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• 2-AG: 2-araquidonilglicerol 

• ACV: Accidente cerebrovascular 

• ADN: Ácido desoxirribonucleico 

• AEA: Anandamida 

• ARM: Angiografía de Resonancia 

Magnética 

• BDNF: Factor neurotrófico derivado 

del cerebro (del inglés, brain-

derived neurotrophic factor) 

• BHE: Barrera hematoencefálica 

• BPN: Nacimiento de bajo peso 

• BQ: Bioquímica 

• BW: Beam walking 

• CA: Anhidrasa carbónica (del inglés, 

carbonic anhidrase) 

• CB1: Receptor cannabinoide 1 

• CB2: Receptor cannabinoide 2 

• CBD: Cannabidiol 

• CC: Cuerpo calloso 

• CEs: Células endoteliales 

• CF: Citometría de flujo 

• CIR: Crecimiento intrauterino 

restringido 

• CKs: Citoquinas 

• CO: Monóxido de carbono 

• COX-2: Ciclooxigenasa 2 

• Cr: Creatina 

• CRT: Test del cilindro (del inglés, 

cylinder rear test) 

• CTX: Corteza 

• DCE: Imágenes dinámicas de 

contraste realzado (Dynamic 

Contrast Enhanced) 

• DVPH: Dilatación ventricular post-

hemorrágica 

• EBPN: Nacimientos de extremado 

bajo peso 

• EG: Edad gestacional 

• EHI: Encefalopatía hipóxico 

isquémica 

• FA: Ángulo de excitación (Flip 

Angle) 

• FOV: Campo de visión (Field of 

View) 

• FSC: Flujo sanguíneo cerebral 

• FSE: Eco de espín rápido (Fast Spin-

Echo) 

• FST: Test de la natación forzada (del 

inglés, forced swimming test) 

• Gd: Gadolinio 

• GDNF: Factor neurotrófico derivado 

de células gliales (del inglés, glial 

cell line-derived neurotrophic 

factor) 

• GE: Eminencia ganglionar (del 

inglés, Ganglionic eminence) 

• GFAP: proteína ácida fibrilar glial 

• Hb: Hemoglobina 

• HC: Hidrocefalia 

• HI: Hemisferio ipsilateral 

• HIC: Hemorragia intracraneal 

• HIV: Hemorragia intraventricular 

• H-MRS: Espectroscopía de 

resonancia magnética 

• HO-1: Hemo oxigenasa 1 

• HPLC: cromatografía líquida de alta 

eficacia (del inglés, high 



performance liquid 

chromatography) 

• HRP: Peroxidasa de rábano  

• IFN: Interferon 

• IHQ: Inmunohistoquímica 

• IL: Interleuquina 

• iNOS: Óxido nítrico sintasa 

inducible (del inglés, inducible nitric 

oxygen syntase) 

• IR: Inversión-recuperación 

• IRM: Imagen de Resonancia 

Magnética 

• Lac: Lactato 

• LC-MS: cromatografía de líquidos 

con espectrómetro de masas (del 

ingés, liquid chromatography–mass 

spectrometry) 

• LCR: Líquido cefalorraquídeo 

• MAC: Moléculas de adhesión 

celular 

• MB: Membrana basal 

• MBP: Proteína básica de mielina 

(del inglés, myelin basic protein) 

• MEC: Matriz extracelular 

• Mfsd2a: Major facilitator 

superfamily domain-containing 

protein 2 

• MG: Matriz germinal 

• MMP: Metaloproteasa 

• NA: Número de experimentos 

promediados (Number of Averages) 

• NAA: N-acetilaspartato 

• NAPE: N-acil-fosfatidiletanolamina 

• NFk-B: Factor nuclear kappa B (del 

inglés, nuclear factor kappa B) 

• NOR: Reconocimiento de objetos 

nuevo (del inglés, novel object 

recognition) 

• NrF-2: Factor 2 relacionado con el 

factor nuclear eritroide 2 (del 

inglés, nuclear factor erythroid-

derived 2-like 2) 

• NT: Neurotransmisor 

• OEA: Oleoiletanolamida 

• OMS: Organización mundial de la 

salud 

• PBS: Tampón fosfato salino (del 

inglés, phosphate-buffered saline) 

• PCI: Parálisis cerebral infantil 

• PCOH: Parálisis cerebral de origen 

hemorrágico 

• PDGF: factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (en inglés, 

platelet derived growth factor) 

• PE: Prematuro extremo 

• PEA: Palmitoiletanolamida 

• PEG: Pequeño para su edad 

gestacional 

• PIC: Presión intracraneal 

• PND: Postnatal (del inglés, 

postnatal day) 

• PPAR: Receptores activados por 

proliferadores peroxisomales (del 

inglés, peroxisome proliferator 

activated receptors) 

• RM: Resonancia magnética 

• RN: Recién nacido 



• ROS: Especias reactivas de oxígeno 

(del inglés, reactive oxygen species) 

• RT: Temperatura ambiente (del 

inglés, room temperatura) 

• SB: Sustancia blanca 

• SE: Eco de espín (Spin-echo) 

• SEC: Sistema endocannabinoide 

• SEM: Medial del error standard (del 

inglés, standard error media) 

• SG: Sustancia gris 

• SLTH: Anchura del corte (Slice 

Thickness) 

• SNC: Sistema nervioso central 

• SNP: Sistema nervioso periférico 

• SOD: Superóxido dismutasa 

• SVZ: Zona subventricular (del inglés, 

subventricular zone) 

• T1WI: imágenes potenciadas en T1 

(T1 weighted imaging) 

• T2WI: imágenes potenciadas en T2 

(T2 weighted imaging) 

• TAC: Tomografía axial 

computarizada 

• TBI: Traumatismo craneoencefálico 

(del inglés, traumatic brain injury) 

• TBS: solución salina tamponada con 

Tris (del inglés, Tris buffer saline) 

• TDAH: Trastorno de déficit de 

atención e hiperactividad 

• TE: Tiempo de eco 

• TGF: Factor de crecimiento tumoral 

(del inglés, tumoral growing factor) 

• THC: Tetrahidrocannabinol 

• TI: Tiempo de inversión 

• TLR: Receptor tipo toll (del inglés, 

Toll-like receptor) 

• TLR-4: Receptor tipo toll 4 (del 

inglés, Toll-like receptor 4) 

• TNF-α: Factor de necrosis tumoral α 

(del inglés, tumoral necrosis factor 

α) 

• TR: Tiempo de Repetición 

• TS: Tail suspension 

• UEs: Uniones estrechas 

• WB: Western blot 

• ZO: Zonula occludens 
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RESUMEN 

La Parálisis Cerebral Infantil (PCI) es la discapacidad más severa y frecuente durante la infancia, 

y conlleva una serie de secuelas de tipo motor, cognitivo y sensorial. El carácter multifactorial 

de esta patología hace que el estudio de su etiología sea especialmente complejo, no obstante, 

una de las principales causas de PCI es la prematuridad y el peso del recién nacido. Se consideran 

prematuros extremos (PE) y de extremado bajo peso al nacer (EBPN) a aquellos que nacen antes 

de la semana 25 y que pesan menos de 1000 g, respectivamente. Debido a la inmadurez de su 

sistema nervioso central (SNC), tanto los PE como los EBPN son considerados el grupo más 

susceptible a desarrollar esta patología. 

Una de las principales razones que justifican esta susceptibilidad es la elevada probabilidad de 

sufrir hemorragia intraventricular (HIV) que presentan estos pacientes. La HIV es el tipo de 

hemorragia más común en el recién nacido, y es una de las principales causas del daño en la 

sustancia blanca (SB) y por tanto de desarrollar una PCI. La HIV se produce por la rotura 

espontánea de los vasos que conforman la matriz germinal (MG), estructura donde ocurre la 

formación y posterior migración de los progenitores neuronales y oligodendrogliales durante el 

desarrollo cerebral. Dado que su máxima actividad se produce durante el último trimestre de 

embarazo, la alta demanda metabólica y de oxígeno junto con la fragilidad de los vasos 

sanguíneos en esta zona la convierten en una estructura altamente vulnerable y susceptible a 

dañarse como consecuencia de diversos estímulos extrauterinos. En este sentido, los cambios 

de presión a los que se somete a los neonatos, la ausencia de autorregulación por parte de los 

PE y EBPN, así como a la fragilidad y elevada actividad de la MG, la probabilidad de sufrir HIV es 

bastante probable.  

El avance en las técnicas de neuroimagen ha permitido realizar un pronóstico de la enfermedad 

y las secuelas en función del volumen y localización del sangrado. De este modo, se ha descrito 

que la dilatación ventricular post-hemorrágica (DVPH) es una de las complicaciones más 

importantes que determinan el desarrollo de una PCI en el PE. Históricamente, esta 

complicación se asociaba a los grados más severos (III y IV), sin embargo, recientes estudios 

realizados en pacientes han demostrado que los grados de lesión más leves también aumentan 

el riesgo de desarrollo de PCI.  
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A pesar de su elevada incidencia, el alto coste socioeconómico y su gran impacto a nivel 

emocional y sanitario, esta enfermedad carece hoy en día de tratamiento. Una de las razones es 

la ausencia de un modelo animal que la reproduzca eficazmente. Generalmente se han utilizado 

modelos basados en la inyección de glicerol o sangre autóloga en animales de edad postnatal 1 

(del inglés postnatal day, PND) y PND 7, sin embargo, estos no han logrado reproducir el efecto 

de la rotura espontánea de los vasos de la MG. Por otro lado, se ha descubierto que este efecto 

si se producía cuando se inyectaba paraventricularmente Colagenasa de Chlostridium, una 

enzima capaz de desnaturalizar la matriz extracelular que conforman la MG. No obstante, esta 

técnica solo se ha realizado en ratas PND 7, cuya etapa del neurodesarrollo es equivalente al de 

un niño a término. En este sentido, el desarrollo de este modelo en ratas PND 1, con un 

desarrollo cerebral similar al de un PE, ofrecería una posibilidad teórica de conseguir un modelo 

animal que reproduzca eficazmente la HIV en PE, permitiendo así analizar la eficacia de un 

tratamiento que permita prevenir el desarrollo de la PC de origen hemorrágico (PCOH).  

El Cannabidiol (CBD), uno de los principales componentes del Cannabis sativa, es un 

fitocannabinoide que ha demostrado tener un importante papel neuroprotector en modelos de 

daño cerebral neonatal hipóxico-isquémico focal y difuso. Este efecto se basa al menos en parte 

en sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antiexcitatorias, gracias a la activación de 

los receptores de activación de proliferación de peroxisomas (PPAR) o serotoninérgicos 5HT-1A, 

entre otros mecanismos. El tratamiento con este fármaco en roedores y cerdos recién nacidos 

ha logrado evitar las secuelas del daño cerebral con tal eficacia que hoy en día se encuentra en 

las primeras fases de ensayos clínicos. 

En este contexto, la HIPÓTESIS de este trabajo es que el tratamiento con CBD en ratas PND 1 a 

las que se indujo una HIV mediante la inyección paraventricular de Colagenasa de Chlostridium 

tendrá un efecto neuroprotector, evitando el desarrollo de secuelas similares a las que 

configuran la PCOH en los PE. 

Para desarrollar esta hipótesis, nos planteamos los siguientes OBJETIVOS: 

1. Desarrollar y caracterizar un nuevo modelo animal que reproduzca la fisiopatología y 

manifestaciones clínicas de la PCOH en el EBPN mediante la inyección paraventricular 

de Colagenasa de Chlostridium. 

2. Determinar si el tratamiento con el fitcannabinoide CBD evita el desarrollo de un cuadro 

similar a la PCOH. Para ello, este fármaco se administrará tras la inducción del daño (en 
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una o tres dosis), prenatalmente o combinando ambas estrategias. Posteriormente se 

determinará cuál es la mejor forma de tratamiento. 

3. Caracterizar los mecanismos por los que el fitocannabinoide CBD ejerce su efecto 

neuroprotector en este modelo animal.   

Los resultados obtenidos en el DISEÑO EXPERIMENTAL 1, nos muestra que la administración de 

0,2 U de Colagenasa de Chlostridium en ratas PND 1 produjo un sangrado de volumen variable 

que se mantuvo a lo largo del tiempo. Este daño produjo secuelas motoras y cognitivas tanto a 

medio (PND 14) como a largo (PND 45) plazo. Al igual que en el ser humano, se demostró que 

este deterioro funcional se debía a la afectación en el desarrollo y supervivencia de los estadios 

madurativos más tempranos del linaje oligodendroglial, alterando finalmente la mielinización y 

la integridad de la sustancia blanca (SB).  

Por otro lado, los estudios de neuroimagen y western blot (WB) demostraron que a corto plazo 

(PND 6), los animales lesionados presentaron un aumento en la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica (BHE) como consecuencia principalmente del descenso de los niveles del 

receptor Mfsd2a, uno de los principales integrantes del desarrollo de esta estructura, y el 

aumento de mediadores de daño endotelial como la metaloproteasa 9 (MMP-9). Como 

consecuencia de esta disfuncionalidad, se produjo un incremento de la infiltración de 

macrófagos y reclutamiento de células microgliales, así como la potenciación de la evolución de 

ambos hacia un fenotipo proinflamatorio (M1). Además, los elevados niveles del metabolito 

Mioinositol sugieren la existencia de una disfunción en los astrocitos, uno de los principales tipos 

celulares que en condiciones patológicas modula el daño citotóxico.  

En este mismo periodo se produjo un aumento de la oxidación proteica (resultado del estrés 

oxidativo), en los niveles de Glutamato (lo que se traduce en un aumento de la excitotoxicidad) 

y de Lactato (lo cual indica daño tisular). Del mismo modo, también se observó un aumento en 

los niveles de expresión de varios integrantes de la vía proinflamatoria del receptor tipo toll 4 

(TLR-4), entre el que destaca la liberación del factor de necrosis tumoral α (TNF-α), citoquina de 

gran interés en numerosas enfermedades neurovasculares. Adicionalmente, observamos como 

las secuelas y el daño producido era independiente del volumen de hemorragia, confirmándose 

así los últimos estudios descritos en pacientes. 

Por otro lado, para llevar a cabo el DISEÑO EXPERIMENTAL 2, inicialmente evaluamos el papel 

neuroprotector del CBD administrado 6 h después de la lesión. Al igual que en otros modelos de 

daño cerebral adquirido neonatal, este fitocannabinoide fue capaz de evitar parte de las 
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secuelas reduciendo la inflamación a largo plazo, especialmente cuando el tratamiento se 

mantuvo durante tres días, aunque no ejerció ningún efecto beneficioso sobre el daño en la SB.  

Para evaluar si el tratamiento prenatal con CBD mejoraba los resultados obtenidos hasta el 

momento, en primer lugar, se determinó la dosis por la que el CBD administrado a ratas 

gestantes a E21 alcanzaba concentraciones en el cerebro de las crías consideradas como 

neuroprotectoras (según estudios realizados previamente en nuestro grupo). La dosis fue de 10 

mg/kg, cuya administración 24 h antes del parto redujo el daño en la SB aunque solo evitó 

parcialmente las secuelas secundarias a la HIV. Finalmente, se estudió el efecto de administrar 

el CBD de forma combinada prenatalmente y después del daño, obteniéndose un efecto óptimo 

en la reducción del daño cerebral, incluyendo la SB, y en evitar el desarrollo de secuelas. 

Por todo ello, en el DISEÑO EXPERIMENTAL 3 se estudiaron los mecanismos mediante los cuales 

el CBD administrado de forma combinada ejercía sus efectos neuroprotectores. El tratamiento 

con este fitocannabinoide fue capaz de evitar el aumento de la permeabilidad de la BHE a corto 

plazo, así como la infiltración leucocitaria y la disfunción astrocitaria. Como consecuencia de 

ello, se redujo la neuroinflamación, al menos en parte por la promoción de la evolución de los 

macrófagos y microglía hacia un fenotipo M2, así como el estrés oxidativo y la excitotoxicidad. 

Estos efectos se mantuvieron activos a lo largo del tiempo, lo que permitió proteger el linaje 

oligodendroglial durante todo el desarrollo madurativo, resultando en la preservación del 

proceso de mielinización. 

En CONCLUSIÓN, en este trabajo se ha desarrollado un modelo animal que reproduce 

eficazmente la fisiopatología y consecuencias de la HIV en PE, lo que lo hace eficaz para 

identificar dianas terapéuticas sobre las que basar un tratamiento para la enfermedad. En este 

modelo, la administración prenatal y postlesional de CBD redujo el daño secundario a la HIV, 

preservando la integridad de la SB y evitando el desarrollo de secuelas motoras y cognitivas, 

modulando inflamación, excitotoxicidad y estrés oxidativo, y preservando la función de la BHE. 

