes después de la lesión, el grupo 

MCAOC mostró una 

normalización en cuanto a la 

expresión de DAT, siendo los 

niveles de este grupo 

superiores a los encontrados en 

el grupo MCAO y similares al 

grupo SHAM (Fig. R. 31. A). 

Estas diferencias se 

compararon por medio de un 

test ANOVA de una vía, 

mediante la cual en todos los 

casos se obtuvo un valor de p 

por encima de 0,05. Una vez 

más, tampoco se encontraron 

diferencias en cuanto a la 

expresión de D2 (resultados no 

mostrados) entre ninguno de 

los grupos cuando se 

Figura R. 30. Análisis de la 
expresión del receptor DAT 
mediante WB a p14. A. 
Diferencias entre los 
grupos en cuanto a la 
expresión de DAT. B. 
Imagen representativa de 
la expresión de DAT y β-
Actina en los diferentes 
grupos. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 
5 a 95.          * valor de p<0,05 
respecto al grupo SHAM. 
(n=7-8). 

Figura R. 31. Análisis de la 
expresión del receptor DAT 
mediante WB a p14. A. 
Diferencias entre los 
grupos en cuanto a la 
expresión de DAT. B. 
Imagen representativa de 
la expresión de DAT y β-
Actina en los diferentes 
grupos. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 
5 a 95.          * valor de p<0,05 
respecto al grupo SHAM,     
# valor de p<0,05 respecto 
a grupo MCAO. (n=7-10). 
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analizaron mediante el test estadístico ANOVA de una vía, ya que todas las comparaciones 

arrojaron un valor de p mayor que 0,05. 

Por tanto, en lo relativo a la expresión de receptores se encontró una disminución del DAT 

una semana después de la lesión que se mantuvo un mes después de la lesión. El tratamiento 

con CBD no mostró ningún efecto en el punto temporal p14, pero sí fue capaz de normalizar 

los niveles de expresión de DAT un mes después del daño. En cuanto a la expresión de D2, 

no se encontraron alteraciones asociadas al daño isquémico ni una semana ni un mes 

después de este, tampoco el CBD alteró la expresión de este receptor. 

De manera general, una semana después del daño el CBD no fue capaz de mostrar eficacia 

en ninguno de los parámetros estudiados asociados a los trastornos del estado de ánimo. A 

esta edad, los animales tratados con este cannabinoide continuaron mostrando un 

comportamiento tipo depresivo, unos niveles reducidos de DA, una disminución en cuanto 

a las neuronas dopaminérgicas del VTA y una menor expresión de DAT que el grupo control. 

Sí mostró eficacia reduciendo los niveles de NA que se encontraron elevados en relación con 

el daño. Por el contrario, un mes después de la lesión el CBD mostró eficacia reduciendo el 

comportamiento hiperactivo en las pruebas neuroconductuales, y normalizando los niveles 

de DA, el número de células dopaminérgicas en el VTA y la expresión de DAT.  
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Efecto del VCE-004.8 en el daño isquémico clásico 

Efecto sobre el daño a nivel macroscópico 

Se evaluó el efecto potencial del cannabinoide sintético VCE-004.8 sobre el daño 

clásicamente asociado al infarto isquémico. Inicialmente se estudió la eficacia de este 

fármaco sobre el daño a nivel macroscópico una semana después de la lesión mediante MRI 

(Fig. R. 32). 

Este fármaco mostró tener efecto en la protección del daño macroscópico medido por MRI 

una semana después del daño, ya que se apreció en el grupo MCAOV una reducción en el 

porcentaje de volumen de lesión respecto al grupo MCAO, cuando las diferencias entre 

ambos grupos se analizaron mediante una t de Student, arrojando un valor de p inferior a 

0,05 (Fig. R. 32. A). 

Efecto sobre el daño funcional 

De igual manera, se analizó el efecto de este cannabinoide sobre el daño funcional a nivel 

motor, tanto una semana como un mes después de la lesión (Fig. R. 33). 

Figura R. 32. Efecto del VCE-004.8 en el daño macroscópico por MRI. A. Diferencias entre los grupos 
MCAO y MCAOC. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. # valor de p<0,05 respecto al 
grupo MCAO. B. Imagen representativa de la lesión del grupo MCAO. C. Imagen representativa de la 
lesión del grupo MCAOV. (n=13-14). 
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Una semana después del daño, se estudió el efecto del VCE-004.8 sobre el daño funcional 

a nivel motor mediante las pruebas de geotaxia inversa y agarre. En lo relativo a la geotaxia 

inversa este cannabinoide mostró un efecto parcial en la reversión del daño ocasionado por 

la lesión, puesto que, si bien el grupo MCAOV no mostró diferencias respecto al grupo 

MCAO, el tiempo empleado en rotar 180 grados por los animales pertenecientes al primero 

se redujo lo suficiente como para tampoco mostrar diferencias respecto al grupo SHAM (Fig. 

R. 33. A). Estas diferencias se definieron cuando el valor de p en las comparativas fue menor 

que 0,05 según el test ANOVA de Brown-Forsythe y Welch. A esta misma edad, en cuanto al 

test de agarre, el VCE-004.8 no mostró ningún efecto protector frente a este daño, ya que 

el grupo MCAOV manifestó la misma reducción en la puntuación obtenida respecto al grupo 

SHAM que los animales pertenecientes al grupo MCAO, sin contar con diferencias respecto 

a este último (Fig. R. 33. B). Estos resultados fueron analizados mediante el test estadístico 

de Kruskal-Wallis y se tomaron como significativas las diferencias con un valor de p inferior 

a 0,05. 

Respecto al efecto de este derivado cannabinoide sobre las alteraciones motoras un mes 

después del daño, se realizó la prueba del cilindro. En esta prueba se comprobó la 

reversión total de la hemiparesia provocada por la lesión cuando los animales fueron 

tratados con VCE-004.8. El grupo MCAOV redujo la preferencia por la pata sana hasta lograr 

obtener valores significativamente inferiores a los del grupo MCAO, normalizando estos 

hasta ser similares a los del grupo SHAM (Fig. R. 33. C). Estas diferencias fueron 

comprobadas al obtener un valor de p inferior a 0,05 al analizarlas mediante una ANOVA de 

una vía. 

Por tanto, el cannabinoide VCE-004.8 mostró la capacidad de revertir parcialmente el daño 

en la coordinación motora una semana después del infarto y de hacerlo completamente en 

cuanto a la hemiparesia asociada a la lesión comprobada un mes después de la isquemia. 

Sin embargo, este tratamiento no fue capaz de mostrar efectos en cuanto a las alteraciones 

en la capacidad de agarre una semana después de la oclusión de la arteria cerebral media. 

Figura R. 33. Efecto del VCE-004.8 sobre el daño funcional a nivel motor. A. Diferencias en el test de 
geotaxia inversa. B. Diferencias en el test de agarre. C. Diferencias en el test del cilindro. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM, # valor de 
p<0,05 respecto al grupo MCAO. (n=9-23). 
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Efecto sobre la muerte celular 

Finalmente, el efecto del VCE-004.8 sobre el daño clásicamente provocado por la isquemia 

se comprobó mediante la técnica de TUNEL (Fig. R. 34), a fin de evaluar la muerte celular, 

que se encuentra aumentada una semana después del infarto debido a la lesión, como ya se 

ha descrito previamente. 

Se comprobó cómo, una se semana después del daño, este cannabinoide logró reducir 

parcialmente la muerte celular, ya que el grupo MCAOV contó con un menor número de 

células positivas en esta técnica de TUNEL, ya que, si bien no mostró diferencias 

significativas respecto al grupo MCAO, esta disminución sí fue suficiente en cuanto a la 

muerte celular fue suficiente para que el grupo tratado con VCE-004.8 tampoco mostró 

diferencias respeto al grupo SHAM (Fig. R. 34. E). Estas comparaciones entre grupos se 

realizaron mediante la prueba estadística de Kruskal-Wallis y las diferencias se 

consideraron significativas con un valor de p menor que 0,05. 

De manera general, una semana después del infarto el VCE-004.8 fue capaz de evitar, al 

menos parcialmente el daño sobre el tejido, tanto a nivel macroscópico, comprobado 

mediante MRI, como microscópico, analizado por medio de la técnica de TUNEL, así como 

en las alteraciones funcionales relativas a la coordinación motora (geotaxia inversa), 

aunque no mostró ningún efecto en cuanto al agarre. Un mes después del daño este 

cannabinoide también fue eficaz sobre el daño a nivel funcional, ya que consiguió evitar 

completamente la hemiparesia debida a la lesión.  

Figura R. 34. Efecto del VCE-004.8 sobre el daño a nivel de muerte celular mediante la técnica de 
TUNEL. A. Zona del cerebro en la que se realizó la toma de las imágenes. B. Imagen representativa 
de las células positivas en el grupo SHAM. C. Imagen representativa de las células positivas en el 
grupo MCAO. D. Imagen representativa de las células en el grupo MCAOV. E. Representación gráfica 
de las diferencias entre los grupos SHAM y MCAO. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. (n=5-8). 
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Efecto del VCE-004.8 en el estado de ánimo 

Efecto sobre las alteraciones neuroconductuales 

Se llevó a cabo un estudio neuroconductual a fin de estudiar el efecto del VCE-004.8 sobre 

las alteraciones del estado de ánimo descritas previamente. Estas pruebas se realizaron 

tanto una semana (Fig. R. 35) como un mes (Fig. R. 36 y Fig. R. 37) después de la lesión. 

Una semana después del daño este fármaco no pareció ejercer ningún efecto sobre las 

alteraciones del estado de ánimo en el TST. El grupo MCAOV no mostró una reducción en 

el tiempo de inmovilidad respecto al grupo MCAO, ya que estos grupos no mostraron 

diferencias significativas entre sí. Este tiempo de inmovilidad siguió aumentado en relación 

al daño a pesar del tratamiento, ya que el grupo MCAOV mostró unos valores 

significativamente elevados respecto al grupo SHAM. Estas diferencias se analizaron 

mediante el test de Kruskal-Wallis y fueron significativas con un valor de p inferior a 0,05 

(Fig. R. 35. A). Una vez más, no se encontraron diferencias entre grupos en el motor grueso 

mediante la prueba de presión cuando estas se analizaron mediante el test χ2 (Fig. R. 35. B, 

Fig. R. 35. C y Fig. R. 35. D). 