Estas propiedades neuroprotectoras del CBD le postulan como un buen candidato a la hora de 

prevenir la PCOH, una enfermedad de gran incidencia y gravedad que hoy en día carece de 

tratamiento.  
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ABSTRACT 

Cerebral palsy (CP) is the most severe and frequent disabling disease in childhood, including 

motor, cognitive and sensorial sequelae.  Studies on CP causes are difficult because of its 

multifactorial etiology. Anyway, low gestational age and/or birth weight are major determinants 

pf CP . Extreme preterm (EP) and extreme low birth weight (ELBW) newborns are those under  

25 weeks of gestational age and 1000 g of birth weight, respectively. Due to the immaturity of 

central nervous system (CNS) in those babies, both EP and ELBW have been considered of 

highest risk to develop CP. An important factor explaining such a high risk is the high incidence 

of intraventricular hemorrhage (IVH) in those patients. IVH is the most common type of cerebral 

hemorrhage in newborns and a major cause of white matter injury (WMI) and then of CP 

development. HIV in PE usually results from the spontaneous rupture of vessels present at the 

germinal matrix (GM), the structure where growing and then migration of neuronal and 

oligodendroglial progenitors takes place during brain development. The high oxygen and 

metabolic demand together with the extreme fragility of vessels make GM a structure highly 

vulnerable to damage as a consequence of postnatal stimuli. Thus, blood pressure instability 

typical from EP and ELBW together with the immature autoregulation and fragility and high 

activity of the MG makes HIV a frequent complication in those babies. 

Advances in neuroimaging techniques have made possible to link short- and long-term prognosis 

after HIV to the volume and location of bleeding. Thus, HIV is classified into 4 different grades 

depending on whether it is limited to the GM (grade I), extended into the lateral ventricles 

without (grade II) or or with dilation (grade III), or affecting the brain parenchyma (grade IV). In 

particular, post-hemorrhagic ventricular dilatation (PHVD), thought to highly increase the risk of 

developing CP after HIV. Was classically associated to grades III and IV. However, recent clinical 

studies indicate that even milder grades of injury increase the risk of CP development. 

Despite its high incidence, socioeconomic costs and emotional and health impact, there is no 

current treatment to prevent CP of hemorrhagic origin (CPHO). A determinant factor for this 

situation is is the lack of an experimental model effectively reproducing that condition. Usually, 

models based on the injection of glycerol or autologous blood have been used in PND 1 and PND 

7 animals, but they have failed to reproduce the effects of spontaneous rupture of GM vessels. 
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Such effects can be reproduced with paraventricular injection of Chlostridium collagenase, an 

enzyme breaking the extracellular matrix at the GM. However, this model has only been 

performed so far in PND 7 rats, whose neurodevelopmental stage is equivalent to that of a full-

term infant. Implementing this model in PND 1 rats, with a neurodevelopmental stage similar to 

that or EP, would offer the possibility of an experimental model effectively reproducing HIV-

induced brain damage in EP, which could make feasible to test the efficacy of treatments aiming 

to prevent the development of CPHO. 

In this regard, Cannabidiol (CBD), one of the main components of Cannabis sativa, exerts 

neuroprotective effects in different models of diffuse and focal hypoxic-ischemic immature 

brain damage. CBD neuroprotection is related with anti-inflammatory, antioxidant, and anti-

excitatory effects, due to mechanisms including the activation of peroxisome proliferator-

activated receptors (PPAR) or serotonergic 5HT-1A receptors, among others. Treatment with 

this drug in newborn rodents and pigs has been as effective in preventing brain damage-induced 

sequalae as to prompt the start of an ongoing clinical trials. 

The HYPOTHESIS of the present work is that CBD treatment in PND 1 rats in which HIV was 

induced by paraventricular injection of Chlostridium collagenase will result in neuroprotective 

effects thus preventing the development of sequelae similar to those conforming the spectrum 

of CPHO in EP. 

To confirm that hypothesis, we set out the following OBJECTIVES: 

1. To evaluate the pathophysiological events, neuroanatomical consequences, and motor 

and cognitive sequelae produced after HIV induction in PND 1 rats. 

2. To determine the most effective form of CBD treatment, comparing inflammatory 

activity, White Matter (WM) damage and neurobehavioral sequelae in animals treated 

with this phytocannabinoid administered prenatally, post-insult or both. 

3. To study the mechanisms by which CBD exerted its neuroprotective effect.   

Results obtained in EXPERIMENTAL DESIGN 1 show that paraventricular injection of 0.2 U of 

Chlostridium collagenase in PND 1 rats led to bleeding of diverse volumes which was maintained 

over time. That damage led to motor and cognitive sequelae in the middle (PND 14) and long 

(PND 45) term. As described in humans, the functional impairment was associated to the 

impairment of development and survival of the earliest mature stages of the oligodendroglial 

lineage, eventually leading to myelination impairment and WM integrity disturbance. 



 

 
17 

Neuroimaging and western blot (WB) studies demonstrated that in the short term (PND 6), HIV 

animals showed increased blood-brain barrier (BBB) permeability in a manner linked to decrease 

of Mfsd2a receptor levels, one of the main components of the development of this structure, 

and the increase of the expression of mediators of endothelial damage such as metalloprotease 

9 (MMP-9). As a consequence, there was an increase in macrophage infiltration and microglial 

cell recruitment, as well as the enhancement of the derivation of both type of cells to a 

proinflammatory phenotype (M1). Besides, elevated levels of the metabolite myoinositol 

suggested the presence of astrocyte dysfunction, cells playing a key role in modulating cytotoxic 

damage in pathological conditions. 

In this context, we observed an increase in protein oxidation (a result of oxidative stress), 

glutamate (which translates into an increase in excitotoxicity) and lactate levels (indicating tissue 

damage). We also described an increase in the expression of several factors belonging to the 

Toll-like receptor 4 (TLR-4) proinflammatory pathway, including the release of tumor necrosis 

factor α (TNF-α), a cytokine of great interest in numerous neurovascular diseases. Besides, we 

observed that the sequelae and the damage produced were not dependent on HIV volume, thus 

reproducing clinical data from the latest studies. 

To carry out the EXPERIMENTAL DESIGN 2, we firstly evaluated the neuroprotective role of CBD 

administered 6 h after injury. As in other models of acquired immature brain damage, this 

phytocannabinoid, particularly when administered for three days, reduced the development of 

sequelae by decreasing long-term inflammation, but with no beneficial effect on WM damage. 

To evaluate then whether prenatal treatment with CBD would improve the results obtained 

before, we first determined the dose by which CBD administered to pregnant rats at E21 could 

reach fetal brain concentrations  considered as neuroprotective according to studies previously 

conducted in our group. Such dose was 10 mg/kg administered 24 h before delivery. Prenatal 

administration of CBD reduced WM injury but had only partial beneficial effects on the 

development of neurobehavioral disturbances.  Finally, combing prenatal and post-insult 

administration of CBDF resulted in optimal neuroprotective effects, reducing brain damage and 

preventing WM injury and neurobehavioral sequela development. 

In the EXPERIMENTAL DESIGN 3, we studied the mechanisms by which combined prenatal and 

post-insult administration of CBD resulted in such a robust neuroprotective effect.  CBD 

prevented short-term increase in BBB permeability, as well as leukocyte infiltration and 

astrocyte dysfunction. This resulted in the modulation of neuroinflammation, at least in part 

through promoting the shift aof macrophages and microglia towards an M2 phenotype, as well 
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as oxidative stress and excitotoxicity reduction. The neuroprotective effects were maintained 

over time, protecting oligodendroglial cell maturation and thus allowing an appropriate 

myelination process. 

In CONCLUSION, in the present work we developed an animal model effectively reproducing the 

pathophysiology and consequences of IVH in EP, getting thus a valuable tool to identify new 

therapeutic targets in which to rely new therapeutic strategies. In this model prenatal and post-

insult administration of CBD reduced IVH-induced brain damage, preserving WM integrity and 

thus preventing the development of motor and cognitive sequelae, in a manner related to the 

modulation of inflammation, excitotoxicity and oxidative stress and the preservation of BBB 

integrity. Such neuroprotective properties postulate CBD as a promising candidate for the 

prevention of CPHO, a disease of high incidence and severity with no effective treatment 

nowadays.  
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LA PARÁLISIS CEREBRAL INFANTIL 

Aspectos Generales 

Definición 

El estudio de enfermedades como el ictus (o stroke, según el término en inglés universalmente 

utilizado), el cáncer o el Alzheimer suelen ser habituales debido al gran impacto socioeconómico 

y sanitario que estas producen. No obstante, existen otros trastornos menos conocidos como la 

Parálisis Cerebral Infantil (PCI) cuyas consecuencias son transcendentales 1,2. Se define como 

PCI a un conjunto de trastornos no progresivos de tipo postural y motor cuyo origen se centra 

en el Sistema Nervioso Central (SNC)3,4. Además, según los Centros para el Control y la 

Prevención de Enfermedades (CDC), la presencia de otras secuelas como la epilepsia, trastornos 

auditivos y visuales o un evidente deterioro cognitivo, hacen que su gravedad se vea 

incrementada 3,4. Debido al escaso conocimiento de su fisiopatología y la ausencia de un 

tratamiento eficaz, la PCI de origen hemorrágico (PCOH) ha sido el objeto de estudio en este 

trabajo.  

Clasificación y factores de riesgo en la PCI 

A pesar de ser un trastorno estudiado desde hace cientos de años, la heterogeneidad y 

complejidad en la etiopatogenia, sumado a la ausencia de unos criterios fijos de diagnóstico, ha 

impedido llevar a cabo una categorización fiable y objetiva de la PCI 1,5. Una de las clasificaciones 

más aceptadas fue la establecida por Minear (clasificación tradicional) en 1956, la cual, en 

función de los aspectos estudiados, agrupa esta patología en varias categorías. En este sentido, 

la PCI se puede clasificar según su fisiología, es decir, define la naturaleza del trastorno motor y 

postural 6; topográfica, la cual permite localizar las extremidades afectadas; suplementaria, la 

cual hace referencia a otras secuelas diferentes a las motoras; etiológica, proporcionando 

información acerca del origen de la PCI; neuroanatómica, lo que nos permite acceder a las 

posibles alteraciones estructurales del SNC; terapéutica, centrada en la búsqueda un 

tratamiento eficaz; y funcional, lo que nos permite agrupar a los individuos en función del grado 

de limitaciones en las habilidades que presentan 1,5,7,89–111,12. 
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Debido a la ambigüedad en estas definiciones y clasificaciones establecidas, recientemente se 

ha instaurado un sistema de clasificación que permite categorizar de forma más objetiva y fiable 

la PCI 5,7,13. Más allá de la propuesta por la Agencia de Vigilancia Europea (del inglés SCPE) (Fig. 

1), la Organización Mundial de la Salud (OMS) propone un nuevo sistema de agrupación 

tratando de seguir el modelo de Clasificación Internacional del Funcionamiento, de la 

Discapacidad y de la Salud (CIF), cuya principal novedad es tratar la PC desde un punto de vista 

biopsicosocial, en el que la salud y el contexto (factores ambientales, personales, etc.) están 

íntimamente relacionados 5,1414. En este sentido, se describen cuatro sistemas: sistema de 

clasificación de según la función motora gruesa (GMFCS, por sus siglas en inglés), la cual hace 

referencia a la capacidad del individuo de inicial el movimiento 5,13; sistema de clasificación 

según la habilidad manual (del inglés, MACS), referida a las destrezas manuales finas 5,15,16; 

sistema de clasificación según la función comunicativa (del inglés, CFSC) 5,17; y sistema de 

clasificación para la capacidad de Comer y Beber (del inglés, EDACS), el cual permite clasificar 

la seguridad (textura y fluidos que un paciente puede ingerir sin riesgo) y eficacia (velocidad de 

masticación o cantidad de pérdida del alimento) con la que un paciente se alimenta 5,18.  

Figura 1. Algoritmo utilizado para clasificar el subtipo de PCI según la Surveillance of Cerebral Palsy in Europe (del 
inglés, SCPE). El principal objetivo de esta clasificación es llevar a cabo una categorización de la PCI según las 
extremidades y el tipo de alteración motora encontrada. 
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Una adecuada categorización de la PCI no solo permite la búsqueda de terapias que mejoren el 

día a día del paciente, sino que posibilita la identificación de los factores de riesgo (que pueden 

actuar antes, durante y después del parto) que aumentan la probabilidad de sufrir este trastorno 

(Fig. 2) 19. Entre los principales factores de riesgo relacionados directamente con la etiología y 

desarrollo de la PC infantil destacan la asfixia20,21, la presencia de malformaciones congénitas 

19, infecciones 22–24, stroke o la presencia de traumatismos craneales (TBI del inglés) 25–27. Otros 

factores de riesgo indirecto son la reproducción asistida y la fecundación in vitro 28–31.  Además, 

existen otros factores como el género del individuo (es más común en varones) o la existencia 

de problemas maternos en la coagulación 32. No obstante, los dos factores de riesgo más 

importantes a la hora de explicar la etiología de esta enfermedad son la prematuridad y el peso 

del recién nacido (RN), ambos íntimamente relacionados 19. 

Figura 2. Alteraciones en la madre durante el embarazo pueden afectar al correcto neurodesarrollo del individuo. 

Tanto las alteraciones prenatales como las afectaciones en los sistemas inmune y endocrino de la madre pueden 

alterar el neurodesarrollo posnatal del individuo y aumentar el riesgo de sufrir PCI. Adaptado de Schepanski et al. 

2018 
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Parálisis cerebral en el prematuro extremo y de muy bajo peso 

La prematuridad y el bajo peso del recién nacido 

La OMS define un nacimiento prematuro o pretérmino como aquel que se produce antes de la 

semana 37 de gestación, considerándose el inicio de esta como la última menstruación de la 

mujer 33,34. Por otro lado, se considera un RN de bajo peso (RNBP) aquel que presenta un peso 

inferior a 2500 gramos durante la primera hora después del parto 35,36. Aunque generalmente se 

ha considerado a un niño prematuro aquel que presenta un peso inferior a 2500 g, nuevos 

informes de la OMS demostraron que la edad gestacional (EG) es un marcador más fiable 37,38. 

Tanto la EG como el peso del RN son un valioso marcador de salud materna, nutrición, atención 

médica y pobreza, de forma que la presencia de estos aumenta la mortalidad del individuo, la 

existencia de discapacidades como las neurológicas y un rendimiento académico deficiente 

siendo hasta 20 veces menor en comparación con un RN aparentemente sano (Tabla 1) 39.   

A pesar de la existencia de diferentes técnicas utilizadas para calcular la EG (ecografía, último 

día de periodo menstrual, etc.), la disparidad en los límites de la viabilidad del individuo y la 

capacidad sanitaria en los distintos países ha hecho necesario clasificar a los individuos con el 

PRINCIPALES PROBLEMAS ASOCIADOS AL BAJO PESO AL NACER 

Órgano o sistema 
afectado 

Problemas a corto plazo Problemas a largo plazo 

Pulmonar 
Síndrome de estrés respiratorio, apnea del 

prematuro, displasia broncopulmonar 
Asma, displasia 

broncopulmonar 

Gastrointestinal 
Intolerancias alimentarias, 

hiperbilirrubinemia, enterocolitis 
necrotizante 

Síndrome del intestino corto, 
colestasis 

Inmunológico Deficiencia inmunitaria e infecciones Bronquiolitis 

SNC 
Hemorragia intraventricular y Leucomalacia 

periventricular 
Parálisis cerebral, retraso 

mental, hidrocefalia 

Oftalmológicos Retinopatía del prematuro Ceguera, miopía, estrabismo 

Cardiovascular Hipotensión e hipertensión pulmonar Hipertensión 

Renal Desequilibrio osmótico Hipertensión 

Hematológico Anemia y necesidad de transfusiones - 

Endocrinos Hipoglicemia y deficiencia de cortisol Resistencia a la insulina 

Tabla 1. Lista principales secuelas a corto y largo plazo como consecuencia de la prematuridad y del extremado 
bajo peso del RN. 



 

 
25 

Introducción: La parálisis cerebral infantil 

objetivo de: conocer las causas, identificar poblaciones de riesgo, implementar estrategias de 

prevención, facilitar la vigilancia de los nacimientos y de comparar datos locales e 

internacionales con el menor sesgo posible 40. En este sentido, existe una clasificación típica 

basada en la EG que nos permite agrupar a los prematuros en: prematuros extremos (PE), cuya 

EG comprende el periodo entre las semanas 23 a 25; grandes prematuros, cuya EG está entre 

la semana 26 y 33; y los prematuros tardíos, cuya EG varía entre la semana 34 y 36 33,37,40. No 

obstante, en ocasiones existe cierta dificultad a la hora de llevar a cabo esta clasificación, 

principalmente debido a la presencia de ciertos factores como la región en la que se produce el 

nacimiento, el periodo en el que se realiza el diagnóstico, o la ausencia de una causalidad 

evidente de prematuridad 40.  

Al igual que en la prematuridad, el RN también puede categorizarse en función del rango de 

peso en el que se encuentra en el momento del nacimiento. De esta forma, a aquellos neonatos 

que tienen un peso entre 500 y 1000 g se les considera como de extremado bajo peso al nacer 

(EBPN), a los que se encuentran en un rango de 1000 a 1500 g se les denomina nacimientos de 

muy bajo peso (NMBP) y a los neonatos con un peso de 1500 a 2500 son conocidos como de 

bajo peso al nacer (BPN) 41.   

Desafortunadamente, debido a la ausencia de un seguimiento regular durante el embarazo de 

las mujeres, la escasez de recursos sanitarios o el elevado número de partos, se estima que los 

países con mayor número de nacimientos extremos por lo general son aquellos que se 

encuentran en vías de desarrollo (particularmente en zonas rurales de África y Asia) (Fig. 3)  42,43. 

Figura 3. Mapa demográfico sobre los países con mayor porcentaje de casos de embarazos prematuros. Obtenido 
de Chawanpaiboon et al. 2018 
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Cuadro 1: ¿Los BPN, causa de la prematuridad o de las restricciones intrauterinas?  

Con relación al peso del neonato, se han establecido dos términos que, aun siendo diferentes, sus 

definiciones tienden a considerarse como sinónimos. Por un lado, encontramos los RN catalogados como 

“Pequeños para su EG” (PEG), que define aquellos niños cuyo peso y/o longitud es inferior al 10º 

percentil. Por otro lado, aparecen los nacimientos con “Restricción en el crecimiento intrauterino (CIR)”, 

definidos como aquellos que han sufrido eventos que comprometen y limitan el potencial crecimiento 

intrauterino del feto 35. Por lo tanto, los BPN pueden ser el resultado de un nacimiento prematuro, pero 

también de la restricción del crecimiento fetal, es decir, ser PEG. 

Como se ilustra en la Figura 4, estos indicadores pueden superponerse; es decir, un BPN puede ser 

prematuro y PEG; sin embargo, no son intercambiables, ya que su etiología y factores de riesgo son 

distintos. Entre los BPN, aproximadamente dos tercios nacen prematuros, mientras que menos del 20% 

de los bebés PEG nacen prematuros. 

A pesar de esta estrecha relación, se ha demostrado que la prematuridad tiene un pronóstico 

significativamente más grave 42,44. De esta forma, aquellos prematuros que presentan un peso menor a 

1500 g, tendrán mayor de riesgo de sufrir trastornos en el desarrollo como la PCI, y por tanto de mayor 

gravedad 45. Por otro lado, aquellos BPN relacionados con la CIR, tienen mayor riesgo de sufrir alteraciones 

en el crecimiento que pueden ser permanentes, o enfermedades crónicas presentes en la edad adulta, 

incluida la hipertensión, la diabetes tipo 2 y la enfermedad coronaria42.   

  

Figura 4. Comparación de prematuro (<37 semanas de gestación), bajo peso al nacer (<2500 gramos) y PEG 
(menos del percentil 10º de peso al nacer). Adaptado de Alexander et al. 2007 
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El impacto de la prematuridad y el bajo peso del recién nacido 

Como ya hemos mencionado, la prematuridad y el bajo peso son la principal causa de la 

mortalidad y morbilidad infantil 39,46,47. Dado que los MBPN y los muy prematuros constituyen 

aproximadamente el 1-3% de los nacimientos totales (Fig. 5A), se estima que cada año alrededor 

de 7 millones de niños morirán o tendrán secuelas invalidantes de por vida por esas causas 

39,46,47. Por este motivo, es de gran importancia agruparlos o clasificarlos en categorías diferentes 

en función del grado de peso o prematuridad, y de este modo invertir más tiempo y recursos en 

los casos más vulnerables 46,48. Por ejemplo, se estima que aproximadamente un 70-100% de los 

nacimientos catalogados como extremos la tasa de mortalidad y comorbilidades asociadas es 

tres veces superior que en el grupo más moderado (Fig. 5B) 46,48. 

De manera particular, se ha demostrado que cuanto más extremo sea el RN, mayor será la 

probabilidad de desarrollar trastornos neurológicos como la PCI 47,49. En el caso de la 

prematuridad, se estima que el 20% de los PE que sobreviven podrían sufrir este trastorno; no 

obstante, se ha observado que en cada semana que se prolongue el parto, la probabilidad de 

Figura 5. (A) Gráfica del porcentaje de casos prematuros extremos. Aproximadamente un 2% de los nacimientos 
totales se producen antes de la semana 30 de gestación. (B) Gráficas del porcentaje mortalidad y morbilidad según 
el peso del RN. (C) Porcentaje de casos de PCI a causa de la inmadurez del RN 
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desarrollarla y la gravedad de sus secuelas se reducen significativamente (Fig. 5C) 49. De esta 

forma, aquellos niños que nacen entre la semana 27 y 32, tienen una probabilidad de hasta 2-3 

veces menor de sufrir PCI que los PE 50. De la misma forma, se ha descrito que la supervivencia 

y las complicaciones a corto y largo plazo de los EBPN mejoraban a medida que aumentaba el 

peso del RN 47,51. En este sentido, mientras que entre el 50-80% de los casos de EBPN no 

sobreviven o presentan secuelas invalidantes de por vida, cuando el RN supera los 1000 g de 

peso este porcentaje se reduce al 10% 47,51–55. Por lo tanto, los neonatos que nacen en los límites 

de la viabilidad (semana 23 o peso de 500 g) son el grupo con peor pronóstico en la clínica (Fig. 

6)52.  

El creciente número de nacimientos prematuros y de bajo peso es la principal razón por la que 

la incidencia global de PCI no se haya reducido a lo largo del tiempo, siendo actualmente un 

problema de salud de primer orden3,56,57. Las consecuencias de la PCI comprometen no solo el 

desarrollo pleno del niño afectado, sino también las posibilidades socioeconómicas de su familia 

y, por ende, de la sociedad. De esta forma, en 2002 se calculó que el cuidado de los pacientes 

con PCI en USA adquirió un coste de cerca de 8.200 millones de dólares 3. Debido a una 

evaluación excesivamente precoz de los pacientes (se ha sugerido que las pruebas 

neuroconductuales que permiten evaluar al niño se lleven a cabo a los 6 años, y no a la edad de 

2 años como se hace a día de hoy49,50), así como la escasez de datos en países en vías de 

desarrollo (que son los lugares con mayor número de casos prematuros demográficamente 

hablando) se estima que el número de RN afectados por esta patología y que no han sido 

adecuadamente identificados podría llegar a ser hasta un 25% superior a los datos que 

Figura 6. Gráfica representativa de la incidencia en la mortalidad neonatal según el peso del RN (A) y la EG (B). A lo 

largo de los años, los avances sanitarios han permitido reducir de forma significativa la mortalidad de los RN, lo que por 

el contrario ha producido un aumento de secuelas como la PCI infantil. Adaptado de Isayama et al. 2019 
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conocemos. En este sentido, con el objetivo de reducir los casos y de abordar sus complicaciones 

de una manera más efectiva, es necesario conocer las particularidades que presentan estos 

niños en comparación con aquellos que presentan un desarrollo natural.  

Vulnerabilidad del cerebro inmaduro 

La estructura, morfología y funcionalidad del cerebro del PE y de los EBPN son muy distintos en 

comparación con los de los RN a término. El ambiente intrauterino presenta unas condiciones 

ambientales que permiten el correcto control e interacción de las estructuras y elementos 

biomoleculares que integran el SNC, y la ausencia de esta puede comprometer su 

funcionamiento y desarrollo 58. Durante las primeras semanas de embarazo, los progenitores 

neuronales se diferencian y se extienden siguiendo un patrón de “dentro hacia fuera” a las 

diferentes regiones del cerebro59,60. A partir de la semana 16 de gestación, los progenitores 

neuronales, astrocitarios y oligodendrogliales son especialmente relevantes estableciendo rutas 

de migración mediante la liberación de factores como el Factor neurotrófico derivado del 

cerebro [del inglés, Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)], el Factor neurotrófico derivado 

de células gliales [del ingés, Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)], el Factor 

neurotrófico ciliar [del inglés, Ciliary neurotrophic factor (CTNF)] o el Factor de crecimiento 

insulinoide 1 [del ingés, Insulin 

growing factor 1 (IGF-1)], y/o el 

gradiente químico formado por las 

efrinas 59,60. Por lo tanto, cualquier 

alteración de estos factores tróficos 

pueden provocar alteraciones en el 

desarrollo o en la reparación 

neuronal una vez se ha producido el 

daño 59,60. Finalmente, durante el 

tercer trimestre de embarazo se 

producen una serie de eventos que 

marcarán el resultado final del 

neurodesarrollo, ya que es en este 

periodo cuando se producen la 

diferenciación, maduración y Figura 7. Principales eventos que ocurren durante el desarrollo del 

cerebro en humanos. Adaptado de Schepanski et al. 2018 
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migración neuronal hacia las diferentes estructuras del cerebro a través de la glía radial48,58–61. A 

su vez, en este punto temporal se producen procesos apoptóticos, de sinaptogénesis, 

mielinización y “pruning sináptico” que estabilizarán las distintas conexiones interneuronales y 

optimizarán la sinapsis nerviosa (Fig. 7) 48,58–61.  

Integrantes del cerebro inmaduro 

En el último trimestre de embarazo, periodo que comprende los nacimientos extremos, se 

encuentran una serie de componentes celulares especialmente relevantes, ya que la alteración 

de cualquiera de ellos puede causar defectos en la morfología y maduración cerebral, 

provocando en última instancia el desarrollo de la PCI 2. 

• Preoligodendrocitos: el oligodendrocito es el principal componente de la sustancia 

blanca (SB), región más afectada en la PCI del PE y los EBPN. A partir de la semana 24 de 

gestación, se produce la maduración oligodendroglial, cuyo objetivo final es la de formar la 

mielina y envolver al axón optimizando así la transmisión sináptica 2,62. La función del 

preoligodendrocito y el oligodendrocito inmaduro (conocidos como Pre-Ols) es envolver al axón 

para que, una vez hayan madurado, empiece el proceso de formación de mielina 2,62.  

• Subplaca neuronal: las primeras neuronas nacidas en el neocórtex son las que forman 

la llamada capa de la subplaca, estructura que desaparecerá durante el segundo año postnatal 

2,62,63. Esta región localizada en la SB y que alcanza su pico de desarrollo entre la semana 24 y 32 

de gestación, tiene la función de actuar como punto de integración sináptico en la vía 

talamocortical 2,62,63. 

• Microglía: la microglía son las células principales del sistema inmunitario del SNC 2,64–66.  

Además de esta función, estas células se encargan de regular los procesos de apoptosis, 

mielinización, “pruning”, desarrollo axonal o vascularización durante el neurodesarrollo 2,64–66. 

En particular, la microglía alcanza su pico máximo de actividad en la SB durante la semana 22, 

de forma que cualquier alteración en la función o fenotipo podría perturbar el desarrollo de la 

SB 2,64–66. 

• Axones: el desarrollo axonal se produce durante el último trimestre de embarazo y el 

periodo postnatal temprano2,67,68. Durante este periodo, la subplaca envía y recibe conexiones 

de forma continua permitiendo la formación de axones y con ello, el establecimiento de nuevos 

circuitos neuronales 2,67,68.  
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• Zona subventricular (SVZ, por sus siglas en inglés): la SVZ es la fuente principal de 

producción neuronal durante el desarrollo del cerebro. Esta estructura, que desaparecerá al 

final del periodo gestacional, está formada por los denominados progenitores intermedios, que 

darán lugar a progenitores neurogénicos y gliales2,69,70. En la segunda mitad del periodo 

gestacional, las SVZ se encarga de la producción del 65% de las neuronas totales, y de iniciar su 

migración mediante la interacción con la glía radial hacia las capas superiores de la corteza. En 

cuanto al 35% de las neuronas restantes, estas se originan en la Eminencia Gangliónica (GE, por 

sus siglas en inglés) migrando posteriormente hacia la SVZ, siguiendo la misma ruta2,69,70.  

• Tálamo: esta estructura producida durante el último trimestre de gestación, se 

encuentra formada por un conjunto de núcleos y fibras las cuales se encargan de procesar la 

información sensitiva, motora, memoria y emociones2,69,70. 

• Corteza cerebral: la corteza cerebral o sustancia gris (SG), es una asociación compleja 

de neuronas que, a través de la circuitería establecida con el tálamo, se encargará de procesar 

la información sensorial y motora 2,62,69. Durante el último trimestre de embarazo, se produce 

un aumento de hasta 4 veces del volumen cortical debido a la diferenciación dendrítica que se 

produce 2,62,69. 

• Sinapsis y neurotransmisores: la formación y eficiencia de las sinapsis neuronales están 

íntimamente relacionadas con la madurez del cerebro. Esto se debe a que los neurotransmisores 

(NTs) y sus receptores, en especial los de tipo glutamatérgico, cambian su localización y 

organización dependiendo del estado madurativo de las neuronas2,71. Mientras que los 

receptores más maduros se centran en la conducción y modulación del calcio optimizando la 

plasticidad sináptica, los más inmaduros serán incapaces de llevar a cabo esta función debido a 

sus propiedades funcionales 2,71. 

Como se detalla en la Figura 8, la interacción de las estructuras descritas promueve el correcto 

neurodesarrollo del individuo. Por un lado, observamos como durante la semana 28 de 

gestación, los axones (rojo) emanan del tálamo, cuerpo calloso (CC) y corteza (CTX), 

promoviendo la formación de las fibras de proyección, comisurales y asociación 

respectivamente. Seguidamente, estas establecerán las primeras sinapsis con las neuronas de 

la subplaca. Posteriormente, estas neuronas enviarán axones hacia la corteza promoviendo el 

desarrollo cortical antes de que las fibras tálamo-corticales y cortico-corticales entren en la 

corteza. Desde la corteza, los axones (azul) descienden hasta el tálamo, los ganglios basales y los 

tractos corticospinales (y corticopontina). De forma paralela, los oligodendrocitos 
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premielinizantes comienzan su diferenciación completa para madurar en oligodendrocitos y 

producir finalmente la mielina. Por otro lado, también se ilustra esquemáticamente la 

proliferación y migración de interneurones GABAérgicas desde la SVZ y GE. Las neuronas del SVZ 

(verde) migran radialmente a la corteza y desde la GE (naranja), tangencialmente y luego 

radialmente, a la corteza. También se muestra la corriente migratoria de interneurones de la GE 

al tálamo dorsal 2,62,63,69,71 

Cualquier alteración de estos elementos producirá una serie de trastornos madurativos con 

infinidad de secuelas. A su vez, de forma paralela a la formación y desarrollo de la SG y SB, en 

este periodo se produce un aumento en el volumen y complejidad de los vasos sanguíneos 

mediante procesos de vasculogénesis y angiogénesis, promoviéndose la anastomosis profunda, 

que dará lugar a la formación tanto de vasos cortos, encargados de irrigar al parénquima 

cerebral, como de vasos largos que profundizaran hacia la zona periventricular48.  Debido a la 

ausencia de un flujo adecuado en la SB (se estima que solo el 25% del total de la SB está irrigada), 

la inmadurez de la Unidad Neurovascular (UNV) y la permeabilidad de la Barrera 

hematoencefálica (BHE) en los niños nacidos prematuramente, las alteraciones vasculares son 

frecuentes en este tipo de pacientes 48,58. En los partos más extremos, la rotura de los vasos o su 

atrofia estructural es responsable de la alteración de la UNV que, sumado a las alteraciones en 
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Figura  8. Cerebro en sección coronal a las 28 semanas de gestación que muestra eventos críticos en el desarrollo 
cortical. Formación de las primeras sinapsis neuronales y proliferación y migración de interneurones GABAérgicos 
desde la SVZ y la GE. Adaptado de Volpe 2009 
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Introducción: La parálisis cerebral infantil 

el neurodesarrollo comentadas anteriormente, provocará alteraciones neurológicas y/o 

cognitivas como la PCI 58. Por ello, debido a su gran relevancia en la fisiología y fisiopatología de 

numerosas enfermedades (incluida esta), a continuación, se hará una breve descripción de la 

UNV. 

La Unidad Neurovascular 

La UNV se definió inicialmente como "las interacciones entre los elementos sanguíneos 

circulantes y la pared de los vasos sanguíneos, la matriz extracelular, la glía y las neuronas"72,73. 

No obstante, actualmente se han incluido otros componentes necesarios para su correcta 

función como son la microglía y los pericitos, conformando el sitio de acoplamiento de la 

actividad neuronal y el flujo sanguíneo cerebral, ambos estrechamente ligados (Fig. 9) 72–74.  

Para conocer la función y anatomía de la UNV, es necesario hablar de BHE. La BHE es un término 

utilizado para describir las propiedades físicas y fisiológicas de la microvasculatura del SNC, 

responsable de la difusión de compuestos entre la sangre y el cerebro 72–75. La BHE está 

compuesta principalmente de células endoteliales, pericitos, macrófagos perivasculares, 

astrocitos y una membrana basal. La barrera física y funcional que conforma esta estructura es 

el resultado de una monocapa firmemente sellada de células endoteliales con uniones estrechas 

Figura 9. Integrantes de la UNV. Representación esquemática de la UNV a nivel de la microvasculatura cerebral 
(arteriolas, capilares). Adaptado de Gorelick et al. 2017 
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(UEs) y uniones adherentes 72–74.  A su vez, los vasos con los que interactúa son continuos y no 

fenestrados, presentando así una serie de propiedades adicionales que les permiten regular, 

junto a los transportadores específicos, el movimiento de moléculas, iones y células entre el 

sistema circulatorio y el SNC 72–74. Esta capacidad de barrera tan selectiva permite mantener la 

homeostasis del SNC, una función neuronal adecuada y confiere protección ante toxinas, 

patógenos, agentes proinflamatorios, lesiones y enfermedades. De esta forma, una disfunción 

de la BHE aumentará la permeabilidad de esta, produciendo cambios en la homeostasis, y 

permitirá la entrada de células inmunes, iones y/o moléculas dañinas en el SNC 72–75. Por ello, 

dada la importancia de esta estructura, es necesario conocer cuáles son los integrantes que la 

conforman y como su posible alteración puede promover el daño neurológico. 