Figura R. 35. Efecto del VCE-004.8 sobre las alteraciones neuroconductuales del estado de ánimo. A. 
Representación gráfica del tiempo de inmovilidad en la prueba de suspensión de la cola. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. B. Distribución 
de los resultados del grupo SHAM en el test de presión. C. Distribución de los resultados del grupo 
MCAO en el test de presión. D. Distribución de los resultados del grupo MCAOC en el test de presión. 
(n=12-23). 
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Por otro lado, un mes después de la lesión también se analizó el efecto de este cannabinoide 

sobre las alteraciones previamente descritas. En el FST el VCE-004.8 no mostró ningún 

efecto sobre las alteraciones encontradas y relativas a la lesión. En la actividad de flotar el 

grupo MCAOV mostró resultados similares a los del grupo MCAO, siendo la ratio de ambos 

significativamente menor que la encontrada en el grupo SHAM (Fig. R. 36. A). Las diferencias 

se evaluaron utilizando un test de Kruskal-Wallis y se tomaron como significativas al 

alcanzar un valor de p inferior a 0,05. Respecto al comportamiento de tipo nadar, una vez 

más no se encontraron diferencias entre ninguno de los grupos analizados mediante ANOVA 

de una vía, puesto que en las comparaciones todos los valor de p fueron superiores a 0,05 

(Fig. R. 36. B). Por último, en cuanto a la actividad de trepar, el grupo MCAOV mostró 

resultados similares a los del grupo MCAO, estando en ambos casos la ratio de este 

comportamiento aumentada respecto a la del grupo SHAM (Fig. R. 36. C). En este caso se 

utilizó la prueba estadística ANOVA de Brown-Forsythe y Welch y las diferencias únicamente 

se consideraros significativas en los casos en los que el valor de p obtenido era menor a 0,05. 

En este mismo punto temporal, en el OFT, se evaluó el efecto del VCE-004.8 sobre la 

actividad motora según la distancia recorrida y el comportamiento relacionado con la 

ansiedad según el número de entradas al centro. En el caso de la distancia se observó un 

efecto parcial de este fármaco, el grupo MCAOV fue capaz de reducir este valor a niveles del 

grupo SHAM y no mostrar diferencias significativas respecto a este. Sin embargo, este efecto 

se consideró parcial puesto que este grupo MCAOV no fue capaz de reducir la distancia 

recorrida hasta logar una diferencia significativa respecto al grupo MCAO (Fig. R. 37. A). Las 

diferencias se analizaron según el test estadístico Kruskal-Wallis y se consideraron 

significativas cuando el valor de p fue inferior a 0,05. En cuanto al número de entradas al 

centro de la arena, se observó la eficacia del VCE004.8 a la hora de normalizar el aumento 

en esta medida ocasionado por la lesión. El grupo MCAOV redujo el número de entradas de 

forma que este valor fue significativamente inferior al mostrado por el grupo MCAO y se 

igualó al del grupo SHAM, sin mostrar diferencias significativas con este último. En este caso 

Figura R. 36. Efecto del VCE-004.8 sobre los diferentes tipos de comportamiento mostrados en el 
FST. A. Resultados relativos al comportamiento de tipo flotar. B. Resultados relativos al 
comportamiento de tipo nadar. C. Resultados relativos al comportamiento de tipo trepar. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM, # valor de 
p<0,05 respecto al grupo MCAO. (n=7-15). 
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se utilizó la prueba estadística ANOVA de Brown-Forsythe y Welch y se aceptaron como 

significativos aquellos valores de p inferiores a 0,05 (Fig. R. 37. B). 

Por tanto, el VCE-004.8 no mostró ningún efecto sobre las alteraciones del estado de ánimo 

una semana después del daño isquémico, ya que no fue capaz de disminuir el tiempo de 

inmovilidad, catalogado como un comportamiento tipo depresivo, que se produjo en 

relación al infarto, mostrando un valor similar al del grupo tratado con vehículo y superior 

al control. Un mes después de este daño isquémico, el VCE-004.8 no mostró ningún efecto 

en el FST, donde se halló el mismo comportamiento alterado que el del grupo lesionado en 

todas las posibles acciones realizadas dentro de esta prueba. Este grupo tratado con VCE-

004.8 reveló, por tanto, una disminución en el comportamiento de tipo flotar y un aumento 

en el de tipo trepar respecto al grupo control, sin hallarse ninguna diferencia respecto al 

comportamiento de tipo nadar. Por otro lado, este fármaco sí fue capaz de mostrar ciertos 

efectos en las alteraciones del estado de ánimo un mes después de la lesión. Lo hizo en el 

OFT, donde redujo de forma parcial la actividad motora alterada en relación a la lesión, 

hasta equipararlo al nivel de los animales control, y de forma total el número de entradas al 

centro, patológicamente aumentado en el grupo tratado con vehículo y reducido respecto a 

este al tratar con el cannabinoide hasta asemejar este grupo al grupo control.

 

  

Figura R. 37. Efecto del VCE-004.8 sobre el comportamiento en el OFT. A. Distancia recorrida 
durante la prueba. B. Número de entradas al centro de la arena a lo largo de la prueba. Mediana, 
rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=7-15). 
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El accidente cerebrovascular arterial isquémico es una patología típicamente considerada 

propia de la edad adulta y la vejez; sin embargo, la incidencia de este daño en la etapa 

perinatal se asemeja a la encontrada en la vejez (Fernández-López et al., 2014; Kratzer et al., 

2014). Cuando el PAIS se produce en este momento tan temprano de la vida del paciente 

conlleva multitud de secuelas que pueden comprometer la salud y el correcto desarrollo del 

mismo de por vida (Dunbar & Kirton, 2018; Golomb, 2009). Algunas de estas secuelas, como 

las motoras, han sido ampliamente descritas, mientras que los trastornos del estado de 

ánimo asociados a este daño no han sido clásicamente estudiados con detenimiento 

(Ceprián et al., 2017; López-Espejo et al., 2021; Wagenaar et al., 2018). Es importante 

definir la existencia y el momento de aparición de estos trastornos, a fin de conseguir la 

mejor comprensión posible de esta patología y sus secuelas y para poder establecer una 

correcta terapia para abordarlas. Por otro lado, es de vital importancia la búsqueda de 

tratamientos que puedan paliar todos, o al menos la gran mayoría de estos trastornos 

derivados del infarto arterial isquémico (Dunbar & Kirton, 2018; Loubinoux et al., 2012). 

Para poder definir estas terapias farmacológicas también resulta vital conocer los 

mecanismos patológicos subyacentes a esta lesión, para lo cual resulta de gran ayuda la 

utilización de modelos animales que reproduzcan correctamente las alteraciones 

encontradas en los humanos y hagan más accesible la observación de las mismas a 

diferentes niveles y en un periodo temporal más corto que el que ofrecen los estudios 

clínicos (Derugin et al., 2005; Loubinoux et al., 2012).  

Reproducción del modelo de MCAO 

En primer lugar, y debido a su elevada complejidad, se comprobó la correcta realización del 

modelo de oclusión de la arteria cerebral media en ratas de entre 7 y 10 días de edad 

postnatal, descrito inicialmente en 1998 (Derugin et al., 1998), modificado posteriormente 

en 2005 (Derugin et al., 2005) y llevado a cabo según lo realizado en el grupo del Dr. 

Martínez Orgado, en base a esa última modificación (Ceprián et al., 2017). Para ello, se 

evaluaron distintos daños habitualmente descritos en asociación a modelos de stroke 

perinatal en ratas, a nivel histológico y funcional, tanto una semana como un mes después 

de producirse el infarto (Altamentova et al., 2020; Bouet et al., 2010; Ceprián et al., 2017; 

Charriaut-Marlangue & Baud, 2018; Mao et al., 2006).  

Dado que el volumen de lesión asociado a este tipo de daño ha sido ampliamente descrito 

mediante MRI (Ceprián et al., 2017; Derugin et al., 2000, 2005), se utilizó esta técnica a 

ambas edades para definir el volumen de la lesión, comprobando que este tamaño fue 

similar a lo encontrado previamente en la bibliografía, sin encontrar variaciones en el 

volumen relativo del mismo con el avance del tiempo, entre una semana y un mes después 

de producirse la oclusión (Chang et al., 2005; Derugin et al., 2005; C. Fox et al., 2005). 

Además, la distribución de esta lesión fue similar a la encontrada en los humanos, 

confirmando la validez de este modelo a la hora de reproducir el daño encontrado en la 

clínica (Geraldo et al., 2020). Generalmente, reducir el volumen de lesión y, por tanto, las 

zonas afectadas por el daño, se asocia con una menor afectación y un mejor estado general 

de los afectados (Larpthaveesarp et al., 2016). 
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Esta afectación patológica sobre el tejido fue complementariamente validada mediante la 

técnica de TUNEL, comprobando la muerte celular que, generalmente, se produce en la zona 

perilesional (Mao et al., 2006). Con este marcaje del DNA fragmentado se comprobó el 

aumento en cuanto a la muerte celular en el área de penumbra, clásicamente descrito en 

este modelo(Ceprián et al., 2017; Mao et al., 2006). Esta muerte celular es un proceso que 

puede prolongarse en el tiempo, por lo que aún fue detectable 7 días después de la lesión 

(Ceprián et al., 2017; Larpthaveesarp et al., 2016). El daño producido en la zona de 

penumbra define en último término el alcance de la lesión y actuar sobre la muerte celular 

en la misma, promoviendo la recuperación de la perilesión, es el proceso en el que 

generalmente se centran los esfuerzos terapéuticos para lograr una mejoría en el daño 

provocado por el accidente cerebrovascular (Glushakova et al., 2017; Z. Li et al., 2016; 

Woodruff et al., 2011). 

Finalmente, la correcta reproducción del modelo y su asociación con el daño en los humanos 

se comprobó mediante pruebas funcionales en ambos puntos temporales. Una limitación de 

este estudio fue la dificultad asociada a realizar pruebas conductuales a animales de solo 14 

días de edad, por lo que a estos se les realizaron pruebas funcionales, típicamente usadas 

en diferentes modelos de daño en roedores de corta edad, basadas en reflejos como son la 

geotaxia inversa y el agarre palmar (Ceprián et al., 2017; Lubics et al., 2005; Ragaeva et al., 

2017; E. S. a. M. Sanches et al., 2019). A pesar de no haber podido realizar pruebas 

funcionales de mayor complejidad, es importante tener en cuenta que las alteraciones 

relativas a estos reflejos analizados se consideran un buen indicador del desarrollo 

neurológico posterior (Farkas et al., 2009). Estas pruebas neuroconductuales evidenciaron 

un daño funcional a nivel motor en ambas edades analizadas, correspondiente a lo ya 

encontrado previamente por nuestro grupo en cuanto a este mismo modelo (Ceprián et al., 

2017), pero también hallado con anterioridad en relación a otros modelos de daño 

neurológico perinatal (Del Pozo et al., 2022; Silva et al., 2022) y en relación con lo 

encontrado en la clínica (Benders et al., 2009; Wagenaar et al., 2017). El daño hemiparético 

encontrado un mes después de la lesión mediante el test del cilindro ha sido descrito en 

estudios previos, pero también es una secuela característica de esta patología en humanos, 

mostrando una vez más la bondad del modelo a la hora de reproducir lo hallado en la clínica 

(Ceprián et al., 2017; Larpthaveesarp et al., 2016, 2021; Saunders et al., 2018). Sin embargo, 

no se encontró daño cognitivo relativo a la memoria a corto plazo, en consonancia con lo 

encontrado en la bibliografía, ya que este tipo de memoria se ha mostrado inalterada en 

estudios previos preclínicos de PAIS (Ceprián et al., 2017). No encontrar alteraciones en 

este tipo de memoria no implica que el PAIS no produzca ningún daño sobre la memoria, 

sino, tal vez, que sea necesario analizar diferentes tipos de esta para evidenciar alteraciones 

relativas a la misma, sin embargo en el caso de pacientes humanos hay indicios que indican 

la preservación de la memoria de trabajo en relación al PAIS (Dunbar & Kirton, 2018). 

Es importante definir el daño a p14 ya que se corresponde con una edad clave del desarrollo 

humano, como es la infancia, en la cual las condiciones fisiológicas, pero también 

sociológicas, son determinantes para definir el alcance del daño y la posible recuperación 

del mismo (Clark & Kingsley, 2020). Las secuelas encontradas a p37 correlacionarían con 

aquellas que persistirían en la adolescencia y que, probablemente, el paciente acarrearía de 

por vida (Dunbar & Kirton, 2018; Lehman & Rivkin, 2014; Wagenaar et al., 2018). 
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Se demostró, por tanto, que el modelo fue llevado a cabo correctamente y que reproduce 

con fidelidad diferentes daños asociados a este stroke perinatal. 

Alteraciones del estado de ánimo 

Como ya se ha mencionado, desde que el modelo de infarto cerebral perinatal transitorio 

fue descrito y modificado por el grupo de Derugin (Derugin et al., 1998, 2005) distintas 

alteraciones han sido definidas y utilizadas a fin de establecer la eficacia de distintas 

estrategias terapéuticas (Ceprián et al., 2017; Chang et al., 2005; C. Fox et al., 2005). Sin 

embargo, hasta donde alcanza nuestro conocimiento, este modelo no había sido 

previamente utilizado para estudiar las alteraciones del estado de ánimo, a pesar de la gran 

importancia de estas tanto en el desarrollo de la patología como en la búsqueda de 

estrategias terapéuticas para tratar a estos pacientes (Dunbar & Kirton, 2018). De hecho, en 

la bibliografía los estudios relacionados con estos trastornos en asociación al PAIS son 

escasos, refiriéndose principalmente a estos bajo el nombre global de “alteraciones del 

comportamiento” en la mayoría de los casos, sin entrar a definirlos (Geraldo et al., 2020; 

Machado et al., 2015).  

A pesar del escaso número de estudios, tanto clínicos como preclínicos, de estas alteraciones 

derivadas del PAIS, sí existen recientes evidencias que ponen de manifiesto síntomas 

depresivos durante la infancia de pacientes que sufrieron una patología similar, como es la 

EHI, durante el período neonatal (Álvarez-García et al., 2022). Además, la depresión post-

stroke ha sido ampliamente descrita y asociada a una mayor morbilidad y mortalidad en el 

adulto, afectando a la eficacia de la rehabilitación de los pacientes (Villa et al., 2018; Z. Wang 

et al., 2018). Es precisamente esta sintomatología la que se encontró en el desarrollo de 

nuestro estudio preclínico, evidenciada por un mayor tiempo de inactividad en esta prueba 

de los animales lesionados respecto a los controles en el TST, clásicamente utilizado para la 

detección de comportamiento tipo depresivo en roedores (Kumar Arora et al., 2022; 

Taniguti et al., 2019). Este test se realizó a dicha edad para evitar interferencias del elevado 

peso de estos animales a p37, lo cual podría provocarles un dolor excesivo (Can et al., 2012). 

Sin embargo, realizar dicha prueba a tan corta edad conlleva otro tipo de limitaciones, por 

ejemplo la complicación en cuanto a realizar una prueba que mida la actividad de los 

animales, como podría ser el OFT, que complemente los resultados del TST, lo cual 

generalmente es deseable (Gould, 2009). Esta limitación se debe a que previamente en la 

bibliografía se ha descrito que la actividad motora de animales sanos a las dos semanas de 

edad, analizada mediante el OFT, es prácticamente nula (Lubics et al., 2005). Para lograr 

paliar este inconveniente, se midió el motor grueso de los animales, no encontrándose 

ningún daño a este nivel. Este hecho descarta que la mayor inmovilidad de los animales 

lesionados en el TST se debiera a problemas motores, en vez de a una conducta tipo 

depresiva. Por tanto, se confirmó la aparición de síntomas depresivos asociados al daño 

isquémico una semana después de producirse el mismo, relacionados con lo encontrado en 

la clínica a una edad similar en el desarrollo de los pacientes humanos a la que supondría 

este p14 analizado en el caso de las ratas (Álvarez-García et al., 2022). 

Este comportamiento tipo depresivo no se mantuvo cuando las pruebas neuroconductuales 

destinadas al estudio del mismo se realizaron un mes después de la lesión. Por el contrario, 
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a esta edad de p37 se observó en los animales isquémicos una hiperactividad en el FST en 

lugar de un mayor tiempo de inmovilidad  -lo que significaría la presencia de un 

comportamiento tipo depresivo (Unal & Canbeyli, 2019)-. Concretamente, el tipo de 

comportamiento que estaba especialmente incrementado fue aquel de tipo trepar, que ya 

se encuentra sobredimensionado en animales tratados con antidepresivos propios de la vía 

catecolaminérgica (Slattery & Cryan, 2012; Vega-Rivera et al., 2013). Al estudiar, mediante 

el OFT, la actividad motora de los animales isquémicos respecto a los controles un mes 

después de la lesión se encontró, de igual forma, una hiperactividad que se mostró como un 

incremento en la distancia recorrida. Esta hiperactividad en el OFT ha sido descrita 

previamente en modelos en roedores de daño adquirido cerebral neonatal, basados en 

procesos de isquemia, parecidos al que nos ocupa (Kadam et al., 2010; Lubics et al., 2005). 

Es más, en relación a lo encontrado en nuestro estudio, se ha descrito previamente cómo 

una depleción de DA en ratas en edad neonatal desencadenaba una hiperactividad en el OFT 

a largo plazo (Ogata et al., 2019). En relación a estos hallazgos sintomatológicos, estudios 

clínicos han descrito la aparición de trastornos tipo TDAH en pacientes de PAIS, siendo estas 

alteraciones más evidentes cuanto mayor era la edad de los sujetos (Bosenbark et al., 2018; 

Williams et al., 2017). Otro factor que se encontró alterado en el OFT fue el número de 

entradas al centro de la arena, elevado en el caso de los animales lesionados. Este 

incremento en el número de entradas, a la par con el aumento en cuanto a la distancia 

recorrida, puede considerarse un indicador de una mayor toma de riesgo por estos 

animales, que en este periodo similar a la adolescencia en humanos generalmente 

contribuye a lesiones y mortalidad (Bishnoi et al., 2021). 

El sistema dopaminérgico tras el PAIS 

Siete días después de la inducción del PAIS se encontraron alteraciones en los niveles de dos 

neurotransmisores clásicamente asociados a los trastornos de los estados de ánimo, 

concretamente estas alteraciones se vieron en relación con la NA y la DA (Dean & Keshavan, 

2017; Hamon & Blier, 2013; Lima-Ojeda et al., 2018). En el caso del primero, el aumento 

observado una semana después del daño puede explicarse como un indicador consecuente 

del propio daño isquémico, previamente descrito en la bibliografía (Drobyshevsky et al., 

2015; Lechtenberg et al., 2019; Tao et al., 2019; Zhao et al., 2020). En cuanto a la DA, una 

semana después del daño se observó una disminución en los niveles de este 

neurotransmisor en el hemisferio izquierdo de los animales infartados respecto al de los 

animales del grupo control, que podría relacionarse con el comportamiento depresivo 

encontrado en el TST (Ano et al., 2019; Cao et al., 2021; Raupp-Barcaro et al., 2021). Por 

tanto, el descenso descrito en cuanto a los niveles de DA podría relacionarse con el 

comportamiento tipo depresivo encontrado en el TST a esta misma edad, considerándolo 

como la causa de esta sintomatología. Sin embargo, a pesar de la típica implicación del 

sistema serotoninérgico en la depresión (Daut & Fonken, 2019; Dell’Osso et al., 2016; Kraus 

et al., 2017), no se encontraron cambios en los niveles de 5-HT relacionados con la oclusión 

de la arteria cerebral media en este modelo. 

Por tanto, dado que la principal alteración relacionada con los síntomas depresivos pareció 

achacarse al sistema dopaminérgico, se examinó con más detenimiento la afectación sobre 
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el mismo. En concordancia con la reducción de los niveles de DA una semana después del 

daño, se encontró una reducción de las neuronas dopaminérgicas que conforman el VTA, 

sin hallarse una disminución en el tamaño de este núcleo, en aquellos animales que habían 

sufrido un infarto isquémico. Esta reducción en la densidad de neuronas dopaminérgicas 

pudo deberse a la elevada susceptibilidad de las neuronas dopaminérgicas al estrés 

oxidativo (elemento clave en la fisiopatología del PAIS), ya que generalmente estas 

neuronas cuentan con un nivel basal elevado de ROS (Chinta & Andersen, 2005; Pamies 

et al., 2022; Patricio et al., 2020). La pérdida de neuronas dopaminérgicas podría ser la 

causa del descenso en los niveles de DA, ya que el VTA es uno de los principales núcleos 

encargados de la síntesis de DA (Hamon & Blier, 2013). Dada la implicación de las neuronas 

dopaminérgicas, y en concreto las del VTA, en lo relativo al estado de ánimo y trastornos 

neuropsiquiátricos (Bariselli et al., 2016; Chinta & Andersen, 2005; Douma & de Kloet, 

2020; Hamon & Blier, 2013; Morales & Margolis, 2017), en último término, la muerte de 

estas neuronas y la consecuente reducción en la cantidad de DA observadas podría ser la 

causa de los síntomas depresivos encontrados en los animales lesionados cuando estos se 

evaluaron una semana después del daño. 