Los vasos sanguíneos están 

formados por dos tipos de 

células principales: células 

endoteliales (CE), 

encargadas de formar las 

paredes de los vasos 

sanguíneos, y las células 

murales, que se encuentran 

en la superficie abluminal de 

la capa de células 

endoteliales. Aunque las 

propiedades de barrera de la 

BHE se debe principalmente 

a las CEs, su interacción con 

células murales, las células 

inmunes, las células gliales y 

las células neurales es necesaria para mantener el correcto funcionamiento de la UNV 73–75.  Las 

CEs son células epiteliales escamosas simples derivadas del mesodermo embrionario que 

forman las paredes de los vasos sanguíneos. Las CEs del SNC permiten regular estrechamente el 

movimiento de iones, moléculas y células entre la sangre y el cerebro gracias a su baja 

transcitosis (paso de macromoléculas desde un espacio extracelular a otro mediante la 

formación de vesículas), la presencia de moléculas de adhesión y la presencia de 

transportadores específicos (Fig. 10) 73,74.  

Figura 10. Integrantes de la BHE: Las Uniones Estrechas. Adaptado de 
Ronaldson et al. 2011  
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Introducción: La parálisis cerebral infantil 

Entre los componentes de las CEs destacan las UEs. Estas son adherencias celulares que se 

forman en la parte apical de la membrana lateral por interacciones homotípicas y heterotípicas 

de moléculas transmembrana que están unidas al citoesqueleto 72–77. Las uniones estrechas 

endoteliales se componen de tres proteínas de membrana integrales [claudina, ocludina y 

moléculas de adhesión celular (MAC)] y proteínas accesorias citoplasmáticas [zónula occludens 

(ZO) 1, 2 y 3 y cingulina] que a partir de su interacción, mejoraran la integridad del vaso 72–77.  

Por otro lado, se encuentran los transportadores, necesarios para el movimiento de iones y 

moléculas entre la sangre y el cerebro. Existen dos tipos de transportadores, los transportadores 

de flujo de salida, que utilizan la hidrólisis de ATP para transportar sus sustratos, y los 

transportadores de nutrientes, que facilitan el transporte de compuestos como la glucosa 

mediante un gradiente de concentración 73,74. Por último, se encuentran elementos como los 

integrantes de la transcitosis (por ejemplo, la caveolina-1) 73,74, moléculas de adhesión a 

leucocitos como las selectinas y miembros de la familia de las inmunoglobulinas o la vía 

señalización Wnt/B-Catenina y Sonic Hedgehoc, las cuales están implicadas en la transcitosis, 

infiltración leucocitaria o en la regulación de la BHE respectivamente 73,74. A su vez, el 

metabolismo vascular así como las enzimas que intervienen (como la anhidrasa carbónica IV y 

la γ-glutamil transpeptidasa) han demostrado presentar un papel diferencial en la regulación de 

las propiedades de barrera de la vasculatura del SNC al metabolizar toxinas o alterar las 

propiedades de moléculas potencialmente dañinas 73.  

Las células murales incluyen tanto a las células vasculares del músculo liso que rodean los 

grandes vasos como a los pericitos, que cubren de manera incompleta las paredes endoteliales 

de la microvasculatura. Los pericitos son componentes celulares derivados de la cresta neuronal 

que forman parte de la BHE, rodeando las CEs de pequeños vasos en el cerebro y controlando 

el diámetro capilar a través de sus proteínas contráctiles. Como parte de la UNV, participan en 

múltiples procesos como la formación del endotelio, la diferenciación y desarrollo de la BHE, la 

vasoactividad microvascular, la estabilidad estructural del vaso, la regulación de la infiltración 

de células inmunes y en la angiogénesis. Al principio de la angiogénesis, estos se encargan de 

regular la proliferación y migración de las CEs, mientras que posteriormente modularán su 

maduración y diferenciación, así como la deposición de la matriz extracelular (MEC) con los 

vasos colindantes mediados por la N-cadherina 73–76. El reclutamiento y las funciones del pericito 

están regulados por los sistemas del Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B-

PDFGR-B), angiopoyetina-Tie, Factor de crecimiento tumoral (del inglés TGF-B)-TGFR-B y 

Esfingosina-1-fosfato-S1P, siendo estos dos últimos los responsables de la escasez, 

desorganización y/o falta de maduración de estos en la matriz germinal (MG) del PE 73,74. 
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Otros componentes como la membrana basal (MB), encargada de regular las vías de 

señalización o ejerciendo un efecto barrera 72–75,78, los astrocitos, encargado del acoplamiento 

entre los circuitos neuronales y los vasos sanguíneos 73–75,79,80, o las células inmunes como la 

microglía y los macrófagos perivasculares, se encargan de mantener la estabilidad y soporte 

funcional de la BHE durante todo el desarrollo 77,81–83.   

En definitiva, la inmadurez de alguno de estos integrantes o su alteración a causa de algún daño, 

comprometen la estabilidad y el correcto funcionamiento del SNC. Anteriormente se mencionó 

la vulnerabilidad en la vasculatura (y por tanto en la UNV) de los PE y/o EBPN. Esta propiedad 

promueve el desarrollo de Hemorragia Intraventricular (HIV), la principal causa de la PCI en los 

prematuros.  
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LA PARÁLISIS CEREBRAL DE ORIGEN 
HEMORRÁGICO 

¿Qué es la Hemorragia Intraventricular? 

Definición 

La HIV es el tipo de hemorragia intracraneal (HIC) más común en el RN, especialmente en el 

PE y EBPN (Fig. 11). A pesar de las mejoras en los cuidados durante el embarazo o de los avances 

en las técnicas obstétricas, esta patología sigue siendo un problema global debido a su alta 

incidencia y la gravedad de sus secuelas 80,84–88. A nivel mundial, se estima que aproximadamente 

entre el 25-60% de los EBPN llegarán a sufrir este daño (sólo en los EE. UU. 12.000 niños lo 

sufrirán cada año). Aunque se haya mejorado la tasa de supervivencia de los RN con HIV 

(actualmente fallece el 30% de los pacientes con HIV, una tasa tres veces menor que en los años 

90), se ha progresado muy poco en la prevención de secuelas como es la PCI 74,80,92–95,84–91.  

El carácter transitorio de importantes estructuras del SNC como la MG hacen de la HIV una 

enfermedad difícilmente tratable 59. La MG es una estructura altamente vascularizada que se 

Figura 11. (Izquierda) Imagen representativa de los tipos de Hemorragias craneales que se producen en el ser 

humano. (Derecha) Diagrama de la MG y las estructuras colindantes. Adaptado de Snehkunj et al. 2018 
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encarga de la neurogénesis y gliogénesis durante el segundo y tercer trimestre del embarazo 60. 

En este sentido, la rotura de los vasos o su atrofia estructural es responsable de diferentes 

eventos fisiopatológicos que, sumado a las alteraciones en el neurodesarrollo de los PE y/o EBPN 

que aparecen como consecuencia de la exposición del individuo al propio ambiente 

extrauterino, son responsables de diferentes alteraciones neurológicas y/o cognitivas como la 

PCI 58.  

La relación entre la Matriz germinal y la Hemorragia intraventricular 

Como hemos mencionado anteriormente, la MG es una estructura transitoria presente durante 

el periodo comprendido entre las semanas 8 y 36 de gestación 80,84. Esta estructura, que se 

encuentra altamente vascularizada, se sitúa en la SVZ, principalmente encima del núcleo 

caudado envolviendo al ventrículo, aunque también está presente en la parte superior del asta 

temporal 80,84. Como consecuencia de su origen tan primitivo, es imposible clasificar sus vasos 

en arteriolas, vénulas o capilares; por ello, definimos a la MG como una “re  vascular i  a ura” 

que promueve la formación de precursores oligodendrogliales y neuronales 80,84.  

La MG es considerada como el productor de la mayoría de las células del SNC, ya que en esta 

estructura los precursores neuronales y oligodendrogliales empiezan su actividad mitótica justo 

antes de migrar a las diferentes zonas del cerebro 80,84. De esta forma, después de la semana 15 

de gestación la MG se extiende rápidamente a lo largo del cerebro convirtiéndose en la principal 

fuente de neuronas inhibitorias en la zona neocortical 80,84. Se estima que aproximadamente el 

35% de las neuronas proceden de la GE ventral, mientras que el resto son producidas en la zona 

dorsal de la SVZ, dando lugar a la mayoría de las proyecciones neuronales al comienzo de la 

gestación 80,84. A partir de la semana 24 de gestación, este mismo proceso ocurre con los 

progenitores de los oligodendrocitos y astrocitos, los cuales migraran y maduraran hasta el 

momento del parto.  

Tradicionalmente, se ha intentado atribuir las HIV a causas traumáticas. Así, algunos autores 

señalaban la acción de las diferencias de presión entre el ambiente uterino y el extrauterino 

como precipitante del daño en la MG 60. Otros indicaban, por su parte, que la causa subyacente 

podría residir en la compresión de la vena galena en el parto, lo que daría lugar a una obstrucción 

del drenaje cerebral y una hemorragia intraventricular secundaria. Sin embargo, las hipótesis 

actuales relacionan el origen de la mayoría de las HIV en prematuros como consecuencia de una 

hemorragia de la MG que rompe el epéndimo y comunica con la cavidad ventricular. 
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Introducción: La parálisis cerebral de origen hemorrágico 

La principal razón de por qué el sangrado se desarrolla en la MG y no en la SB es debido a que 

en esta estructura los elementos de soporte están inmersos en numerosos canales vasculares y 

venas de paredes muy finas y rudimentarias (en ocasiones sin capas musculares o de colágeno) 

que drenan al sistema venoso profundo, siendo muy susceptible a cualquier noxa80,88–91. Por otro 

lado, la red vascular de la MG es compleja, ya que su sistema anatómico incluye una serie de 

vasos primitivos que, a partir de la semana 23 de gestación, irán aumentando de grosor y darán 

lugar posteriormente a arteriolas, capilares y venas que aún no están preparadas a las 

condiciones del ambiente extrauterino 80. En este sentido, la vulnerabilidad de la MG depende 

de la morfología y densidad vascular, de la inmadurez de los integrantes y eventos de 

señalización de la BHE (fibronectina, astrocito, pericitos, etc.) 80,86,96,97 o de su alta tasa 

angiogénica y demanda metabólica y de oxígeno 80,98. 

Aunque la vulnerabilidad de la MG es el factor más determinante a la hora de explicar la HIV, en 

el PE ocurren una serie de factores que hacen que la probabilidad de que se produzca la rotura 

de los vasos aumente 74,80,95,86,88–94. La presencia de fluctuaciones del Flujo Sanguíneo Cerebral 

(FSC) 80,86,88, una autorregulación inmadura que origina pasividad en la presión del flujo cerebral 

ante la incapacidad de la función reguladora para mantener el fujo cerebral constante, a pesar 

de las fluctuaciones en la circulación sistémica 80,86,88, y la hiperemia funcional (debido a la 

actividad neuronal para suplir la demanda metabólica) 80,86,88–91 también son responsables 

directas de la rotura de los vasos de la MG y del posterior sangrado. 

El hecho de ser una patología multifactorial hace que la heterogeneidad, así como el pronóstico 

del paciente varíe en función de la severidad y localización del sangrado. Según Papile, la HIV se 

puede categorizar en 4 tipos en función del grado de lesión y la zona en la que se localiza 74,92–

95. En este sentido, la hemorragia es de grado I cuando el sangrado queda circunscrito a la zona 

subependimaria. Por otro lado, en algunos casos el sangrado puede producir la rotura del 

epéndimo invadiendo los ventrículos laterales. A este respecto, la HIV será clasificada como 

grado II y III en función de si esta estructura queda intacta o por el contrario se dilata. A su vez, 

cuando el volumen acumulado en los ventrículos laterales es muy grande, se produce una 

obstrucción en el flujo sanguíneo, la cual origina secundariamente un infarto venoso 

hemorrágico (hemorragia parenquimatosa o de grado IV), que suele ser homolateral a la IVH 

(Fig. 12) 74,80,84–87,92–95. No obstante, actualmente se ha cuestionado si es dependiente o no de la 

HIV. A pesar de todo, se ha demostrado que aunque todos los pacientes que sufren HIV tendrán 
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alteraciones conductuales de por vida, se ha observado que el volumen del sangrado está 

directamente relacionado con la gravedad de las secuelas 74,92–95. 

Complicaciones de la Hemorragia intraventricular 

Aunque el sangrado per se es capaz de inducir daño cerebral ejerciendo un efecto mecánico 

sobre la glía y las neuronas, cuando la sangre se difunde al interior del ventrículo se producen 

una serie de complicaciones (como consecuencia de la respuesta inflamatoria y la secreción de 

moléculas perjudiciales como proteasas o especies reactivas de oxígeno [del inglés, ROS] 74,92–95) 

que agravarán aún más el daño en la SB y las secuelas a largo plazo 86–88,91. La principal 

complicación que se conoce es dilatación ventricular post-hemorrágica (DVPH) o hidrocefalia 

(HC). Según Coulon, el riesgo de que se produzca DVPH es prácticamente nulo en los RN con HIV 

grado I, del 25 % en los casos con grado II, del 78 % en los de grado III y del 100% en los pacientes 

con grado IV 84,87–90.  Se estima que en torno a dos tercios de los casos de DVPH desarrollarán 

disfunción motora, y aproximadamente un tercio deterioro cognitivo y anormalidades 

neurológicas 74,93,95. Al igual que ocurría con la HIV, en la DVPH los síntomas inmediatos suelen 

ser muy leves o incluso nulos, siendo la aparición de crisis epilépticas a causa del aumento de la 

PIC, una de los pocos signos de esta patología 84,87–90.  

Figura 12. Imagen ilustrativa del tipo de daño según el grado de lesión. Adaptado de Hancock 1995 
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Introducción: La parálisis cerebral de origen hemorrágico 

La DVPH se produce tras la entrada de la sangre al interior del ventrículo, extendiéndose 

rápidamente a través del foramen de Monro a la fosa posterior, al Acueducto de Silvio, al cuarto 

ventrículo y el Foramen de Magendi y Luschka. Durante este proceso, la interacción de los 

componentes hemolíticos con el líquido cefalorraquídeo (LCR) dará lugar a la formación de 

microtrombos que, dependiendo del lugar que ocupen, producirán una DV diferente (Fig. 13). 

De esta forma, el 35% de las DVPH pueden ser de tipo no comunicante y con un progreso lento, 

debido principalmente a la obstrucción al nivel del Acueducto de Silvio; mientras que el 65% son 

de tipo comunicante y se producen de forma más gradual, como consecuencia de la obstrucción 

debido a la cicatrización de las microvellosidades subaracnoideas 74,84,87–90,93,95. En cualquier caso, 

aunque la PCI puede darse por la simple presencia del sangrado, generalmente la DV e un factor 

principal a la hora de explicar el daño en la SB y por tanto la PCOH 74,93,95. 

Como hemos mencionado anteriormente, otra de las complicaciones asociadas con la HIV 

(aproximadamente el 15% de los casos) es el infarto hemorrágico periventricular, localizado 

habitualmente en la SB periventricular 84,87–90. Aunque durante mucho tiempo se discutió sobre 

si esta complicación se debía a una extensión del sangrado de la MG, actualmente se considera 

como un infarto hemorrágico venoso independiente de esta 84,87–90.  

Figura 13. Esquema de la producción de DVPH en el PE y EBPN. Adaptado de Romantsik et al. 2019 



 

 
42 

De esta forma, la PCOH o la DVPH debe explicarse a partir del daño cerebral producido por los 

propios mecanismos físicos del hematoma (daño primario), y por la activación de diversos 

elementos biomoleculares, como consecuencia de los productos liberados por la sangre (daño 

secundario). De esta forma, podemos clasificar al daño en una primera fase más mecánica 

(daño primario) y una posterior más biomolecular (daño secundario) 74,93,95,99. 

Cuadro 2: Signos y técnicas utilizados en el diagnóstico de la HIV  

Dada la variabilidad de los síntomas, el diagnóstico de la HIV se limita típicamente a la detección de sus 

secuelas y al manejo de ciertas variables, como la presión arterial y el estado respiratorio, que pueden 

influir en la progresión de esta enfermedad 100–105. Aunque en la mayoría de los casos la HIV cursa de 

forma asintomática, algunos pacientes presentan un aumento en la presión intracraneal (PIC) y el tamaño 

de la cabeza; no obstante, los signos y síntomas de la HC pueden no ser evidentes hasta varias semanas 

después debido a la distensibilidad del cráneo 100,102,104,105. En otros casos, la manifestación clínica puede 

ser más grave, presentando una alteración oscilante del estado de conciencia, disminución de la motilidad 

espontánea, presentan hipertonía y movimientos oculares anormales 100,102,104,105. Por último, un 

porcentaje muy escaso de pacientes presentan un deterioro del estado de conciencia, hasta el estupor 

profundo o el coma, anormalidades ventilatorias, crisis convulsivas, postura de descerebración y pérdida 

de los reflejos oculovestibulares. Clínicamente se aprecian abombamiento de la fontanela, hipotensión y 

bradicardia con caída súbita del hematocrito100,102,104,105. 