Por último, una semana después de la lesión también se avaluó la expresión del 

transportador (también llamado recaptador) de DA, el DAT. En este caso, también se 

comprobó una reducción en cuanto a los niveles de este receptor asociada al daño 

isquémico. Dado que se trata de un receptor presináptico, cabe esperar que su expresión se 

encuentre disminuida en relación con la pérdida de neuronas dopaminérgicas previamente 

mencionada (Colloby et al., 2012; Palermo & Ceravolo, 2019). De hecho, en una patología 

clásicamente caracterizada por la muerte de neuronas dopaminérgicas como es la 

Enfermedad de Parkinson, se suele caracterizar por una reducción de este DAT y su 

funcionalidad (Kraemmer et al., 2014; Palermo & Ceravolo, 2019). Sin embargo, no se 

encontraron alteraciones en cuanto a la expresión de D2.  

Sin embargo, un mes después de la inducción del PAIS, la única alteración encontrada fue 

relativa a la DA, que apareció aumentada en el grupo lesionado respecto al grupo control. 

Como ya se ha mencionado, este aumento en los niveles de DA estuvo en consonancia con 

lo encontrado en el FST, ya que los fármacos antidepresivos que actúan aumentando la vía 

dopaminérgica incrementan el comportamiento de tipo trepar en este test (Raupp-Barcaro 

et al., 2021; Slattery & Cryan, 2012; Vega-Rivera et al., 2013). Por otro lado, estos niveles 

elevados de DA también explicarían el aumento observado en cuando a la distancia 

recorrida en el OFT, ya que es conocido que este neurotransmisor influye en gran medida 

en la actividad motora (Buddenberg et al., 2008; de Souza Silva et al., 2008; Kokkinou et al., 

2021; Struntz & Siegel, 2018). Además, el sistema dopaminérgico está ampliamente 

relacionado con la toma de decisiones arriesgada, que podría estar representada por las 

entradas al centro del terreno que aparecían aumentadas en estos animales lesionados 

(Gabriel et al., 2021; Kohno et al., 2015).  

Contrariamente a lo encontrado una semana después de la lesión, a p37 no se evidenciaron 

diferencias en cuanto a la densidad de neuronas dopaminérgicas en el VTA, pero sí en el 

tamaño que presentó dicho núcleo. Se ha descrito que, tras un episodio de hipoxia-isquemia 

neonatal, se produce una derivación de la proliferación neuronal hacia la generación de 
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neuronas dopaminérgicas, proceso que se ve alterado, como otros muchos procesos 

neurorregenerativos que tienen lugar tras dicha patología, por las desfavorables 

condiciones ambientales para la supervivencia de esas nuevas neuronas (McPherson & Juul, 

2008). De forma similar, nuestros hallazgos, al observar la recuperación de la densidad de 

neuronas DA en el VTA, pero con el resultado final de un VTA de menor volumen, apoyan 

que ese proceso regenerativo fue incompleto. El hecho de que, por tanto, el número total de 

neuronas dopaminérgicas fuera menor y, sin embargo, los niveles de DA estuvieran 

aumentados, sugiere la persistencia de algún tipo de desregulación que condujera a un 

aumento relativo de la concentración de DA. Estas alteraciones en la regulación del sistema 

dopaminérgico se han comprobado previamente, por ejemplo en relación a la enfermedad 

de Parkinson, tratando de revertir el descenso en la cantidad de DA (Grandi et al., 2018; Lee 

et al., 2000; Palermo & Ceravolo, 2019). De hecho en la bibliografía se ha descrito cómo, en 

ocasiones, podría haber un proceso inherente y consecutivo a este lesión por el cual 

aumentaría la inervación dopaminérgica en la zona isquémica (Talhada et al., 2021). Sin 

embargo, como se describió anteriormente, el TDAH se considera secundario a una 

situación de disminución de la concentración cerebral de DA, que reduciría el papel 

modulador de las vías mesocorticales, dando lugar a la hiperactividad (Del Campo et al., 

2011; Russell et al., 2005; Sharma & Couture, 2014; Tripp & Wickens, 2009). No obstante, 

los resultados referentes al aumento o disminución de la actividad del sistema 

dopaminérgico en el TDAH específicamente secundario a daño hipóxico-isquémico son 

contradictorios, observándose también en algunos modelos una asociación con 

concentración elevada de DA (McPherson & Juul, 2008). 

De hecho, algunas de estas alteraciones de la regulación del sistema dopaminérgico 

mencionadas en relación al PAIS tienen que ver con una reducción en cuanto a la expresión 

de DAT, que favorece una mayor cantidad de DA disponible en la brecha sináptica (Lee et al., 

2000; Palermo & Ceravolo, 2019). Es precisamente esta disminución en los niveles de 

expresión de DAT lo que se continuó observando en nuestro estudio de nuevo un mes 

después de la lesión. Esta menor expresión de DAT podría deberse al menor número total 

de neuronas DA en los animales isquémicos, pero el hecho de que se pudiera recuperar la 

densidad de neuronas DA en el VTA y que en este caso la síntesis de DA no se viera reducida 

(al contrario de lo observado a p14) sugiere que a p37 los bajos niveles de expresión de DAT 

no se corresponden con una reducción de la población de neuronas DA de similar 

intensidad. De este modo, se abre la posibilidad de que existiera algún tipo de alteración en 

los mecanismos de transducción o expresión de este receptor. Esta opción, pese a ser de 

gran atractivo, no ha sido descrita previamente en relación con daño isquémico cerebral. Es 

interesante que en modelos transgénicos de ratones que carecen de expresión del gen DAT 

se produce también una clínica de hiperactividad asociada a una concentración aumentada 

de DA (McPherson & Juul, 2008)  , coincidente con nuestros resultados. Igualmente, , se ha 

descrito en roedores que bajos niveles de DAT se asocian a un comportamiento hiperactivo, 

de exploración aumentada e impulsivo (Salatino-Oliveira et al., 2018), como lo encontrado 

en nuestro estudio. De nuevo no se hallaron alteraciones en cuanto a los niveles de D2. 
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Efecto de un inhibidor de la recaptación de DA en el 

estado de ánimo tras PAIS 

Para confirmar la relación de la baja concentración de DA con la sintomatología tipo 

depresiva (Raupp-Barcaro et al., 2021), se trató dicho déficit con un inhibidor de la 

recaptación de esta (GBR 12909) que ha demostrado aumentar eficazmente los niveles de 

DA (Smolders et al., 2008).  

Dado que en ocasiones los antidepresivos pueden tener efectos neuroprotectores en 

situaciones de accidentes cerebrovasculares, inicialmente se analizaron los efectos del GBR 

12909 sobre el daño isquémico, para comprobar si una posible eficacia del mismo se 

producía debido a una neuroprotección o directamente a su actividad sobre el sistema 

dopaminérgico (Campos et al., 2016). Se observó que la administración de GBR 12909 no se 

asoció a una reducción en el daño cerebral macroscópico (volumen de lesión) o 

microscópico (densidad de células TUNEL+) ni en el desarrollo de hemiparesia a largo plazo, 

respecto al grupo tratado con vehículo.  

El GBR 12909 actuó eficazmente sobre la sintomatología depresiva observada a p14, puesto 

que los animales tratados con este fármaco mostraron un menor tiempo de inmovilidad en 

el TST. No se encontró ningún efecto de este tratamiento en cuanto al desempeño de los 

animales en el reflejo de presión, lo cual una vez más indicó la falta de relación entre la 

fuerza muscular y el tiempo de inmovilidad en el TST. Por el contrario, los resultados 

avalaron la relación de los bajos niveles cerebrales de DA con la presencia de sintomatología 

tipo depresivo.  

Se ha descrito que una reducción de la concentración cerebral de DA en época neonatal en 

ratas se asocia a largo plazo con un comportamiento tipo hiperactivo (Lai et al., 2018; Ogata 

et al., 2019). Por dicho motivo el tratamiento con GBR 12909 se prolongó tres días tras la 

evaluación del TST, a fin de investigar los efectos del aumento de concentración de DA desde 

p10 hasta p17 sobre la hiperactividad observada a p37. Sin embargo, esta actuación no fue 

suficiente para evitar el desarrollo de la sintomatología hiperactiva encontrada un mes 

después del daño. Por tanto, aumentar los niveles de DA que se encontraron disminuidos 

una semana después del infarto no fue suficiente para evitar la desregulación encontrada 

posteriormente, asociada con el comportamiento hiperactivo de los animales lesionados.  

A modo de resumen, asociado a la isquemia se encontró un comportamiento tipo depresivo 

una semana después del daño que, por el contrario, pasó a ser de tipo hiperactivo cuando 

este se analizó un mes después del infarto. De manera subyacente el principal 

neurotransmisor implicado en ambos casos fue la DA, encontrándose disminuida una 

semana después del daño, en relación al comportamiento tipo depresivo, pero aumentada 

al mes, asociada al comportamiento tipo hiperactivo. Adicionalmente y en correlación a lo 

anterior, a p14 la densidad de neuronas dopaminérgicas en el VTA fue menor en los 

animales infartados sin existir diferencias en cuanto al tamaño del núcleo. Por el contrario, 

no se encontraron diferencias en cuanto a la densidad de estas, aunque el tamaño del VTA a 

p37 no se normalizó, denotando un menor número total de neuronas dopaminérgicas a 

ambas edades. A ambas edades se comprobó una menor expresión de DAT, que puede 
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relacionarse con la disminución del número de neuronas DA, pero también parece ser 

secundaria a una alteración de la síntesis del receptor DAT. Así, a p14, pese al descenso de 

DAT, la intensa pérdida de neuronas DA conduciría globalmente a la disminución de la 

concentración de DA, y con ello del comportamiento depresivo. A p37, en cambio la 

persistencia de una baja expresión de DAT con un número y actividad de las neuronas DA 

parcialmente recuperado, resultaría en el aumento de la concentración de DA, y con ello del 

comportamiento hiperactivo. 

Cabe destacar la importancia de los datos aquí descritos, los cuales confirmaron la aparición 

de trastornos del estado de ánimo en asociación al PAIS. De gran relevancia es el hecho de 

que estos trastornos variaron dependiendo del punto temporal de observación de los 

mismos, siendo ya apreciables a corto plazo (una semana después del daño). Esto recalca la 

importancia de llevar a cabo un control exhaustivo de estos pacientes, a fin de diagnosticar 

la aparición de estas alteraciones correctamente y a la mayor brevedad posible, dada su 

determinante implicación en una mejor recuperación y desarrollo de los afectados por esta 

patología y sus familiares o cuidadores (Álvarez-García et al., 2022; Wu et al., 2017). Es 

importante mantener un control prolongado sobre las alteraciones del estado de ánimo que 

se puedan encontrar en los pacientes puesto que, como sugiere este estudio, estas pueden 

variar a lo largo del tiempo. Como se ha mencionado previamente, la PSD afecta a la 

capacidad de recuperación funcional de los adultos afectados (Dafer et al., 2008; Das & G K, 

2018; Dong et al., 2022; G. Li et al., 2021; Robinson & Jorge, 2016). Sería preocupante que 

fuera el mismo caso en los niños supervivientes a una PAIS. En ese sentido, son muy 

destacables los resultados obtenidos con el GBR 12909.  

Aunque el fármaco no tuvo efecto neuroprotector ni evitó las secuelas motoras a largo plazo, 

los animales con PAIS que recibían el fármaco una semana después del daño mostraron 

resultados similares a los controles en la geotaxia inversa y el test de agarre. Estos 

resultados abren la posibilidad de una implicación de los niveles de DA, y el estado 

motivacional con la que estos se asocian ampliamente (Berke, 2018; Love, 2014; Volkow 

et al., 2017), a la hora de realizar los test neuroconductuales. Por un lado, esto podría 

implicar que parte del déficit motor encontrado en pacientes sobrevivientes a un PAIS 

estuviera interferido por un estado depresivo. Por otro, dada la falta de efectos del GBR 

12909 sobre los resultados motores a largo plazo, que la suspensión del tratamiento y por 

tanto la posible reaparición de sintomatología depresiva, podría afectar la capacidad de 

recuperación. Estos extremos, de enorme interés, exigen una investigación específica.  

Finalmente, otro de los puntos clave de este estudio reside en el hecho de las alteraciones 

subyacentes descritas. El hecho de conocer los neurotransmisores y las células 

principalmente dañados en este modelo podría resultar de gran interés clínico, puesto que 

saber sobe qué aspecto concreto de la fisiopatología es más conveniente actuar es altamente 

deseable y beneficioso para la elección del tratamiento correcto. En este sentido, la DA ha 

cobrado una mayor importancia en cuanto a los trastornos del estado de ánimo posteriores 

al stroke (Kim et al., 2013; Sami & Faruqui, 2015). Al encontrar alterado este sistema 

dopaminérgico en nuestro modelo, parece de gran interés el uso de fármacos que actúen 

sobre esta vía para tratar estos trastornos.  
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Efecto neuroprotector del CBD en el daño isquémico  

A fin de comprobar la reproducibilidad en cuanto a la forma de administración y la 

consecuente eficacia del CBD en este modelo de PAIS en rata, se comprobó el efecto de este 

fármaco sobre los daños típicamente asociados a la isquemia y descritos previamente en 

este modelo. Para ello, se utilizó una dosis de 5mg/Kg en una única administración vía 

intraperitoneal 30 minutos después de producirse la reperfusión del flujo sanguíneo, según 

lo descrito previamente por nuestro grupo (Ceprián et al., 2017).  

Respecto al daño histológico a nivel macroscópico, mediante la técnica de MRI se observó 

una reducción en el porcentaje de volumen de lesión asociada al tratamiento con CBD una 

semana después de causar el daño isquémico. Este efecto se ha descrito previamente, tanto 

en el modelo de PAIS como en otros modelos de daño cerebral adquirido perinatal (Ceprián 

et al., 2017; Del Pozo-Sanz, 2021; Pazos et al., 2012). También en relación al daño 

histológico, pero en esta ocasión a nivel microscópico, se comprobó el efecto del CBD en 

cuanto a la muerte celular, analizando ésta en la zona perilesional mediante la técnica de 

TUNEL, de nuevo una semana después del infarto. Como ya se ha mencionado, la 

recuperación de esta zona de perilesión es el objetivo en el que se centran principalmente 

las estrategias farmacológicas actuales (Glushakova et al., 2017; Z. Li et al., 2016; Woodruff 

et al., 2011). En este sentido, se encontró una reducción de esta muerte celular en el grupo 

tratado con CBD, poniendo de manifiesto su eficacia en esta característica de la patología 

del PAIS. Esta eficacia en cuanto a paliar la muerte celular también ha sido previamente 

probada, tanto en este modelo como en otros modelos de daño perinatal (Barata et al., 2019; 

Ceprián et al., 2017; Martínez-Orgado et al., 2021; Pazos et al., 2012). El CBD fue, por tanto, 

capaz de actuar sobre la muerte celular en una zona determinante para una mejor 

recuperación de este daño como es la perilesión isquémica, mostrando su elevado potencial 

terapéutico (Martínez-Orgado et al., 2021). 

Finalmente, a nivel neuroconductual, el CBD mostró efecto neuroprotector una semana 

después del daño en ambos reflejos comprobados y asociados a la función motora, ya que el 

grupo tratado obtuvo mejores resultados que aquel tratado con vehículo. Este efecto fue 

confirmado un mes después del daño, cuando el CBD fue capaz de evitar la hemiparesia 

asociada al PAIS. Una vez más, este efecto beneficioso sobre la funcionalidad motora estaba 

en consonancia a lo descrito previamente en la bibliografía en relación a la eficacia de este 

cannabinoide en modelos de daño cerebral adquirido neonatal (Ceprián et al., 2017; Del 

Pozo-Sanz, 2021; Pazos et al., 2012). 

La comprobación de estos efectos permitió asumir que el CBD, administrado a la dosis y en 

el momento utilizados, mostraba eficacia terapéutica.  

Efecto del CBD sobre el estado de ánimo tras PAIS 

Efectos sobre el cuadro depresivo 

Dado que se confirmó la eficacia neuroprotectora del CBD, se pudo continuar con el estudio 

de la posible utilidad de este fármaco en las alteraciones del estado de ánimo 
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secundariamente al PAIS. La eficacia del CBD en este sentido se ha demostrado en 

trastornos psiquiátricos y del estado de ánimo (Campos et al., 2012; Crippa et al., 2018; 

García-Gutiérrez et al., 2020), pero no había sido estudiada previamente en relación a este 

modelo.  

En primer lugar, una semana después de la lesión no se encontró ningún efecto de la 

administración de CBD sobre los resultados del TST. Los animales tratados con este fármaco 

mostraron un tiempo de inmovilidad aumentado respecto al grupo control y similar al 

descrito en el grupo tratado con vehículo. Por tanto, el CBD no tuvo efecto protector en lo 

relativo a la sintomatología depresiva encontrada a esta edad en nuestro modelo. Un estudio 

previó en ratones indicó que el tratamiento con CBD no mostró propiedades antidepresivas 

en el TST, pero sí en el FST, achacándolo al menor estrés que implica el primero y, por tanto, 

los distintos mecanismos que subyacen a cada uno (El-Alfy et al., 2010).  

Tras lo encontrado en las pruebas neuroconductuales, se analizaron los niveles de los 

neurotransmisores que previamente se habían mostrado alterados en asociación al daño 

isquémico. El CBD evitó el aumento de los niveles de NA, ya que los animales pertenecientes 

al grupo tratado con este cannabinoide contaban con una menor concentración de NA que 

aquellos tratados con vehículo, lo que corroboraría el efecto neuroprotector del CBD en este 

sentido. Se ha descrito como una disminución de la concentración de NA se asocia con un 

menor daño relativo al infarto, un mejor pronóstico y menor mortalidad (Phelan et al., 

2015). Sin embargo, el CBD no fue capaz de mostrar ningún efecto en lo relativo a los niveles 

reducidos de DA encontrados en asociación a la lesión isquémica. En nuestro estudio, el 

grupo tratado con CBD también mostró una concentración de DA menor que la del grupo 

control y similar a los encontrados en el grupo tratado con vehículo. Esta falta de efecto por 

parte del fármaco en cuanto a los niveles del neurotransmisor estaba en consonancia con lo 

hallado en las pruebas neuroconductuales, en las que como ya se ha mencionado tampoco 

se encontró eficacia alguna del CBD.  Por tanto, a pesar de su marcado y prometedor carácter 

antidepresivo, el CBD no fue capaz de paliar el descenso de la concentración de DA, 

manteniéndose por tanto la sintomatología depresiva asociada. 

También una semana después del daño se analizaron las neuronas dopaminérgicas del VTA. 

Se encontró que, en consonancia con lo observado en cuanto a las pruebas 

neuroconductuales y los niveles de DA, el CBD no fue capaz de mostrar efecto 

neuroprotector sobre la reducción de la densidad de estas células. El grupo al que se le 

administró el tratamiento con CBD mostró una densidad reducida de neuronas 

dopaminérgicas respecto al grupo control, sin verse alterado el tamaño del VTA de igual 

forma que la comprobado en cuanto al grupo tratado con vehículo. Pese a que, como ya se 

ha comentado y encontrado en la bibliografía, el CBD fue capaz de reducir la muerte celular 

en la zona de perilesión (Barata et al., 2019; Ceprián et al., 2017; Martínez-Orgado et al., 

2021; Pazos et al., 2012), este efecto neuroprotector no fue suficiente para evitar la pérdida 

de células dopaminérgicas en el VTA en nuestro modelo. El CBD sí protege estas neuronas 

dopaminérgicas en modelos de enfermedad de Parkinson en la que el daño se induce 

mediante estrés oxidativo (Giuliano et al., 2021; Lastres-Becker et al., 2005; Patricio et al., 

2020), pero no en modelos de Parkinson basados en la alteración mitocondrial(Celorrio 

et al., 2017). Es preciso tener en cuenta que estos modelos se realizaron en animales 
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adultos, mientras que el nuestro reprodujo la patología de un cerebro inmaduro, 

especialmente susceptible al estrés oxidativo (Martinez-Biarge et al., 2019; Martínez-

Orgado et al., 2007, 2021). Es posible que el daño oxidativo sobre estas células tan 

susceptibles fuera demasiado grave como para que el demostrado efecto antioxidante del 

CBD tras PAIS en ratas neonatas (Ceprián Costoso, 2019; Ceprián et al., 2017) pudiera evitar 

la muerte de dichas neuronas dopaminérgicas.  