Debido a la complejidad del diagnóstico, se han llevado a cabo diferentes técnicas de imagen con el 

objetivo de identificar y pronosticar las secuelas secundarias la HIV 100,102,104,105. La ecografía craneal es la 

técnica más utilizada debido a la sencillez y seguridad de su manejo, evitando los riesgos asociados con el 

transporte de niños críticamente inestables 100,102,104,105. No obstante, esta técnica tiene un potencial 

bastante limitado para predecir los resultados del desarrollo neurológico en comparación con la 

resonancia magnética (RM) 100,102,104,105. Se ha demostrado que la RM es actualmente la técnica más fiable 

para identificar las anomalías estructurales que permiten predecir el pronóstico y secuelas del individuo 

100,102,104,105.  Por otro lado, la tomografía computarizada (TAC) o la electroencefalografía integrada en 

amplitud son técnicas utilizadas como complemento funcional a la hora de identificar las anormalidades 

del SNC de los pacientes con HIV por RM 100,102,104,105. 
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Introducción: La parálisis cerebral de origen hemorrágico 

Daño primario: el efecto mecánico de la hemorragia 

Como hemos mencionado, el daño de la SB secundario a la HIV o a complicaciones como la DVPH 

se debe tanto al efecto físico que produce la presencia del hematoma en el SNC (daño primario) 

como a los eventos fisiopatológicos inducidos por los componentes de la propia sangre (daño 

secundario). Actualmente se han descrito al menos tres efectos físicos responsables del daño 

primario por parte del hematoma sobre el tejido cerebral tras un episodio de HIV: el 

desplazamiento del tejido neural (efecto masa), un aumento de la presión intracraneal y el 

bloqueo de las vías del LCR 74,92–94,99. 

Por un lado, cuando el sangrado se limita a los grados I y II, este apenas tiene un efecto físico 

sobre el tejido cerebral. No obstante, la entrada de la sangre al interior del ventrículo dará lugar 

a la ya mencionada DVPH, a causa de la alteración en el revestimiento ependimario proximal. 

Tanto el hematoma producido como la extensión de la pared ventricular y del tejido colindante 

producida por la DVPH será la responsable del incremento de la presión intracraneal y de las 

limitaciones del flujo cerebral 74,92–94,99. Aunque la compresión del tejido produce principalmente 

muerte y disfunción axonal, la escasez de vasculatura de la SB y los continuos episodios 

isquémicos que suceden también serán un importante factor a la hora de explicar el daño 

cerebral post-hemorrágico, ya que dará lugar a parte de los eventos fisiopatológicos que 

mencionaremos más adelante 74,92–94,99.   

Otro de los posibles efectos físicos de la HIV es el bloqueo de las vías del LCR.  En general, el LCR 

funciona como amortiguador en el cerebro y como un medio de transporte de productos de 

desecho y de factores tróficos. 74,92–94,99. En condiciones fisiológicas, un aumento en la 

producción de LCR puede ayudar a eliminar los coágulos que impiden el drenaje del fluido, sin 

embargo, la hipersecreción de este a consecuencia de la inflamación producida puede tener 

efectos deletéreos. La activación del receptor tipo Toll 4 (del inglés Toll-like receptor 4, TLR-4) 

y/o el factor nuclear kappa - B (del inglés Nuclear factor kappa – B, NFk-B) promueve la inducción 

de SPAK y la posterior activación del cotransportador NKCC-1 en la región apical del plexo 

coroideo 92. A su vez, se ha observado que esta misma inflamación puede alterar la expresión de 

la Aquoporina 1, un integrante de la BHE encargado del transporte transcelular del agua, 

produciendo finalmente edema 92. 

Por tanto, aunque a lo largo del tiempo se ha definido al hematoma como el principal 

responsable del daño primario en la HIV y en la DVPH, gran parte de las propiedades mecánicas 



 

 
44 

deletéreas que aparecen se deben a la alteración en la homeostasis del LCR 74,92–94,99. De esta 

forma, la combinación del LCR y de la sangre extravasada al ventrículo dará lugar a la formación 

de trombos, que sumado a la obstrucción por parte del LCR, producirá la compresión del tejido, 

la aparición de episodios isquémicos y a un aumento de la PIC 74,92–94,99.  

Daño secundario: principales eventos fisiopatológicos implicados 

Componentes de la sangre: El comienzo del daño secundario 

El daño secundario causado por los componentes sanguíneos es responsable de gran parte de 

la lesión observada. Después de la HIV, los eritrocitos pueden lisarse y liberar su contenido 

potencialmente tóxico en el sistema ventricular. Además, otros componentes sanguíneos, como 

los elementos de la cascada de coagulación y las células inmunes promueven el daño 

neurológico 21,92,99,106–112. El mecanismo por el cual se produce la lisis de estos aún se desconoce, 

aunque se ha identificado un agotamiento gradual de la energía y la activación del sistema de 

complemento como los principales responsables 110. Uno de los principales productos liberado 

en la lisis del eritrocito es la hemoglobina (Hb) 92,99,107–109,111, la cual ha demostrado exhibir 

efectos citotóxicos y aumentar la respuesta inflamatoria tanto en el tejido periventricular como 

en el LCR como consecuencia de la activación del receptor TLR-4 y la hiperproducción de 

radicales hidroxilos (Fig. 14) 92,99,107–109,111.  

Figura 14. Productos de degradación de la lisis de eritrocitos como consecuencia de la rotura de los vasos de la MG. 
La liberación de Fe produce una hiperproducción de radicales -OH que promueven el daño neuronal. 



 

 
45 

Introducción: La parálisis cerebral de origen hemorrágico 

La Hb celular se oxida liberando su grupo hemo 92,99,112. En condiciones fisiológicas, el grupo 

hemo participa en el correcto funcionamiento de diversas proteínas 92,99,112, pero en altas 

concentraciones promueve la lipoperoxidación de las membranas lipídicas, así como la 

oxidación de las proteínas asociadas y los organelos, comprometiendo finalmente su estructura 

y transporte 92,99,112. No obstante, son sus productos de degradación los que presentarán un 

potente efecto citotóxico. En el caso del Monóxido de Carbono (CO) y la bilirrubina, en 

condiciones fisiológicas ambos productos presentan un potente efecto vasodilatador, 

antioxidante y antiinflamatorio 11299,112,113; aunque un aumento exacerbado de sus niveles 

pueden promover un ambiente prooxidante o la aparición de kernicterus respectivamente 

11299,112,113. Sin embargo, el producto derivado de la liberación de la Hb con mayor potencial 

citotóxico es el hierro21,92,99,106–112.  El hierro es un elemento celular esencial que se utiliza en una 

amplia gama de reacciones bioquímicas en el SNC, como el metabolismo de neurotransmisores, 

la síntesis de mielina y en las reacciones de transducción de energía celular 74,92,99. Sin embargo, 

tras la HIV el hierro se acumula en el parénquima cerebral, concretamente en zonas altamente 

vascularizadas como el CC, promoviendo un estado prooxidante y proinflamatorio que afectará 

al linaje oligodendroglial 21,92,99,106–11221,92,99,106–112. Como se muestra en la Figura 14, cabe 

destacar que la neurotoxicidad del hierro está mediada por diversos mecanismos, entre el que 

destaca el desequilibrio redox debido a su capacidad para generar radicales hidroxilos 99,111. 

El daño mecánico generado por el hematoma, así como el efecto de los componentes de la 

sangre inducen un estado excitatorio, prooxidante e inflamatorio, que de manera conjunta será 

el principal responsable del daño en la SB característico de la PCOH.  
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Cuadro 3: Otros componentes de la sangre inductores del daño secundario de la HIV 

Otro de los elementos responsables del daño secundario de la HIV son los componentes de la cascada de 

coagulación, entre los que encontramos la trombina (Factor IIa)99,106–109,111. La trombina es un 

componente esencial de la cascada de coagulación que promueve la síntesis y maduración de la glía, 

modula el crecimiento de neuritas, estimula la proliferación de astrocitos y modula el citoesqueleto de las 

células endoteliales99,106–109,111. El aumento exacerbado de sus niveles como consecuencia de la HIV 

promueve de forma directa la alteración de la BHE (contribuye a la formación de edema y episodios 

isquémicos) mediante la liberación de hierro, Glutamato y metaloproteasas (MMPs) 99,106–109,111. Por otro 

lado, de manera indirecta la conversión de fibrinógeno en fibrina por parte de la trombina también 

promueve el daño cerebral secundario a la HIV 99. En condiciones normales, este proceso es esencial para 

la hemostasia, sin embargo, en presencia de una hemorragia, los coágulos originados por la fibrina pueden 

obstruir el paso del LCR o inducir una potente respuesta inflamatoria 99. Otro factor derivado de 

eritrocitos, plasma y plaquetas que pueden afectar el tejido cerebral circundante es la anhidrasa 

carbónica (CA) 99,107,108. La CA, la cual pertenece a la familia de las metaloenzimas de zinc, promueve la 

formación de edema y muerte celular en la HIV mediante la alteración de la permeabilidad la BHE99,107,108 

así como a través de la perturbación de varios procesos fisiológicos como la homeostasis de pH, el flujo 

iónico, el correcto funcionamiento de la vasculatura y las células gliales107,108. 

La excitotoxicidad: el papel del Glutamato 

Las alteraciones en el flujo sanguíneo cerebral y la alta demanda de oxígeno y metabólica 

presente en la MG de RN inmaduro, hacen que cuando se produce la rotura de los vasos se 

presenten alteraciones en la regulación de ciertos aminoácidos como el Glutamato o la 

adenosina, ambos implicados en gran medida en el daño de la SB 21,94,111,114,115. En este sentido, 

describimos a la excitotoxicidad como el proceso patológico por el cual se produce la 

sobreactivación de los receptores NMDA y AMPA, seguido de la liberación masiva de Glutamato 

21,94,111,114,115. El hierro, la Hb o la trombina son algunos de los elementos implicados en el daño 

neuronal y oligodendroglial secundario a la excitotoxicidad presente en la HIV 21,94,111,114,115.  

Los precursores oligodendrogliales presentes durante el desarrollo de la SB periventricular son 

particularmente susceptibles a este proceso. Aunque en algunos casos esto se debe a la 

modulación de la actividad de la acotinasa (enzima encargada de regular el metabolismo 

energético)111, parte de este daño excitotóxico se debe simplemente al agotamiento del 

glutatión y la posterior formación de radicales libres114. Esta excitotoxicidad está relacionada 

con la activación del intercambiador de Glutamato-cistina (transportador Xc), que regula la 

absorción de Glutamato y el flujo de salida de cistina. A su vez, el agotamiento intracelular de la 
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cistina conduce a una reducción en los niveles de glutatión, reduciéndose así los mecanismos 

antioxidantes que este aporta, aumentando finalmente las ROS114.  

Por otro lado, en la HIV también aparece la excitotoxicidad mediada por receptores, en la que 

los receptores de Glutamato ionotrópicos no NMDA (iGlur y AMPA / kainato) son los 

responsables primarios de la lesión en la SB 21,94,111,114. Recientemente, se ha demostrado la 

importancia de la expresión de receptores NMDA en el desarrollo oligodendroglial. En 

condiciones isquémicas, estos receptores promueven la liberación de Glutamato y alteran la 

homeostasis del calcio, promoviendo posteriormente la muerte celular (Fig. 15). A su vez, este 

aumento en los niveles de 

Glutamato mediados por los 

receptores NMDA no es exclusivo 

solo del oligodendrocito, sino que 

diversas líneas celulares como los 

propios axones de las neuronas, 

las células del plexo coroideo o el 

astrocito también están 

implicados en la excitotoxicidad 

secundaria a la 

hipoxia21,94,111,114,115.  Tomados en 

conjunto, estos hallazgos sugieren 

la necesidad de buscar un 

tratamiento que medie la 

excitotoxicidad presente en la HIV 

y su efecto deletéreo sobre el 

linaje oligodendroglial. 

  

Figura 15. Esquema representativo de los receptores implicados en los 
procesos excitotóxicos y consecuencia de la liberación de Glutamato 
al interior del oligodendrocito. Adaptado de Dirnagl et al. 1999 
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Cuadro 4: El papel de la adenosina sobre la maduración de la SB 114 

La adenosina es un nucleósido que está presente en todas las células y es un componente de ácidos 

nucleicos y moléculas transportadoras de energía. A diferencia de los neurotransmisores clásicos, que se 

almacenan en vesículas sinápticas y se liberan por exocitosis para acciones exclusivas en las sinapsis 116,117, 

la adenosina se distribuye extra e intracelularmente por todo el SNC 116,118. Los niveles intra y 

extracelulares de adenosina varían continuamente gracias a la influencia de transportadores específicos 

116,119,120 y a la actividad de ciertas enzimas metabólicas como la Adenosin desaminasa (ADA), Adenosin 

kinasa (ADK) o la S-adenosil-L-homocistein (SAH) hidrolasa 116,121. Las fuentes de entrada de adenosina 

también varían, aunque dependen estrictamente del estado metabólico de la célula. Extracelularmente, 

la adenosina es producida por la descomposición de nucleótidos de adenina (como el ATP) por una 

variedad de transportadores, que incluyen los receptores CD39 y CD73. Intracelularmente, la adenosina 

se puede generar mediante la desfosforilación de AMP o la hidrólisis de SAH por las enzimas citosólicas 

5'-NT o SAH-hidrolasa, respectivamente 116,122. 

En el cerebro maduro, la adenosina juega un papel neuroprotector importante. Sin embargo, durante el 

desarrollo la activación de los receptores de adenosina como el A1AR expresados en neuronas, microglía 

y oligodendrocitos tiene efectos nocivos sobre la maduración cerebral, en especial en las condiciones de 

hipoxia presentes en la HIV. En este sentido, se ha sugerido que la activación del receptor A1R inhibe la 

proliferación oligodendroglial, A1R y A2AR promueven la diferenciación e inhiben la mielinización, y 

A2BR y A3R promueven la 

mielinización en el ciclo de 

vida de los 

oligodendrocitos. 

Concretamente, se ha 

observado como la 

activación de A1AR induce 

ventriculomegalia, reduce 

el volumen de la SG y SB, y 

reduce la expresión de la 

MBP. A pesar de su posible 

relación con la alteración 

del sistema de 

neurotransmisión, se 

desconoce los mecanismos 

de acción y las vías que 

conducen al daño en la SB 

(Fig. 16) 114. 

Figura 16. Metabolismo de la adenosina y sus efectos sobre las OPC. Descripción 
general del metabolismo de la adenosina y las acciones inducidas por el receptor 
de adenosina sobre el desarrollo oligodendroglial. Estimulación: flechas rojas; 
inhibición: flechas verdes; dirección: flechas azules. Adaptado de Shen et al. 2018 
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El estrés oxidativo en la Hemorragia intraventricular 

Otro de los mecanismos implicados en PCOH es el estrés oxidativo74,93,111,114,115,123. El cerebro 

inmaduro es altamente susceptible a este fenómeno, ya que su tejido enriquecido en ácidos 

grasos insaturados, hierro y ascorbato, precisa de una alta demanda de oxígeno que contrasta 

con una profunda escasez de defensas antioxidantes (superóxido dismutasas, catalasa o 

glutatión peroxidasa) en diferentes regiones del cerebro74,93,111,114,115,123.  

Como ya se ha mencionado, la formación de ROS y la peroxidación lipídica producida durante la 

HIV se debe principalmente a la acción de los productos de la sangre (el hierro y la Hb reducen 

la actividad de la superóxido dismutasa (SOD) y aumenta la fragmentación de ADN mediante la 

inhibición de la vía de reparación por escisión de bases 74,111) y a los diferentes episodios de HI 

que suceden 74,93,115. Este proceso está mediado por la xantina e hipoxantina74,93,115 el cual en 

condiciones fisiológicas utiliza NAD + como aceptor final de electrones para oxidar la hipoxantina 

y la xantina a ácido úrico74,93,115. Sin embargo, en el tejido isquémico, la xantina deshidrogenasa 

se convierte en xantina oxidasa, que utiliza oxígeno como aceptor final de electrones, lo que 

resulta en la generación de radicales libres74,93,115. 

Al contrario que en otras patologías, se ha demostrado que la vulnerabilidad de los pre-OL en la 

HIV se debe a la ausencia de defensas antioxidantes mediadas por glutatión 114,115,123. El glutatión 

es el principal antioxidante de las células protegiéndolas de las ROS, como los radicales libres y 

los peróxidos114,115,123. No solo se ha observado una menor cantidad de glutatión en los 

oligodendrocitos maduros, sino que además se produce una menor tasa de recambio y lavado 

de ROS, así como la inmadurez de enzimas antioxidantes como la glutatión peroxidasa 114,115,123.  

Por otro lado, parece que el agotamiento del glutatión depende en parte del proceso de 

transición de permeabilidad mitocondrial (PTPm) 111,115, característico de ciertas patologías 

como los TBI o los accidentes cerebrovasculares (ACV). Este evento fue descrito por primera vez 

a finales de los 70s por Haworth y Hunter, y describe un fenómeno en el cual se produce un 

cambio abrupto en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna en respuesta a calcio, 

estrés oxidativo y depleción de ATP, entre otros factores 111,115. Se ha observado que un aumento 

de la permeabilidad de la barrera mitocondrial produce el desacoplamiento energético y el cese 

de la producción de ATP y reducción de glutatión 111,115. El desencadenamiento de la transición 

de la permeabilidad mitocondrial también resulta en la liberación de múltiples proteínas del 

espacio intermembrana mitocondrial, incluido el Citocromo C115, el cual activa a la vía apoptótica 

mediada por la activación de las caspasas115. Estos procesos, sumados a la expresión retardada 
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de genes que suprimen la apoptosis, como BCL-2 o p35, hacen del PreOl uno de los tipos 

celulares más susceptibles al estrés oxidativo 11574,93,111,114,115,123. 

El importante papel de la inflamación 

A pesar de que tanto la excitotoxicidad como el estrés oxidativo presentan una gran relevancia 

a la hora de explicar el daño de la SB de origen hemorrágico, la inflamación es probablemente 

el evento más importante 21,74,77,83,93–95,99,111,124. Aunque la inflamación puede producirse en 

ausencia de hemorragia (por ejemplo, mediante la acción del lipopolisacárido LPS en infecciones 

maternas), muchos de los factores derivados del coágulo aumentan la infiltración de leucocitos 

y activación de la microglía, las principales células proinflamatorias del SNC 21,74,77,83,93–95,99,111,124.  

Desde las primeras etapas de gestación, la microglía y los macrófagos (Fig. 17) juegan un papel 

principal en el desarrollo y en la homeostasis del cerebro neonatal, de forma que desde la 

semana 4 de gestación se infiltran en el cerebro a través del plexo coroideo, meninges y 

ventrículos. Dentro del SNC neonatal sano, la microglía participa en la vigilancia inmunológica, 

el desarrollo de la red neuronal, la mielinización y la angiogénesis y vasculogénesis 

cerebral21,77,83,95,111. Cuando se produce una lesión se induce la activación de la microglía con 

fenotipo M1, estimulará la activación de receptores de tipo NOD o Toll (TLR), entre los que 

destaca el TLR-4, que a su vez inducen la liberación de mediadores como Interferón-γ (IFN) o 

Factor de necrosis tumoral α (TNF-α), los cuales son altamente tóxicos para el pre-Ol21,77,83,95,111.  

Figura 17. Papel de la microglía en función de su fenotipo reparador o inflamatorio en diversas patologías. 
Adaptado de Pocock et al. 2019 
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En enfermedades como el stroke o el TBI, se ha observado que la activación microglial M1 

alcanza su máximo durante las primeras horas después del daño, no obstante, esta va 

desapareciendo a lo largo del tiempo adquiriendo de nuevo un fenotipo reparador 21,77,83,95,111. 

Desafortunadamente, a día de hoy no se ha descrito el curso temporal de los cambios en las 

poblaciones de microglía M1 y M2 en ningún modelo preclínico de GMH-IVH del PE 95.  

La activación de vías proinflamatorias por parte de estos tipos celulares promueve la liberación 

de citoquinas (CKs) inflamatorias21,74,77,83,93–95,99,111,124. Las CKs son moléculas de señalización que 

juegan un papel central en los procesos inflamatorios (Tabla 2) 21,74,77,83,93–95,99,111,124. Por un lado, 

la liberación de estas moléculas produce una hiperpermeabilidad de la BHE, de manera directa 

al activar las vías de señalización dentro del endotelio de forma directa, y mediante efectos 

indirectos ejercidos sobre otras células de la UNV, como se explicará más adelante 77,83,124.  

 

Tabla 2. Papel de las distintas CKs en la fisiopatología de la HIV 

  

Citoquina Implicación en el neurodesarrollo Papel en la fisiopatología de la HIV 

IL-1β 
Inhibe la neurogénesis y promueve el linaje 
astrocitario 125–129 

Aumenta la excitotoxicidad, la inflamación y el 
estrés oxidativo 130–135 

IL-6 
Promueve la formación de sinapsis y el desarrollo 

de los sistemas hematopoyéticos y nerviosos 
124,125,136–139 

A pesar de producir cambios hemodinámicos, 
presenta efectos antiinflamatorios 136,140 

IL-8 

Regula la producción de moléculas de adhesión, 
la formación de lípidos bioactivos, amplifica la 
inflamación local, y estimula la angiogénesis 

141,142 

Promueve la acumulación de neutrófilos 
activados, obstruyendo así la microvasculatura 

y aumentando la liberación de mediadores 
proinflamatorios 124,143 

IL-10 
Aumenta la supervivencia y diferenciación de los 
progenitores neurales y oligodendrogliales 144–146 

Reduce la adhesión y extravasación de 
leucocitos, facilita la coagulación y ejerce 

efectos antioxidantes 77,147–151 

IL-18 
Induce la muerte celular mediante la activación 
de células NK, linfocitos T y otros mediadores 

proinflamatorios 152,153 

Promueve el desarrollo de la PCOH mediante la 
activación astrocitaria y microglial 124,154 

TNF-α 

Inhibe la proliferación y diferenciación de los 
progenitores neurales, promueve la 

supervivencia celular y ejerce funciones 
neuroprotectoras 125,155,156 

Altera la coagulación  y promueve  la necrosis 
de la SB provocando la muerte de los 
precursores oligodendrogliales 124,157 

TGF-β 
Aunque en exceso puede inhibir la neurogénesis, 
juega un importante papel en el mantenimiento 

de la UNV 125,158 

Reduce los niveles de expresión de CKs 
proinflamatorias y promueve la liberación de 

factores tróficos 159–164 

IFN-γ 
Promueve la diferenciación, migración y 

desarrollo neuronal 125,165 
Promueve el daño de la SB y la BHE debido a 

sus propiedades proinflamatorias 166–170 
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Por otro lado, tras la activación de las vías inflamatorias se produce la liberación de quimiocinas 

(o quemoquinas). Las quimiocinas regulan la quimiotaxis, incluida la migración de leucocitos 

responsables de la disrupción de la BHE77,83. Por último, otro de los mediadores liberados como 

consecuencia de la activación microglial son las MMP. Las MMPs desempeñan un papel central 

en los procesos neuroinflamatorios al degradar elementos de la matriz extracelular77,83,111. 

Particularmente, se ha sugerido que el control de la MMP-9 (producida por los macrófagos 

infiltrados) puede ser de vital importancia, ya que se ha descrito una correlación entre el 

aumento de la expresión de esta MMP con la expansión del hematoma, el edema 

perihematómico y el deterioro neurológico en pacientes con HIC 77,83,111. Todo esto, sumado a la 

síntesis de enzimas prooxidantes como la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) o la 

ciclooxigenasa 2 (Cox-2) por la activación de TLR-4 (Fig. 18), hacen de la inflamación uno de los 

factores más importantes a la hora de explicar la patogenia de la HIV 77,83,111.  

  R  

Figura 18. Esquema de la activación de la vía proinflamatoria dependiente del receptor TLR-4 por la 
acción de los productos resultantes de la lisis de eritrocitos. La activación de este receptor promueve la 
translocación de NFk-B y la síntesis de CKs, quemoquinas y enzimas con efecto citotóxico. Adaptado de 
Antón et al. 2017 
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Por tanto, la polarización de la microglía y el bloqueo de la infiltración de leucocitos en el cerebro 

son objetivos terapéuticos potenciales en la HIV, promoviendo a su vez la liberación de factores 

de remodelación, como VEGF, BDNF y CKs antiinflamatorias como el TFG-B o la interleuquina 

(IL)10, las cuales promueven el crecimiento axonal, la angiogénesis tras la hemorragia y la 

reparación del tejido dañado 83,95,99.  

Cuadro 5: Función de la microglía y macrófagos según su fenotipo 

A pesar de tener un origen celular distinto (la microglía se origina en el saco vitelino y los macrófagos en 

la médula ósea), tanto a nivel fisiológico como fisiopatológicos ambos subtipos celulares presentan 

funciones muy similares (Fig. 19A) 83,95. Ambos han demostrado tener un importante papel en la 

recuperación neurológica, incluida la neurogénesis, crecimiento axonal, la sinaptogénesis, la 

angiogénesis, la oligodendrogénesis y la remielinización en varias enfermedades del SNC83,95. No obstante, 

la liberación de nucleótidos (ATP, UTP) como consecuencia del daño celular hacen que estas liberen 

mediadores proinflamatorios como CKs o quemoquinas 83. En este sentido, tanto la microglía como los 

macrófagos pueden clasificarse en 4 subcategorías según la función que desempeñen: fenotipo M1, 

activadas clásicamente con propiedades citotóxicas; el fenotipo M2a con una activación alternativa, que 

está involucrada en la reparación y regeneración; M2b con un fenotipo inmunorregulador; M2c, con un 

fenotipo de desactivación adquirida (Fig. 19B). La polarización tanto la microglía como los macrófagos 

depende del tipo de respuesta a la que estos son sometidos. Por ejemplo, los interferones de las células 

T auxiliares, la presencia de LPS o la estimulación del patrón molecular asociado al daño (DAMP) a través 

TLR4 promueven un fenotipo M1, mientras que la señal inducida por la expresión de IL-4 / IL-13 estos 

adquieren un fenotipo M2 83,95,99. 

Figura 19. (A) Origen embrionario de los macrófagos y microglía. Adaptado de Jurga et al. 2020 (B) Marcadores 

representativos de cada fenotipo. Fumagalli et al. 2011. 
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Alteraciones en la integridad de la Barrera hematoencefálica 

Como hemos descrito anteriormente en la HIV, como consecuencia del daño primario y 

secundario se produce una alteración en la BHE, lo que conduce posteriormente a la infiltración 

masiva de macrófagos y a la formación de edema, que de manera recíproca, iniciará de nuevo 

los eventos fisiopatológicos descritos 73,75,77. Lamentablemente, debido a la dificultad a la hora 

de realizar el análisis biomolecular, por el momento se desconoce si este aumento en la 

permeabilidad se debe a alteraciones del transporte paracelular (a causa de una 

disfuncionalidad de las UEs) o transcelular (transcitosis a través del endotelio)73,75,77. En el caso 

de la HIC en adultos (y probablemente en la HIV del PE), se ha sugerido que esta alteración es 

consecuencia de la isquemia producida por el hematoma 73,75,77. No obstante, parece que al igual 

que en los eventos 

fisiopatológicos 

descritos, ciertos 

productos de la 

sangre como la 

trombina (a través 

de su receptor PAR-

1), la fibrina o el 

fibrinógeno han 

demostrado ejercer 

un daño sobre el 

endotelio y 

promover la 

posterior infiltración leucocitaria 73,75,77. De la misma forma, los productos de degradación de 

eritrocitos como el hierro, ha demostrado generar disfuncionalidad en la BHE a través de la 

generación de radicales libres (radicales superóxido, hidroxilo y peroxinitrito) o alterando las 

vías de señalización (Fig. 20) 73,75,77. 

Los modelos de ACV in vivo e in vitro han demostrado que durante todo el proceso de daño en 

la BHE, gran parte de los elementos que la conforman pueden verse alterados a causa de la 

inflamación y estrés oxidativo producido 73,75,77. En las CEs que conforman la BHE 

(particularmente las UEs), se ha demostrado que un aumento en la producción de CO, NO o iNOS 

pueden modificar estructural y funcionalmente estas proteínas 73,75,77. Por otro lado, se ha 

demostrado que la activación de Nfk-B y la posterior liberación de CKs son capaces de aumentar 
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Figura 20. Alteración de la BHE como consecuencia de los componentes de la sangre 



 

 
55 
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la expresión de las ya mencionadas MMPs (en especial MMP-9), proteasas dependientes de Zinc 

capaces de alterar la permeabilidad de la BHE alterando las UEs y las uniones adherentes o 

degradando la laminina y fibronectina que conforma la lámina basal 73,75,77. Aunque se 

desconocen los mecanismos exactos, se ha observado que el edema producido en los ACV altera 

la funcionalidad y expresión de canales y transportadores como el receptor Mfsd2a (del inglés, 

major facilitator superfamily domain-containing protein 2), responsables de la homeostasis 

metabólica y fisiológica del SNC 73,75,77. 

De la misma forma que la expresión de CKs proinflamatorias y la formación de ROS promueven 

el daño en la BHE, se ha demostrado que la liberación masiva de Glutamato también es un 

elemento transcendental a la hora de explicar la hiperpermeabilidad de la barrera y la formación 

de edema citotóxico 73, ya que tanto los receptores NMDA como los metabotrópicos se expresan 

en las CEs73. Se ha sugerido que la activación de estos receptores produce la alteración de los 

transportadores que regulan el flujo de iones [como el intercambiador de Na+ / H+ (NHE), el 

contransportador Na+ / K+ ATPasa y Na+ / K+ / Cl-]; no obstante, se desconoce si este es el proceso 

por el que la excitotoxicidad ejerce un efecto deletéreo en la BHE durante la HIV 74,93,111,114,115,123. 

Por lo tanto, aunque se desconoce cuáles son los mecanismos exactos que conducen a la 

alteración en la funcionalidad y estructura de los integrantes de la BHE, es evidente que los 

eventos fisiopatológicos descritos en el apartado anterior participan directamente en este daño. 

Asimismo, se ha demostrado que la alteración de la BHE así como la infiltración de células 

circundantes inician de nuevo la aparición de los eventos fisiopatológicos implicados en la HIV, 

produciéndose un ciclo continuo donde se promueve el daño y la fisiopatología de esta 

enfermedad. En este contexto, parece que mantener la integridad de la BHE parece ser un 

objetivo claro a la hora de reducir la mortalidad y morbilidad de la PCOH73,75,77. 

Consecuencias de la HIV: Daño en la estructura y funcionalidad del SNC 

Como ya se ha mencionado anteriormente, debido a la inmadurez de los precursores 

oligodendrogliales, la estructura más vulnerable durante la HIV es la SB, siendo la principal 

afectada del desarrollo de PCI 74,86–88,91. No obstante, la destrucción del parénquima (como 

consecuencia del daño oligodendroglial o por la pérdida de sus progenitores en la SVZ) no es el 

único fenómeno producido. Se ha descrito que pacientes que sufrieron HIV después del parto 

presentaron una acumulación de depósitos de hemosiderina, gliosis nodular, pérdida de células 
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ependimarias y la formación de rosetas subependimarias subyacentes en la pared ventricular 

74,86–88,91. Todo esto, sumado al crecimiento de progenitores gliales debido al papel de la nestina 

o la vimentina, comprometieron la integridad otras vías y estructuras, alterando aún más el 

funcionamiento del SNC 74,86–88,91. 

Una de las principales 

consecuencias del daño 

producido por la HIV es 

la modificación en la 

neurotransmisión de 

monoaminas. Las 

anomalías en el sistema 

de transmisión 

monoaminérgico 

conllevan una menor 

concentración de 

neuronas colinérgicas, 

GABBAérgicas y 

dopaminérgicas en 

regiones cerebrales específicas que alterarán, entre otros aspectos, la conducta del individuo (la 

prematuridad está estrechamente ligada a trastornos como el trastorno de déficit de atención 

e hiperactividad [TDAH])74,86–88,91. El eje hipotalámico-pituitario (HPA) es otro sistema que, al 

igual que el cerebelo, está expuesto durante el desarrollo de la DVPH, una de las complicaciones 

más graves de la HIV 74,86–88,91. Como consecuencia, estos pacientes presentan una secreción 

anómala de la hormona secretada por la gándula pituitaria, además de deficiencia de la 

hormona del crecimiento, y niveles de FSH, LH y GnRh más elevadas, asociados con otros 

trastornos como pubertad precoz y amenorrea74,86–88,91. Por otro lado, se han observado 

pequeños cambios arquitectónicos en neuronas y dendritas 74,86–88,91. En el caso de las neuronas, 

estas pueden presentar un menor tamaño y organización que, sumado a la reducción en el 

tamaño y número de las ramas de las dendritas corticales, comprometen drásticamente a la 

interacción sináptica (hecho que se demuestra observando los bajos niveles de la proteína 

vesicular presináptica sinaptofisina) 74,86–88,91.  No obstante, la afectación de los axones 

periventriculares parece ser la clave para entender el daño cerebral asociado a la DVPH. 

Mientras que las neuronas mantienen su integridad morfológica y funcional (a excepción de 

ciertas alteraciones en la sinaptogénesis), durante la DVPH se produce un daño axonal 

Figura 21. Esquema de las consecuencias a largo plazo producidas por la HIV 
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localizado especialmente en el sistema límbico (vía fimbria-fórnix) y el CC, de forma que toda 

la SB periventricular, incluidos los tractos corticoespinales largos y las capas más profundas, son 

susceptibles a sufrir un daño74,80,86–91. Este fenómeno es el responsable directo de la afectación 

motora observada en los pacientes con PCI (Fig. 21). Por lo tanto, el daño secundario a la HIV no 

solo produce alteraciones en el número y madurez de progenitores oligodendrogliales que 

forman parte del parénquima, sino que otros sistemas (como el monoaminérgico) y estructuras 

(SG) parecen estar implicadas en las secuelas producidas por el daño cerebral adquirido. 

 

 Cuadro 6: Modelos animales de PCOH en prematuros 

Se han propuesto como herramienta diversos modelos animales con el fin de buscar nuevas dianas 

terapéuticas, especialmente aquellos basados en la inyección de sangre autóloga o en la modificación de 

las propiedades hemodinámicas del individuo 74,171–174; lamentablemente, ninguno de ellos ha logrado 

reproducir de manera eficaz la fisiopatología ni las consecuencias funcionales ni anatómicas observadas 

en el ser humano 74,171–174. En la Tabla 3 se describen los modelos animales utilizados en el estudio de la 

HIV así como sus ventajas y desventajas. 

 

MODELOS ANIMALES ACTUALES DE LA PCPH74,171 

Animal Modelo Ventajas Desventajas 

Roedores 

Inyección de sangre 

autóloga o Colagenasa en 

la región periventricular 

Presencia de una MG en el periodo 

postnatal, neurodesarrollo bien 

documentado y es económico 

Fisiología y anatomía diferente 

al ser humano. 