En consonancia, el CBD tampoco fue capaz de evitar la reducción de los niveles de expresión 

de DAT tras el PAIS, ya que la destrucción de las neuronas dopaminérgicas conlleva la 

pérdida de este receptor presináptico (Chinta & Andersen, 2005; Pamies et al., 2022; 

Patricio et al., 2020). 

A pesar de que el efecto antidepresivo del CBD ha sido ampliamente documentado en la 

bibliografía, generalmente estos estudios utilizan dosis más altas y/o prolongadas en el 

tiempo que la aquí citada (García et al., 2011; Giuliano et al., 2021; Lastres-Becker et al., 

2005; Patricio et al., 2020), asociando dicho efecto antidepresivo a su actuación sobre el 

sistema serotoninérgico (García-Gutiérrez et al., 2020; Melas et al., 2021; Sales et al., 2018), 

mientras que el CBD muestra muy poca capacidad para inhibir la recaptación de DA(Patricio 

et al., 2020). Es importante destacar que, en nuestro caso, el CBD se administró en dosis 

única tras la inducción del PAIS, es decir, varios días antes de la evaluación, por lo que en 

ese momento ya no era esperable que persistieran niveles terapéuticos de CBD en sangre o 

cerebro (Pazos et al., 2012). Aunque existen trabajos que indican el efecto antidepresivo del 

CBD, incluso mostrando un efecto sostenido en el tiempo cuando este se aplicó una semana 

antes de realizar las pruebas conductuales (Sales et al., 2019), esta eficacia se comprobó 

utilizando una dosis más elevadas que la mencionada en este trabajo y en animales adultos 

que no presentaban patologías subyacentes. La eficacia del CBD en cuanto a los trastornos 

del estado de ánimo depende en gran medida de la forma de administración así como de la 

edad de los animales en el momento del tratamiento (García-Gutiérrez et al., 2020).  

En nuestro caso, se trataba más bien de estudiar si el efecto neuroprotector del CBD era 

capaz de evitar el desarrollo del cuadro tipo depresivo. Al no existir estudios previos en la 

literatura en relación con el desarrollo de un cuadro depresivo tras PAIS, no hay tampoco 

antecedentes sobre el posible papel de otros neuroprotectores en este sentido. En cualquier 

caso, probablemente un tratamiento crónico o subcrónico de CBD podría ser más efectivo 

en cuanto a la protección del sistema dopaminérgico. Por ejemplo, la administración de 

eritropoyetina a dosis altas durante tres días seguidos tras la inducción de un daño 

hipóxico-isquémico en ratas recién nacidas protege las neuronas dopaminérgicas 

mesolímbicas y evita las alteraciones motoras y cognitivas resultantes (McPherson & Juul, 

2008) 

Efectos sobre el cuadro hiperactivo 

Por otro lado, un mes después de la isquemia en el apartado neuroconductual el CBD sí 

mostró efectos sobre las alteraciones encontradas. El tratamiento con CBD no modificó el 

tiempo de inmovilidad encontrado en asociación al PAIS; sin embargo, logró reducir el 

tiempo dedicado a trepar respecto a lo observado en el tratado con vehículo, de modo que 

el tiempo dedicado a trepar fue similar al del grupo control. La reducción del tiempo de 
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inmovilidad en el FST con la administración de CBD se asocia con un efecto antidepresivo, 

es decir, ocurre  cuando los animales muestran un comportamiento depresivo manifestado 

por un aumento del tiempo de inmovilidad (El-Alfy et al., 2010; Sartim et al., 2021). Es por 

ello por lo que es explicable que el CBD no fuera capaz de modificar el tiempo de inmovilidad 

(comportamiento tipo flotar) en nuestro modelo, ya que éste estaba reducido tras el PAIS. 

Sin embargo, sí se ha descrito que el CBD es capaz de aumentar el tiempo de inmovilidad 

previamente reducido por el uso de fluoxetina (Maciel et al., 2021). El no haber encontrado 

este aumento en nuestro estudio podría explicarse por el hecho de que los efectos de la 

fluoxetina se relacionan con el sistema serotoninérgico (Micheli et al., 2018; Pei et al., 2016; 

Wagner, 2015), en el que no encontramos alteraciones en nuestro modelo. Precisamente, 

en el FST el comportamiento natatorio y su ausencia se relacionan con el sistema 

serotoninérgico, mientras que los comportamientos tipo trepar se relacionan más con el 

sistema dopaminérgico (Slattery & Cryan, 2012). . Respecto a lo observado en el OFT, de 

nuevo el grupo tratado con CBD obtuvo unos valores normales, similares a los del grupo 

control, tanto en lo relativo a la distancia recorrida como al número de entradas al centro 

del terreno. Estos resultados fueron en consonancia con lo descrito en la bibliografía en 

cuanto a los efectos del CBD reduciendo la hiperactividad (Khan et al., 2020; Ledesma et al., 

2021; Samarut et al., 2019). 

En cuanto a las alteraciones encontradas en los niveles de DA un mes después de la lesión, 

el CBD fue capaz de evitar la elevación de la concentración observada tras el PAIS; hasta 

llevarla a valores similares a los del grupo control. La activación de CB2, que está 

involucrado en los efectos neuroprotectores de CBD en el cerebro inmaduro(Martínez-

Orgado et al., 2021) inhibe el disparo neuronal de DA en el VTA (Martínez-Orgado et al., 

2021; Zhang et al., 2014). El CBD  es capaz de revertir algunos de los efectos ocasionados 

por la cocaína (la cual causa un aumento de DA), como por ejemplo la hiperlocomoción 

asociada a esta sustancia (Ledesma et al., 2021). Sin embargo, estos efectos directos de CBD 

sobre la liberación de DA son poco probables en nuestro modelo, ya que el CBD se 

administró un mes antes.  

En cuanto al efecto del CBD en el daño histológico observado a esta edad, el CBD no sólo 

preservó la recuperación de la densidad de neuronas DA en el VTA, sino que también evitó 

la pérdida de tamaño del núcleo, de modo que el área del VTA fue similar a los controles en 

los animales tratados con CBD, y superior al de los tratados con vehículo. Ambos datos 

apuntan a una normalización del número total de las neuronas dopaminérgicas. Teniendo 

en cuenta que a p14 el CBD no había evitado la reducción del número de neuronas DA tras 

el PAIS, este dato sugiere que el CBD tuvo un efecto protector sobre la regeneración de estas 

neuronas tras el daño. El efecto protector del CBD sobre la neurorregeneración está 

ampliamente descrito o en la literatura (Ceprián et al., 2019; García-Gutiérrez et al., 2020; 

F. Navarrete et al., 2021; Watt & Karl, 2017). Logra además una correcta actividad de estas 

neuronas, ya que este mayor tamaño del núcleo respecto al grupo tratado con vehículo no 

se correspondió con una mayor cantidad de DA. 

A esta edad, el CBD también mostró eficacia a la hora de evitar la reducción de la expresión 

del receptor DAT, puesto que los valores del grupo tratado con CBD fueron similares a 

aquellos del grupo control y superiores a los del grupo tratado con vehículo. Es evidente que 
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la normalización del número de neuronas DA influiría en la normalización de la presencia 

de DAT, ya que éste se encontraría en los terminales presinápticos de las neuronas que se 

generen (García-Gutiérrez et al., 2020; F. Navarrete et al., 2021; Palermo & Ceravolo, 2019; 

Watt & Karl, 2017).  No obstante, ya se ha comentado previamente que los datos obtenidos 

en los animales con PAIS sin tratamiento sugieren que también exista una alteración en las 

vías de síntesis del transportador. Si ese fuera el caso, el CBD también podría extender su 

efecto protector a la preservación de dichas vías. Este aspecto, sin embargo, no puede 

responderse en el presente estudio.  

En cualquier caso, el hecho de que aumenten los niveles de DAT hasta asemejarse a los del 

grupo control, a su vez, explicaría la normalización de los niveles de DA, puesto que la 

recaptación se produciría en condiciones normales. Como ya se ha mencionado, la 

deficiencia en los niveles de DAT se asocia a comportamientos de tipo hiperactivo o 

impulsivo, por tanto parece coherente que la normalización de la expresión de este receptor 

en nuestro estudio se asocie con una normalización del comportamiento de estos animales 

tratados con CBD (Salatino-Oliveira et al., 2018). 

Tomando todos estos datos obtenidos un mes después de la lesión en conjunto, se puede 

apreciar como el CBD fue capaz de preservar el tamaño del VTA a pesar de la lesión 

isquémica. Este efecto, adicionalmente, se correspondió con una mejor funcionalidad de 

estas neuronas dopaminérgicas, puesto que los niveles de DA encontrados fueron menores 

en el grupo de animales tratados con CBD que en aquel tratado con vehículo, en el que los 

niveles de dicho neurotransmisor estaban aberrantemente aumentados. La normalización 

de los niveles de DA por parte del CBD se tradujo en un comportamiento en concordancia, 

ya que en el FST se redujo el comportamiento de tipo trepar, asociado a la vía 

catecolaminérgica, así como la hiperactividad en el OFT. 

A modo de resumen, el CBD no fue capaz de evitar las alteraciones del estado de ánimo tipo 

depresivo una semana después del daño, obteniendo resultados similares a los del grupo 

tratado con vehículo en cuanto a las pruebas neuroconductuales, a los niveles de DA (si bien 

redujo los de NA) y al daño histológico en el VTA. No obstante, este cannabinoide si fue eficaz 

para evitar las alteraciones del estado de ánimo tipo hiperactivo encontradas un mes 

después del daño. Redujo el comportamiento hiperactivo encontrado en las pruebas 

conductuales y, en consonancia, los niveles de DA respecto al grupo tratado con vehículo. 