Conejos 

Inyección i.p. de glicerol 

para producir hipotensión 

intracraneal, 

hiperosmolaridad o diuresis 

Inmadurez de los vasos sanguíneos en la 

MG. 

Desarrollo de la hemorragia 

inconsistente y difusa 

Oveja 
Asfixia con hipertensión 

arterial y venosa en fetos. 
Vasculatura de la MG similar al humano 

Cerebro maduro al nacer, 

hemorragia variable, anatomía 

diferente al ser humano 

Cerdos 
Inyección de sangre 

autóloga 

Facilidad a la hora de conocer la 

fisiopatología del daño cerebral 

Cerebro maduro en el 

neurodesarrollo 

Perros 

Alteración de la función 

hemodinámica o asfixia a 

las 24-48 h post-parto 

Muchos estudios relacionados con la HIV 

y su gran tamaño permite conocer la 

fisiopatología más fácilmente 

Variabilidad de la hemorragia, 

limitaciones anatómicas y 

estudios neuroconductuales 

limitados 

Primates 
Desarrollo espontaneo en 

prematuros 
Muy similar al ser humano 

Ética y económicamente 

incompatible 

Tabla 3. Modelos preclínicos que reproducen la HIV 
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BUSQUEDA DE UN TRATAMIENTO 
QUE PREVENGA LA PCOH 

Tratamientos actuales 

La ausencia de modelos animales válidos sumada al diagnóstico tardío de la HIV, han hecho que 

actualmente no exista un tratamiento realmente eficaz que logre prevenir el daño y las secuelas 

producidas. A día de hoy los tratamientos aprobados se utilizan desde el periodo prenatal, con 

el objetivo de prevenir la rotura de la MG así como la difusión del sangrado una vez se produce 

el parto, o postnatal, intentando reducir la potencia de los eventos fisiopatológicos 

desencadenados y reducir así sus secuelas100–105.  

Una vez establecida la HIV, el manejo de las complicaciones depende de su localización y 

gravedad. Por ejemplo, si el sangrado se limita a la región subependimaria, su evolución permite 

que la situación se resuelva sin necesidad de intervenir; sin embargo, si la hemorragia afecta a 

regiones parenquimatosas (dando lugar a DVPH), es necesario actuar con urgencia 100–105. En los 

casos en los que esta complicación no se resuelve de manera espontánea (generalmente en el 

65% de los casos), los pacientes requieren el uso de terapias quirúrgicas entre las que destacan 

la inyección de estreptoquinasa intraventricular, punciones lumbares y ventriculares 

repetidas, y la técnica de DRIFT (drenaje, irrigación y terapia fibrinolítica), todo ello mediante 

un seguimiento constante de la evolución de la hemorragia 100–105. Sin embargo, a pesar de 

reducir la evolución y severidad de la DV, estas terapias no ejercen ningún efecto sobre las 

secuelas (motoras y cognitivas) a largo plazo 100,102,104,105.    

A causa del fracaso de las intervenciones quirúrgicas a la hora de paliar las secuelas de los 

pacientes, inicialmente se propuso el uso de corticoides prenatales con el objetivo de prevenir 

la aparición de HIV, ya que se ha observado que estos agentes terapéuticos son capaces de 

promover la maduración de los vasos de la MG al aumentar la expresión de pericitos y la proteína 

ácida fibrilar glial (del inglés, GFAP), marcador específico de células astrogliales, controlar la 

angiogénesis exacerbada y prevenir el síndrome de dificultad respiratoria controlando el FSC. 

Sin embargo, este tratamiento no mostró signos de mejora significativos en gran parte de los 
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pacientes 100–105. Por ello, al uso de los corticoides prenatales se añadió el sulfato de magnesio, 

un compuesto capaz de reducir la incidencia de PCI mediante la modulación de la entrada de 

Calcio y Glutamato, reducción de la inflamación y estrés oxidativo, y aumento de la agregación 

plaquetaria 100–105. 

Dado que la HIV es una enfermedad cuya incidencia se centra generalmente en los países en 

vías de desarrollo, el seguimiento y tratamiento prenatal resulta de gran dificultad. Por este 

motivo, se han utilizado otros compuestos en el periodo postnatal con el objetivo de prevenir el 

desarrollo de este daño y la aparición de secuelas como la PCI 100–105. La indometacina es un 

inhibidor de la enzima COX (1 y 2) utilizada comúnmente en prematuros para cerrar el conducto 

arterioso permeable, pero que también se aplica para prevenir la HIV (su posible potencial 

terapéutico sobre la HIV se debe al control que ejerce sobre el FSC y estabilidad de la BHE) 

100,102,104,105. Lamentablemente, al igual que ocurría con los corticoides prenatales, actualmente 

la indometacina no está recomendada, ya que no sólo no parece mejorar el pronóstico del 

individuo, sino que su uso puede producir efectos adversos como enterocolitis necrosante o 

enfermedad pulmonar crónica 100,102,104,105. Con propiedades similares encontramos al 

ibuprofeno, que a pesar de tener una menor cantidad de efectos adversos (insuficiencia renal, 

trombocitopenia, hiponatremia, etc.), no parece prevenir las secuelas 

posthemorrágicas100,102,104,105. Otro de los fármacos utilizados es el fenobarbital, gracias a sus 

propiedades antioxidantes y su efecto sobre la presión arterial; no obstante, parece que al igual 

que en casos anteriores, su uso no parece reducir la incidencia de la PCOH 100,102,104,105. Por otro 

lado encontramos el Factor VII activado, capaz de promover la agregación plaquetaria y por 

tanto controlar el volumen de sangrado. No obstante, parece que la aplicación en sí de este 

compuesto ofrece un efecto bastante limitado, siendo únicamente relevante al usarse como 

coadyuvante de otros compuestos 100,102,104,105. Por último, existen otros fármacos que, aunque 

actualmente se encuentran en estudio, no han tenido un gran éxito a la hora de prevenir el 

desarrollo de la HIV. Este es el caso del etamsilato (promueve la adhesión plaquetaria y aumenta 

la estabilidad de la membrana basal), la vitamina E (antioxidante) o el pavulon (previene la 

respiración asincrónica y las alteraciones en la oxigenación y las fluctuaciones del flujo 

sanguíneo) 116,118,120,12. A su vez, otras terapias como la eritropoyetina, el uso de células madre, 

la cafeína o el surfactante sintético, han contribuido a disminuir la incidencia de complicaciones 

ventilatorias y la muerte del PE, aunque no se ha obtenido ningún resultado beneficioso a la 

hora de prevenir la PCPH100,102,104,105.  
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Por tanto, dado que ni las terapias farmacológicas ni quirúrgicas parecen ser eficaces sobre la 

PCOH, se pone de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas dianas terapéuticas que 

permitan mitigar los efectos deletéreos de esta.  

Dianas terapéuticas endógenas implicadas en la HIV 

Durante la HIV, el organismo inicia una serie de mecanismos protectores endógenos con el 

objetivo de neutralizar el daño producido. Debido a la ausencia de un tratamiento eficaz, sería 

interesante investigar estos mecanismos de respuesta endógena por parte del organismo para 

tratar de identificar nuevas dianas terapéuticas que permitan desarrollar tratamientos 

verdaderamente efectivos, e incluso potenciar este efecto protector que se desarrolla tras el 

daño. En este sentido, se ha demostrado que la polarización de la microglía y macrófagos hacia 

un fenotipo de activación neurorreparador disminuye la inflamación, el estrés oxidativo y la 

liberación de hierro, encargándose así de promover la fagocitosis de los coágulos sanguíneos 

después del sangrado 83,95,111 y de mejorar los déficits neurológicos a corto y largo plazo 83,95,111. 

Se ha descrito la implicación de varios receptores en esta función protectora, por lo que a 

continuación, vamos a destacar los más relevantes.  

El receptor CD36 es una glucoproteína transmembrana que se encuentra en la superficie varios 

tipos de células, incluidos monocitos, células endoteliales y microglía 83,95,111 jugando un papel 

esencial en la fagocitosis del hematoma 83,95,111. Además, se ha observado que la deficiencia de 

CD36 podría conducir a la sobreexpresión de TLR4, responsable de la liberación de mediadores 

proinflamatorios y de la polarización de la microglía a su fenotipo M1 83,95,111. Otros de los 

receptores que median la función reparadora de la microglía y/o los macrófagos son los 

Receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR, por sus siglas en inglés) y los 

Factores nucleares 2 derivados del eritroide 2 (Nrf-2, por sus siglas en inglés) 83,95,111. La 

estimulación PPAR-γ se ha asociado directamente con la eliminación del hematoma y la 

posterior mejora funcional, debido a su función antiinflamatoria (regula la liberación de CKs 

como TNF-α o IL-1β), antioxidante (aumenta la expresión de SOD y catalasa) y fagocítica 

(promueve la expresión de CD36) 83,95,111. Como se detalla en la Figura 22, recientemente se ha 

demostrado que el receptor PPAR γ se estimula indirectamente, a través de Nrf-2 83,95,111. Nrf2 

es un factor transcripcional que promueve la transcripción de genes antioxidantes (quinina 
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oxidorreductasa 1, glutatión S-transferasa, Glutamato-cisteína ligasa, glutatión peroxidasa y 

hemo oxigenasa 1 [HO-1]) y fagocíticos (CD36) 83,95,111. 

Las células del sistema inmune no son los únicos mediadores endógenos implicados en la 

recuperación de la HIV. Además de participar en el desarrollo de los eventos fisiopatológicos, 

los componentes de la sangre podrían jugar un importante papel en la protección y prevención 

de la HIV. La haptoglobina y la hemopexina son proteínas plasmáticas hepáticas que se 

encargan de unir la Hb y el grupo hemo respectivamente y eliminarlos a través de la microglía 

(a través del receptor CD163) y de los macrófagos (a partir de CD91) 83,95,111. Por otro lado 

encontramos a la HO-1 y la biliverdina reductasa, que aunque cuyo papel en la HIV está aún por 

determinar, parece que un aumento controlado de su expresión promueve la supervivencia 

astrocitaria y mejora la función antioxidante 83,95,111.  

Por lo tanto, el aumento de expresión de todos estos marcadores endógenos nos aporta la 

información necesaria para dirigir la búsqueda de un tratamiento que permita promover la 

fagocitosis del hematoma y la expresión de enzimas antiinflamatorias, antioxidantes y 

antiexcitatorias son de vital importancia a la hora de prevenir la PCOH. En este sentido, parece 

Figura 22.   teraccio es e tre  as   as PP Rγ y  rf2. (1) Existe una interacción recíproca entre PPARγ y Nrf2. PPARγ 
puede aumentar la expresión de Nrf2 y viceversa. (2) PPARγ y Nrf2 aumentan sinérgicamente la expresión de algunos 
antioxidantes, como la catalasa, SOD y GST. Estas proteínas inhiben la generación de ROS, mitigando así la 
neuroinflamación y mejorando la eliminación de desechos. (3) CD36 es fundamental para la fagocitosis microglial y la 
posterior eliminación de desechos, los cuales facilitan la resolución de la neuroinflamación. (4) PPARγ y Nrf2 inhiben 
sinérgicamente NF-κB, la principal vía proinflamatoria. Adaptado de Cai et al. 2018 
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que la polarización de la microglía y macrófagos hacia un fenotipo M2 podría ser la solución más 

efectiva. Son muchos los estudios dirigidos a producir este efecto, sin embargo, como se 

explicará a continuación, nuevas investigaciones han demostrado el importante papel del 

Sistema Cannabinoide Endógeno (SEC) a la hora de promover un efecto protector mediante la 

modulación del sistema inmune en numerosas patologías. 

El SEC como posible herramienta para reducir la fisiopatología de la HIV 

El término “ca  a i oi e” ha sido utilizado de forma tradicional para definir un grupo de 

moléculas químicas presentes en la naturaleza de forma exclusiva en el género Cannabis. Sin 

embargo, en función de su naturaleza, los cannabinoides como tal se puede categorizar en 

fitocannabinoides (cannabinoides derivados de la planta), endocannabinoides (moléculas 

endógenas sintetizadas por el organismo similares a los fitocannabinoides) y cannabinoides 

sintéticos (análogos cannabinoides sintetizados en un laboratorio). Las propiedades de estos 

compuestos ha hecho que sean ampliamente utilizadas para el tratamiento de enfermedades 

de amplio espectro y la rehabilitación y recuperación de varios subtipos celulares 175. En este 

contexto, a continuación se valora la evidencia clínica y farmacológica que permite considerar a 

los derivados de tipo cannabinoide (naturales, sintéticos y endógenos), así como toda su 

maquinaria metabólica (Cuadro 7) como entidades necesarias para el tratamiento de diversas 

patologías 176,177.  

Las propiedades inherentes del SEC (presenta un papel muy importante en la homeostasis y el 

mantenimiento tanto del SNC como del Sistema Nervioso Periférico [SNP]) y su modulación 

hacen que se convierta en una posible diana terapéutica en infinidad de patologías (Fig. 23)  

176,177. Por ejemplo, a día de hoy ya se están llevando diferentes ensayos en numerosas 

enfermedades asociadas con la emesis secundaria a los tratamientos de quimioterapia 178,179, 

dolor de tipo inflamatorio y neuropático 180–182, trastornos psiquiátricos debido a sus 

propiedades ansiolíticas y antipsicóticas 183, cáncer al regular la migración celular y las vías de 

supervivencia celular 184–190, adicción al regular el sistema de recompensa 191–193, enfermedades 

metabólicas como la diabetes o la obesidad al actuar sobre el sistema de recompensa o el eje 

hipotálamo-hipofisario 176 y otros sistemas como el vascular 194, a gastrointestinal195, el tracto 

urinario196, en enfermedades respiratorias197, etc. Sus propiedades pleiotrópicas, así como su 

localización y aumento de expresión en todos los sistemas del organismo, hacen que este se 

postule como herramienta terapéutica para el tratamiento de patologías de diversa índole 176,177. 
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En el caso de las enfermedades neonatales como la encefalopatía HI o el stroke, también se ha 

demostrado una sobreexpresión de los elementos del SEC, posiblemente actuando como 

mecanismo neuroprotector endógeno 198,199. En primer lugar, los niveles de AEA y 2-AG y otros 

endocannabinoides similares como la oleoiletanolamida (OEA) y la palmitoiletanolamida (PEA) 

aumentan poco después del daño isquémico cerebral tanto en adultos como en RN 200,201. Dado 

que la AEA y la OEA presentan un papel muy importante sobre las propiedades de la 

permeabilidad de la BHE, se ha sugerido que estas ejercen un efecto protector sobre ella 202. Por 

otro lado, el aumento en la expresión del receptor CB2 en la SVZ 48 horas después del daño, y 

un aumento repentino del receptor CB1 en modelos in vitro de privación de oxígeno y de glucosa 

han permitido relacionar la implicación de los receptores del SEC en el daño cerebral neonatal 

203,204. Además, parece que el SEC podría jugar un papel vital como mecanismo de defensa en 

enfermedades neonatales debido a su efecto sobre la excitotoxicidad 205–207, modulación del 

calcio 208,209, su efecto antiinflamatorio 210–212, antioxidante 213,214, su capacidad reguladora de 

factores neurotróficos 215, efecto sobre la autofagia 216, control sobre la temperatura corporal 

217, efectos vasodilatadores 218, o la neurogénesis219. 

Figura 23. Procesos fisiológicos principales en los que participa el SEC y función que desempeña. 
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Introducción: Búsqueda de un tratamiento que prevenga la PCOH 

Cuadro 7: Componentes del Sistema Endocannabinoide 

El Sistema Cannabinoide Endógeno (SEC) es un sistema de comunicación entre células responsable de la 

modulación de múltiples procesos fisiológicos. Como se observa en la Figura 24, este sistema se compone 

de receptores, ligandos específicos (los llamados endocannabinoides) y la maquinaria enzimática 

responsable de la síntesis y degradación de los endocannabinoides, la cual modula el tono 

endocannabinoide en el organismo. Las principales enzimas de síntesis de los endocannabinoides son la 

Fosfolipasa D específica de N-acil fosfatidiletanolamina (NAPE-PLD), responsable principal de la síntesis 

de la araquidonoiletanolamida, también llamada Anandamida (AEA), y la diacilglicerol lipasa (DAGL), 

responsable de la síntesis del 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Estas dos moléculas son los principales 

ligandos del SEC, y a través de la activación de los denominados receptores cannabinoides, median sus 

efectos fisiológicos. Los principales receptores cannabinoides son los receptores CB1 y CB2, acoplados 

principalmente a proteínas Gi/0, por lo que su activación generalmente conduce a una señalización de 

tipo inhibitoria. Además, los endocannabinoides pueden mediar su efecto por la activación de otros 

receptores celulares como los GPR55, GPR18 o GPR119, los receptores de potencial transitorio (TRPs), y 

los ya mencionados receptores nucleares PPAR. Los procesos de finalización de señal endocannabinoide 

se producen por su rápida degradación mediante las enzimas específicas de degradación. La enzima 

amida hidrolasa de ácidos grasos (FAAH) es la responsable principal de la degradación de la AEA, mientras 

que la monoacilglicerol lipasa (MAGL) se encarga de la degradación del 2-AG. Además, estas enzimas se 

encargan de la degradación de otras moléculas de señalización que participan en este sistema (N-

acetiletanolaminas y 2-oilgliceroles). 