Adicionalmente, evitó la pérdida de tamaño del VTA provocada por la lesión isquémica sin 

que esto implicase un aumento en los niveles de DA, significando una funcionalidad 

normalizada de las neuronas dopaminérgicas presentes en este núcleo  

Efecto del VCE-004.8 en el daño isquémico  

Debido a que el CBD no consiguió una eficacia completa sobre las alteraciones analizadas, 

se planteó estudiar la eficacia de un derivado del CBD que potenciara alguna de sus 

propiedades neuroprotectoras. Se eligió el cannabinoides sintético VCE-004.8, ya que ésta 

modificación de la molécula de CBD consigue potenciar sus efectos antiinflamatorios al 

conseguir la activación directa tanto de CB2 como de PPAR-γ (del Río et al., 2016; García-

Martín et al., 2021; C. Navarrete et al., 2020). La inflamación es un elemento importante del 
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daño cerebral secundario a PAIS (Ceprián Costoso, 2019; Ceprián et al., 2017) y también 

está implicado en las alteraciones cerebrales que subyacen a la depresión (Beurel et al., 

2020; Colasanto et al., 2020; Kiecolt-Glaser et al., 2015). Además, el VCE-004.8 también 

muestra un potente perfil antioxidante (Burgaz et al., 2021; García-Martín et al., 2021; C. 

Navarrete et al., 2020), aspecto que como ya se ha explicado es de sumo interés en el caso 

del PAIS.  

Una vez más, inicialmente fue necesario demostrar la eficacia protectora de este fármaco 

frente a los daños típicamente asociados al infarto cerebral isquémico, a fin de concluir si el 

uso del VCE-004.8 podía resultar una buena estrategia terapéutica. 

El VCE-004.8logró reducir el volumen de daño analizado mediante MRI una semana después 

del infarto. Este cannabinoide sintético ha probado previamente su eficacia en diferentes 

modelos de daño neurológico (Burgaz et al., 2021; C. Navarrete et al., 2018, 2020); sin 

embargo, hasta nuestro estudio no se había analizado previamente el efecto del mismo 

mediante técnicas de MRI. Cuantitativamente, el efecto del VCE-004.8 fue similar al 

observado con el CBD en este estudio y en otros previos (Ceprián et al., 2017; Del Pozo-Sanz, 

2021; Pazos et al., 2012). 

En cuanto al análisis microscópico del tejido mediante la técnica de TUNEL, también se 

comprobó la eficacia del VCE-004.8, puesto que el grupo tratado con éste mostró un nivel 

de muerte celular similar al grupo control una semana después del daño isquémico. 

También en este caso, el efecto del VCE-004.8 fue similar en términos cuantitativos al 

observado tras la administración de CBD en este estudios y otros (Barata et al., 2019; 

Ceprián et al., 2017; Pazos et al., 2012; Poignet et al., 1992). 

En lo referente a las pruebas neuroconductuales, el tratamiento con VCE-004.8 mostró 

también un efecto neuroprotector  similar al observado con el CBD en este estudio y otros 

previos (Ceprián et al., 2017; Del Pozo-Sanz, 2021; Pazos et al., 2012), tanto en las pruebas 

realizadas a medio a plazo como a largo plazo. La única excepción fue el test del agarre, en 

el que los resultados en animales con PAIS tratados con VCE-004.8 no alcanzaron una 

diferencia estadísticamente significativa respecto a los animales control. La ausencia de 

efecto en un test tan concreto, contradiciendo el resto de resultados, sugiere la existencia 

de alguna dificultad técnica en alguna de las evaluaciones de estos animales o la necesidad 

de incrementar el tamaño muestral para esa prueba en concreto. El VCE-004.8 ya ha 

demostrado su eficacia evitando la aparición de hemiparesia, según se estudia mediante el 

test del cilindro, en modelos de Parkinson (Burgaz et al., 2021). 

En resumen, el VCE-004.8 mostró un potente efecto neuroprotector, similar al observado y 

descrito para el CBD (Barata et al., 2019; Ceprián et al., 2017; Del Pozo-Sanz, 2021; 

Martínez-Orgado et al., 2021; Pazos et al., 2012). No fue posible demostrar una potenciación 

de los efectos neuroprotectores del CBD tras la transformación de su molécula, debido a que 

el CBD consiguió una eficacia cercana al 100% en la mayoría de las pruebas. En el caso del 

volumen de infarto, el hecho de que el VCE-004.8 se administrara a posteriori de la inducción 

de la lesión puede representar para esta molécula la misma limitación que para el CBD, esto 

es, que la acción neuroprotectora se inicie cuando la lesión de la zona del núcleo del infarto 

ya está desarrollada.  
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Efecto del VCE-004.8 en el estado de ánimo 

Como ya se ha mencionado, este fármaco tiene especial interés por su potente efecto 

antiinflamatorio y su reducción del estrés oxidativo, pero también por haber demostrado 

previamente su eficacia en modelos que implicaron una alteración del sistema 

dopaminérgico (Burgaz et al., 2021). 

Evaluando el comportamiento relativo a los trastornos del estado anímico una semana 

después del daño se encontró cómo, al igual que el CBD, el VCE-004.8 no fue capaz de evitar 

el comportamiento tipo depresivo. Es decir, que la potenciación de la actividad 

antiinflamatoria no mejoró los resultados obtenidos con CBD. No hay referencias en la 

bibliografía que describan la eficacia de este cannabinoide en este sentido.  Sin embargo, 

tanto CBD como VCE-004.8 han demostrado efectos protectores sobre las neuronas 

dopaminérgicas en otros paradigmas de daño cerebral (Burgaz et al., 2021; Giuliano et al., 

2021; Lastres-Becker et al., 2005; Patricio et al., 2020), basados en su potente efecto 

antioxidante y antinflamatorio. Estos datos sugieren que las neuronas dopaminérgicas del 

animal inmaduro podrían ser tan especialmente vulnerables a ambos factores que ni 

siquiera CBD o VCE-004.8 serían capaces de evitar su daño inicial. También es posible que 

esta gran susceptibilidad implique que las neuronas dopaminérgicas sean dañadas en los 

primeros momentos del daño isquémico, antes de que los tratamientos fueran 

administrados, de modo que igual que CBD y VCE-004.8 no evitaron completamente la 

aparición de una zona de infarto, no habrían podido evitar una destrucción tan precoz de 

las esas neuronas. Pero también sería posible la existencia de otros mecanismos, 

independientes de los dos citados, que conduzcan a la muerte de estas neuronas específicas. 

Estos aspectos son, indudablemente, merecedores de futuros estudios.  

Un mes después de la lesión, en el OFT, se encontró una reversión del comportamiento 

patológico asociado al PAIS en los animales tratados con VCE-004.8. Los animales tratados 

con este cannabinoide recorrieron una menor distancia y entraron un menor número de 

veces al centro de la arena, equiparando ambos valores al grupo control. Estos resultados 

también fueron similares a los obtenidos tras la administración de CBD, e indican que el 

efecto neuroprotector del VCE-004.8 también tuvo como resultado la prevención del 

desarrollo del comportamiento hiperactivo a largo plazo. Sin embargo, y a diferencia de lo 

observado con CBD, en el FST el tratamiento con VCE-004.8 no modificó el comportamiento 

tipo trepar observado tras el PAIS, y que se adscribe a un comportamiento hiperactivo. 

Aunque el desempeño de los animales en ambas pruebas neuroconductuales no tiene por 

qué estar relacionado (Unal & Canbeyli, 2019), también en este caso la aparente 

contradicción entre los resultados de FST y OFT pueden sugerir problemas metodológicos. 

Pero también abren la posibilidad de que la transformación de la molécula de CBD, aunque 

potencie los efectos antiinflamatorios, pudiera menoscabar otro tipo de acciones 

beneficiosas del CBD. Este aspecto, que excede los límites de este proyecto de Tesis, exigiría 

un estudio comparativo de ambos fármacos en diferentes paradigmas de daño cerebral.  
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Visión integrada de los diferentes tratamientos 

Por tanto, reuniendo el conocimiento adquirido a través del análisis del propio modelo, así 

como de los distintos tratamientos, se pueden obtener diferentes lecciones.  

El hecho de que, asociado al daño isquémico, se hallara un comportamiento tipo depresivo 

una semana después de la lesión en relación con un descenso en los niveles de DA, de las 

neuronas dopaminérgicas del VTA y de la expresión de DAT, que dos estrategias 

terapéuticas con un marcado carácter neuroprotector como son el CBD y el VCE-004.8 no 

fueron capaces de revertir, dan a entender que estos tratamientos no fueron suficientes 

para prevenir la muerte de las neuronas dopaminérgicas, especialmente vulnerables a este 

daño. Por tanto, a pesar de estas estrategias terapéuticas, una semana después del daño las 

neuronas dopaminérgicas del VTA continuarían estando disminuidas y por tanto también 

los niveles de DA que estas sintetizan y los receptores DAT presentes en sus terminales 

presinápticos. Por otro lado, un aumento de la cantidad de DA disponible, producido 

mediante la administración de GBR 12909 contrarrestó la sintomatología depresiva en p14 

asociada al daño, confirmando la implicación de esta reducción de los niveles de DA en el 

comportamiento tipo depresivo de los animales lesionado, puesto que únicamente con el 

aumento de esta, sin una neuroprotección asociada a este inhibidor de la recaptación, se 

evitó esta alteración del estado de ánimo. Los resultados con los neuroprotectores avalan 

de alguna manera lo discutido previamente, en el sentido de que el estado tipo depresivo 

tras el PAIS pudiera influir en el rendimiento motor evaluado. Así, tratamientos 

neuroprotectores que normalizaron el rendimiento funcional a largo plazo mostraron unos 

resultados mucho más pobres en los estudios a medio plazo, asociado a su ausencia de 

efecto antidepresivo. Sin embargo, un fármaco con efecto antidepresivo sí consiguió 

normalizar el rendimiento funcional en ese momento, de manera superior a la de los 

neuroprotectores, sin ningún beneficio a largo plazo. De extrapolarse estos datos a la clínica, 

representaría un punto de enorme interés tanto para mejorar la recuperación de los niños 

afectados como para evitar interpretaciones erróneas del estado funcional del niño, que 

podrían ensombrecer sesgadamente su pronóstico. 

Por otro lado, los tratamientos neuroprotectores (CBD y VCE-004.8) fueron capaces de 

mostrar eficacia a la hora de revertir la sintomatología hiperactiva encontrada un mes 

después de la lesión. Los datos obtenidos relativos al tratamiento con CBD dieron a entender 

que estos tratamientos fueron capaces de proteger la regeneración de las neuronas 

dopaminérgicas, puesto que el número de estas un mes después del daño se encontró 

normalizado. La normalización del número de neuronas dopaminérgicas se acompañó de 

una normalización también en cuanto a la expresión de DAT, presente en los terminales 

presinápticos de estas neuronas. Este aumento en la expresión de DAT que logró el 

tratamiento, puesto que en los animales lesionados se encontró reducido, estaría también 

relacionado con la normalización en los niveles de DA encontrada en relación con el 

tratamiento. Al aumentar los niveles de DAT hasta igualarse con el grupo control, se 

produciría una mayor recaptación de DA, por tanto, se evitaría el aumento de los niveles de 

dicho neurotransmisor encontrado a esta edad en los animales lesionados tratados con 

vehículo. Todo ello justificaría la eficacia de estos tratamientos en cuanto al 

comportamiento hiperactivo encontrado a esta edad. El tratamiento con GBR 12909 no 
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evitó la presencia de este tipo de comportamiento hiperactivo un mes después de la lesión, 

indicando que únicamente actuar sobre los niveles de DA cuando estos se encontraron 

reducidos no fue suficiente para evitar la descompensación del sistema, sino que fue 

necesario un efecto neuroprotector para lograr revertir estas secuelas a largo plazo, así 

como los mecanismos subyacentes. 

Estos datos confirman la necesidad de emplear tratamiento neuroprotectores tras un PAIS. 

Pero también abren la posibilidad de utilidad de un tratamiento antidepresivo en una época 

tan sensible como la primera infancia. Sería necesario estudiar con más detalle la posible 

influencia de ese cuadro depresivo tras un PAIS en la capacidad de aprendizaje y de 

recuperación funcional, para confirmar así la importancia de dicho tratamiento 

antidepresivo. 
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 135 CONCLUSIONES 

Por tanto, las conclusiones de este trabajo fueron: 

1. El modelo de oclusión de la arteria cerebral media en ratas neonatas empleado en 

este trabajo reprodujo correctamente las consecuencias del infarto cerebral 

neonatal. El daño típico asociado a la isquemia se comprobó mediante: 

a. Imagen de Resonancia Magnética. Obteniendo un porcentaje de volumen de 

lesión que se mantuvo en el tiempo y fue similar al encontrado previamente 

en este modelo y en la clínica.  

b. Técnicas neuroconductuales, tanto a corto como a largo plazo que revelaron 

alteraciones motoras características de este daño. 

c. La técnica de TUNEL, en la cual se comprobó un aumento de la muerte 

celular en la zona perilesional. 

 

2. El daño cerebral isquémico condujo en los animales afectados a alteraciones del 

estado de ánimo tanto a corto como a largo plazo. 

a. A corto plazo se halló un comportamiento tipo depresivo.  

b. A largo plazo de halló un comportamiento tipo hiperactivo.   

 

3. Los mecanismos por los que se produjeron estas alteraciones del estado de ánimo 

asociadas al modelo tanto a corto como a largo plazo fueron los siguientes:  

a. A corto plazo se produjo una disminución de los niveles de dopamina, así 

como del número de neuronas dopaminérgicas en el área tegmental ventral 

y de la expresión del transportador de dopamina. Esto explicaría la 

sintomatología tipo depresiva encontrada. 

b. En consonancia, la administración del inhibidor de la recaptación de 

dopamina GBR 12909 evitó la presencia del comportamiento tipo depresivo. 

c. A largo plazo se produjo un aumento de los niveles de dopamina pese a la 

persistencia de una disminución del número total de neuronas 

dopaminérgicas en el área tegmental ventral y de la expresión del 

trasportador de dopamina. Esto podría explicar la sintomatología tipo 

hiperactiva encontrada. 

d. En este caso, la administración de GBR 12909 alrededor de p14 no tuvo 

consecuencias sobre el desarrollo de alteraciones del estado de ánimo de 

tipo hiperactivo a largo plazo. 

 

4. El tratamiento con cannabidiol tuvo un efecto diverso sobre las alteraciones del 

estado de ánimo encontradas en asociación al modelo. 

a. A corto plazo el cannabidiol no fue capaz de mostrar efecto sobre el 

comportamiento tipo depresivo observado a esta edad. 

b. A largo plazo el cannabidiol sí mostró eficacia en cuando a la reducción del 

comportamiento hiperactivo observado a esta edad. 

 

5. Los mecanismos por los que el cannabidiol produjo su efecto sobre las alteraciones 

del estado de ánimo fueron los siguientes:  
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a. El cannabidiol no fue capaz de preservar las neuronas dopaminérgicas una 

semana después del daño. Por tanto, tampoco fue capaz de normalizar los 

niveles de dopamina ni del transportador de dopamina a esta edad. 

Pudiendo explicar esta falta de efecto la ausencia de eficacia del cannabidiol 

para tratar la sintomatología depresiva encontrada en este punto temporal. 

b. El cannabidiol fue capaz de proteger la regeneración de las neuronas 

dopaminérgicas, de modo que un mes después de la lesión, el número de 

estas neuronas estaba normalizado, al igual que los niveles de dopamina y 

del transportador de dopamina. Esta normalización del sistema 

dopaminérgico podría explicar la eficacia del cannabidiol sobre las 

alteraciones del estado de ánimo encontradas en este punto temporal. 

 

6. El cannabinoide VCE-004.8, administrado tras la inducción del daño, mostró un 

potente perfil neuroprotector, similar al del CBD 

 

7. El VCE-004.8 tuvo efectos diversos sobre las alteraciones del estado ánimo descritas 

en asociación al modelo. 

a. A corto plazo este fármaco no mostró eficacia sobre la sintomatología 

depresiva observada 

b. A largo plazo mostró eficacia reduciendo la hiperactividad encontrada en la 

prueba de campo abierto, pero no en la de natación forzada  

 

8. Los resultados de los distintos tratamiento sugieren que la presencia de un cuadro 

tipo depresivo a medio plazo tras un infarto cerebral podría ser un factor 

determinante en el rendimiento en las pruebas neurofuncionales de tipo motor. 
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Para el diseño experimental número 4 se utilizó un derivado sintético del CBD, el VCE-004.8 

(Emerald Health Pharmaceuticals) (VCE). En este caso, al ser la primera vez que se testaba 

este fármaco en este modelo, inicialmente se realizaron pruebas tanto de dosis como de 

ventana terapéutica. Para ello, los animales se distribuyeron de forma aleatoria en los 

siguientes grupos experimentales: 

SHAM: Animales no ocluidos tratados con vehículo. 

MCAO+VEH: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media 

tratados con vehículo. 

-Para la prueba de dosis (con múltiples dosis): 

MCAO+VCE 1: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media, 

tratados con 3 dosis de VCE, a los 30 minutos, 24 horas y 48 horas después de la lesión, a 

una dosis de 1 mg/Kg. 

MCAO+VCE 5: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media, 

tratados con 3 dosis de VCE, a los 30 minutos, 24 horas y 48 horas después de la lesión, a 

una dosis de 5 mg/Kg. 

MCAO+VCE 10: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral media, 

tratados con 3 dosis de VCE, a los 30 minutos, 24 horas y 48 horas después de la lesión, a 

una dosis de 10 mg/Kg. 

-Para la prueba de dosis (con una única dosis): 

MCAO+VCE 5SD: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral 

media, tratados con una única dosis de VCE a los 30 minutos después de la lesión y a una 

dosis de 5 mg/Kg. 

MVS10+VCE 10SD: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral 

media, tratados con una única dosis de VCE a los 30 minutos después de la lesión y a una 

dosis de 10 mg/Kg. 

-Para la prueba de ventana terapéutica: 

MCAO+VCE 18H: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral 

media, tratados con una única dosis de VCE a las 18 horas después de la lesión y a una dosis 

de 5 mg/Kg. 

MCAO+VCE 12H: Animales a los cuales se les practicó la oclusión de la arteria cerebral 

media, tratados con una única dosis de VCE a las 12 horas después de la lesión y a una dosis 

de 5 mg/Kg. 

Los animales fueron, en todos los casos, tratados vía intraperitoneal y con un volumen de 

100µl. Tanto en el grupo SHAM como en el grupo MCAO se administró un vehículo 

preparado de la misma forma que el fármaco a excepción de la presencia del mismo. Se 

administró el fármaco (VCE) a animales SHAM para comprobar un posible efecto de este. 

No se encontraron resultados que demuestren diferencias entre el grupo SHAM tratado con 

vehículo y aquel tratado con el fármaco, por lo que se consideró únicamente el grupo SHAM. 
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Tabla A. 1. Distribución de los grupos MCAO tratados con VCE según el tratamiento. 

 

Se obtuvieron los siguientes resultados.
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Figura A. 1. Porcentaje de volumen de lesión de los diferentes grupos analizados. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 5 a 95. # valor de p<0,05 respecto al grupo MCAO. (n=12-6). 

NOMBRE FÁRMACO 
VÍA DE 

ADMINISTRACIÓN 
DOSIS TIEMPO 

MCAO+VCE 1 VCE Intraperitoneal 1 mg/Kg 30 min, 24 h, 48 h 

MCAO+VCE 5 VCE Intraperitoneal 5 mg/Kg 30 min, 24 h, 48 h 

MCAO+VCE 10 VCE Intraperitoneal 10 mg/Kg 30 min, 24 h, 48 h 

MCAO+VCE 5SD VCE Intraperitoneal 5 mg/Kg 30 min 

MCAO+VCE 10SD VCE Intraperitoneal 10 mg/Kg 30 min 

MCAO+VCE 18H VCE Intraperitoneal 5 mg/Kg 18 h 

MCAO+VCE 12H VCE Intraperitoneal 5 mg/Kg 12 h 



 141 ANEXO 

SH
M

M
CAO+VEH

M
CAO+VCE 1

M
CAO+VCE 5

M
CAO+VCE 1

0

M
CAO+VCE 5

SD

M
CAO+VCE 1

0SD

M
CAO+VCE 1

8H

M
CAO+VCE 1

2H

0

5

10

15

S
e

g
u

n
d

o
s

*

GEOTAXIA

#

 

Figura A. 2. Segundos requeridos para realizar el test de geotaxia inversa. Mediana, rango 
intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor de p<0,05 respecto al grupo SHAM, # valor de p<0,05 respecto 
al grupo MCAO. (n=13-8). 
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Figura A. 3. Puntuación en el test de agarre. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor 
de p<0,05 respecto al grupo SHAM. (n=13-8). 
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Figura A. 4. Número de células TUNEL+. Mediana, rango intercuartílico y percentiles 5 a 95. * valor 
de p<0,05 respecto al grupo SHAM, # valor de p<0,05 respecto al grupo MCAO. (n=6-9). 

Ya que la administración múltiple de la dosis 5 mg/Kg mostró eficacia, bien parcial o total, 

en todos los parámetros analizados (a excepción del test de agarre) se propuso esta forma 

de administración como la más apropiada. 
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