Figura 24. Principales vías de síntesis y degradación del SEC 
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CBD como posible estrategia terapéutica 

La especie Cannabis sativa contiene aproximadamente 400 compuestos químicos diferentes, de 

los cuales más de 90 son fitocannabinoides. Los dos fitocannabinoides más abundantes en la 

planta, e  Δ9-tetrahi roca  a i o  (Δ9-THC) y el cannabidiol (CBD), han suscitado especial 

interés en la clínica, convirtiéndose en los más estudiados como posible herramienta terapéutica 

en diversas enfermedades neurológicas. El Δ9-THC es un agonista parcial tanto de CB1 como de 

CB2, y actúa además sobre otras dianas moleculares ejerciendo un potente efecto 

antiinflamatorio, antineoplásico, analgésico, relajante muscular, antioxidante, etc. Sin embargo, 

se han documentado diversos efectos adversos relacionados con su administración como la 

ansiedad, depresión o la pérdida de memoria, siendo su uso un tema bastante 

controvertido175,180,195,220. Por otro lado destaca el CBD, producto derivado del ácido 

cannabidiólico (CBDA) que posee una gran variedad de propiedades farmacológicas221. En este 

contexto, nuestro grupo ha demostrado el papel neuroprotector del CBD en la encefalopatía 

hipóxico isquémica (EHI) neonatal, estando a día de hoy en fases muy avanzadas de ensayos 

clínicos (GWEP1560; EudraCT: 2016-000936-17).  

El CBD fue el primer constituyente aislado de la planta del cannabis en los años 30, aunque hasta 

1963 no fue identificada su estructura química181. Considerada molécula “hermana” del Δ9-THC, 

cuya maquinaria biosintética es prácticamente idéntica, este compuesto carece de actividad 

psicotrópica, aunque sí un alto potencial terapéutico. El CBD ha demostrado tener una potente 

actividad antioxidante y antiinflamatoria, inhibe la liberación de calcio y la recaptación e 

hidrólisis de endocannabinoides, reduce la liberación de Glutamato, y modula la actividad de 

diferentes receptores como los 5HT1A y PPAR-γ 222,223. En este sentido, debido al complejo perfil 

farmacológico que presenta, se ha demostrado su efectividad frente a la inflamación, ansiedad, 

depresión, psicosis, convulsiones, náuseas, entre otros. Además, presenta un gran poder 

antioxidante y potencial neuroprotector224–226.  

El uso de CBD en modelos in vitro e in vivo ha demostrado ejercer efectos protectores sobre los 

mecanismos implicados en la encefalopatía HI en neonatos. Por ejemplo, la administración de 

CBD en modelos in vitro basados en deprivación de glucosa y oxígeno muestran una potente 

función anti-apoptótica al reducir la expresión de las caspasas 227. A su vez, estudios in vivo en 

modelos murinos y porcinos han demostrado que la administración de CBD es capaz de prevenir 

la aparición de una sintomatología similar a la PCI secundaria al daño HI o stroke 199,228,229. 
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Introducción: Búsqueda de un tratamiento que prevenga la PCOH 

Esto se debe principalmente al efecto neuroprotector que presenta el CBD tanto a nivel neuronal 

como a nivel glial en estos modelos animales229–232. El CBD administrado postnatalmente es 

capaz de reducir la muerte neuronal, la activación y daño astroglial y el posterior daño 

tisular199,233,234. A su vez, se ha demostrado que el CBD es capaz de inactivar la microglía y de 

polarizarla hacia un fenotipo M2198,234. Todo esto, producía un efecto sobre el oligodendrocito y 

la mielina a largo plazo, previniendo así el daño en la SB y las secuelas motoras y cognitivas199. 

Los estudios en espectroscopia llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que 

tanto in vitro como in vivo este fitocannabinoide previene la liberación de Glutamato y la 

excitotoxicidad en el daño cerebral neonatal199,200,229. A su vez, debido a sus propiedades 

estructurales, el CBD es capaz de ejercer una función antioxidante mediante la recaptura de las 

ROS producidas y mediante la prevención del consumo de glutatión reducido. Como ya hemos 

mencionado, el CBD es capaz de modular la activación y el fenotipo microglial, alterando así la 

liberación de CKs proinflamatorias199,200,229. Los estudios in vitro e in vivo han demostrado que el 

CBD es capaz de prevenir la síntesis y expresión de IL-1, TNF-α o COX-2. Se ha propuesto que 

esta propiedad antiinflamatoria del CBD está mediada por la activación del receptor PPAR-γ. 

Esto se debe a que la activación de PPAR-γ promueve el efecto inhibidor de mTOR (principal 

activador de la autofagia en la fisiopatología del daño HI) de CBD202,214. Por tanto, el efecto 

neuroprotector del CBD se debe a la prevención de la pérdida oligodendroglial y no al aumento 

de la expresión de factor neurotróficos como el BDNF y el GDNF199,228,235. 

Aunque el CBD es considerado uno de los cannabinoides más importantes, este no actúa 

directamente a través de los receptores CB1 y CB2. No obstante, se ha observado que la 

coadministración del CBD con un antagonista CB2 hace que desaparezca el efecto 

neuroprotector de este, sugiriendo que podría estar ejerciendo una modulación indirecta de 

este receptor 200. En este sentido, se ha descrito una relación entre los receptores cannabinoides 

y de serotonina 5HT1A200, diana bien identificada del fitocannabinoide CBD. De manera similar 

a lo que ocurría con el receptor CB2, se ha observado que el bloqueo de este receptor 

serotoninérgico revierte por completo la función neuroprotectora del CBD. Por tanto, se ha 

propuesto que la modulación que ejerce el CBD obre el receptor CB2 se debe a que este receptor 

forma heterómeros con el receptor 5HT1A. Esta hipótesis fue posteriormente demostrada al 

descubrir que la expresión de este heterómero era más elevada en el cerebro inmaduro, y que 

esta aumentaba aún más tras el daño cerebral. Por otro lado, se han propuesto otros receptores 

con los que podía interaccionar el CBD y que podían tener un papel importante en la 

encefalopatía HI como el GPR55, TRPV1 o A2A200,227,236. 
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Por tanto, debido a la similitud en la fisiopatología de la HIV con otras patologías neonatales 

inductoras del daño en la SB y de la PCI, y al efecto neuroprotector del CBD (Fig. 25), este se ha 

postulado como un posible tratamiento que permita prevenir la PCPH en el PE. 

 

Figura 25. Propiedades neuroprotectoras del CBD en la EHI 
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Hipótesis y Objetivos 

Como se ha descrito anteriormente, hoy en día no existe ningún modelo animal que permita 

reproducir la fisiopatología de la PCOH en el PE y/o NEBP. A su vez, la ausencia de un tratamiento 

eficaz requiere la búsqueda de fármacos con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias o 

antiexcitatorias que permitan prevenir su desarrollo. En este trabajo, se propone para este fin 

el CBD, un fitocannabinoide que aúna todas esas cualidades y ha sido utilizado previamente en 

patologías neonatales similares. 

La HIPÓTESIS de este trabajo es que la HIV producida mediante la inyección paraventricular de 

colagenasa en ratas de un día de edad inducirá un deterioro motor y cognitivo a largo plazo 

similar al que ocurre en los EBPN, que será reducido por el tratamiento con CBD, según sus 

propiedades neuroprotectoras relacionadas con la modulación de la inflamación, el estrés 

oxidativo y la excitotoxicidad, evitando así la afectación de la mielinización así como la disfunción 

de la UNV. 

En este sentido, los OBJETIVOS que se llevaran a cabo para demostrar la hipótesis planteada 

son: 

1- Desarrollar y caracterizar un nuevo modelo animal que reproduzca de manera eficaz la 

fisiopatología y manifestaciones clínicas de la PCOH en el EBPN mediante la inyección 

paraventricular de Colagenasa de Chlostridium.  

2- Determinar si el tratamiento con el fitocannabinoide CBD evita el desarrollo de un cuadro similar 

a la PCOH. Para ello, este fármaco se administrará tras la inducción del daño (en una o tres dosis), 

prenatalmente o combinando ambas estrategias. Posteriormente se determinará cuál es la 

mejor forma de tratamiento. 

3- Caracterizar los mecanismos por los que el fitocannabinoide CBD ejerce su efecto 

neuroprotector en este modelo animal. 

Para abordar estos objetivos específicos, se realizaron los Diseños Experimentales que se 

describen a continuación. 
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DISEÑOS EXPERIMENTALES: 
JUSTIFICACIÓN Y BASES TEÓRICAS 

Diseño experimental 1: Validación de un modelo animal de HIV 

Anteriormente mencionamos como los diferentes modelos animales nos han permitido conocer 

parte de la fisiopatología de la PCOH. Sin embargo, sus numerosas desventajas han obligado a 

caracterizar y desarrollar un modelo animal en el que las secuelas, los eventos fisiopatológicos, 

y el estado madurativo del individuo sea totalmente extrapolable al del PE. De manera 

novedosa, en la última década se propuso un nuevo modelo basado en la inyección de 

Colagenasa de Chlostridum en roedores 74,171–174. La Collagenasa de Chlostridum es una enzima 

intracelular proteolítica que cataliza la hidrólisis del colágeno (un componente de la lámina basal 

de los vasos sanguíneos 74,171–174) y produce la rotura de los capilares y el posterior sangrado de 

manera espontánea 74,171–174. La simpleza y reproducibilidad (las alteraciones anatómicas y 

funcionales observadas son similares a las del ser humano) hacen de este modelo una 

herramienta que permite conocer de manera más precisa los eventos fisiopatológicos 

implicados y por tanto potenciar la búsqueda de nuevas dianas farmacológicas 74,171–174. No 

obstante, al igual que en casos anteriores, este modelo presenta numerosas limitaciones 74,171–

174, siendo la edad de las crías (7 días de edad) la más relevante. Por ello, a continuación, 

explicaremos las novedades introducidas en nuestro modelo animal, así como las técnicas 

utilizadas para describir las consecuencias y eventos biomoleculares que suceden.   

Basándonos en el modelo animal desarrollado por Lekic y cols.237, inyectamos 

paraventricularmente Colagenasa de Chlostridium en el cerebro de crías de rata en periodo 

postnatal de un día (del inglés, PND 1), equivalente a un niño de entre 23-25 semanas de EG 

(o PE) 238. Con el objetivo de evitar la inflamación y traumatismo producidos por la propia 

inyección, utilizamos una jeringa Hamilton con un calibre de 33 G, de forma que todo el daño 

producido era debido únicamente a la rotura espontánea de los vasos que conforman la MG. 

Previamente al estudio de la fisiopatología y secuelas producidas en nuestro modelo animal, se 

llevó a cabo una serie de pruebas para determinar la cantidad de enzima que debía añadirse. En 
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el modelo descrito por Lekic, la cantidad de Colagenasa de Chlostridium inyectada en ratas de 7 

días de edad era de 0.3 U. Puesto que el tamaño, peso y neurodesarrollo de nuestros animales 

era significativamente inferior, fue necesario ver el efecto que tenía sobre el animal la inyección 

de cantidades de enzima menores. En este sentido, evaluamos el volumen de hemorragia 

producida 72 horas después de inyectar 0.1, 0.2 y 0.3 U. Mientras que los animales que 

recibieron la inyección de 0.1 U de Colagenasa de Chlostridium apenas presentaban daño, los 

animales a los que se les inyectó 0.3 U presentaban una hemorragia que abarcaba prácticamente 

la totalidad del cerebro. Por ello, debido a la heterogeneidad y similitud con la lesión producida 

en el ser humano, tomamos la dosis de 0.2 U como la más válida para realizar esta Tesis doctoral.  

Una vez establecido el procedimiento quirúrgico, procedimos a realizar el análisis del volumen 

de la hemorragia y sus consecuencias. Por ello, decidimos analizar los eventos fisiopatológicos 

en tres estados madurativos diferentes (PND 6, 14 y 45). En cada punto se midió por RM el 

volumen de lesión, así como el análisis de diferentes marcadores que pudiesen indicar un 

posible daño cerebral mediante técnicas de Citometría de flujo (CF), Bioquímica (BQ), 

Espectroscopía (H+ MRS) o Inmunohistoquímica (IHQ). Finalmente, mediante estas mismas 

técnicas, evaluamos si los animales lesionados presentaban alteraciones neuroanatómicas en la 

SB y UNV, además de un posible déficit neuroconductual tanto a medio (PND 14) y largo (PND 

45) plazo (Fig. 26).   
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Figura 26. Esquema representativo del Diseño Experimental 1 
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Diseños experimentales: Justificación y bases teóricas 

Diseño experimental 2: Efecto terapéutico del CBD 

Como se ha ido mencionando a lo largo de esta Tesis doctoral, hoy en día la PCOH carece de una 

terapia eficaz. Por ello, debido a los excelentes resultados obtenidos en patologías similares, 

evaluamos si el tratamiento con el fitocannabinoide CBD era capaz de prevenir la fisiopatología 

y secuelas producidas por la inyección de Colagenasa de Chlostridium.  

En primer lugar, quisimos analizar si al igual que ocurría en otros daños cerebrales neonatales, 

la administración postlesional de CBD reducía el daño producido por la HIV. Para ello, los 

animales lesionados recibieron una única dosis de este fármaco a las 6 h después de la 

operación. Posteriormente, se evaluó por RM el volumen del daño a corto (PND 6) y largo plazo 

(PND 45), la neuroinflamación y las posibles consecuencias conductuales y anatómicas. 

De forma similar, se llevó a cabo una aproximación que determinase la ventana terapéutica o 

de oportunidad en la que el CBD era capaz de seguir ejerciendo un efecto neuroprotector. Para 

ello, iniciamos el tratamiento con este compuesto a las 18, 24 y 48 h tras producirse la lesión. 

Los resultados obtenidos fueron comparados con aquellos cuya administración de CBD se dio a 

las 6 h. De esta forma, no sólo determinamos el punto en el que el CBD presentaba un efecto 

máximo en la fisiopatología de la HIV, sino que también pudimos establecer el momento idóneo 

para empezar el tratamiento. 

Una vez observado el efecto protector del CBD administrado postlesionalmente en una única 

dosis, se evaluó si la administración de este derivado fitocannabinoide en múltiples dosis (6, 24 

y 48 h después de la HIV consecutivamente) potenciaba el efecto neuroprotector observado 

anteriormente. Para ello, los resultados obtenidos en las diferentes pruebas (RM, Western blot 

[WB] e IHQ) se compararon con las del grupo tratado únicamente 6 h después de la lesión. 

Finalmente, se evaluó si la posible mejora a nivel molecular y neuroanatómica implicaba una 

mayor puntuación motora y cognitiva a medio y largo plazo.  

De manera adicional, se quiso iniciar el tratamiento con CBD desde el inicio de la lesión. Para 

ello, decidimos tratar a la madre 24 h antes del parto. Para desarrollar este trabajo, inicialmente 

necesitamos evaluar si el CBD atravesaba la barrera placentaria de madres gestantes a E21, y en 

que dosis se alcanzaban en las crías concentraciones consideradas como neuroprotectoras. Para 

ello, se sacrificaron a las crías 12 h después del parto y se analizaron por cromatografía líquida 

de alta resolución acoplada a la espectrometría de masas (LC-MS) los niveles de CBD alcanzado 
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en cerebro y en plasma. La dosis materna considerada como neuroprotectora fue aquella que, 

basándonos en otros estudios de daño cerebral, alcanzaba una concentración de 0,03-0,06 

ng/Kg en el cerebro de las crías 239. Posteriormente, para demostrar si este ejercía un efecto 

protector, de nuevo se analizó el volumen del daño, los niveles de inflamación y el estudio del 

posible déficit conductual y neuroanatómico a largo plazo de los animales lesionados. 

Finalmente, analizamos si el tratamiento con CBD combinadamente antes y después del daño 

producía un efecto aditivo respecto al resto de formas de administración utilizadas. Para ello, 

basándonos en los estudios prenatales, la madre fue tratada con la dosis elegida previamente 

mientras que las crías ya nacidas recibieron dosis múltiples de este mismo fármaco a las 6, 24 y 

48 h después del daño. Por último, se llevó a cabo un análisis estadístico entre todos los grupos 

tratados con el objetivo de comparar la forma de tratamiento que presentaba un mejor 

resultado y así analizar en más detalle su posible efecto sobre los eventos fisiopatológicos de 

nuestro modelo animal (Fig. 27). 
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Figura 27. Esquema representativo del Diseño experimental 2 
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Diseños experimentales: Justificación y bases teóricas 

Diseño experimental 3: Posibles mecanismos de acción del CBD 

Como hemos mencionado, en el Diseño experimental 3 tratamos de evaluar el posible efecto 

sobre la fisiopatología de la HIV del CBD administrado de forma combinada antes y después del 

daño. Para ello, evaluamos si este fitocannabinoide actuaba sobre los marcadores que se 

encontraron alterados en el modelo. En este sentido, a los animales sacrificados a PND 6 les 

realizamos ensayos de WB para determinar si el tratamiento redujo los niveles de los integrantes 

de la vía proinflamatoria de TLR-4, así como los marcadores de daño y disfuncionalidad de la 

BHE. Paralelamente, determinamos mediante H+ MRS los niveles de Glutamato, Lactato, 

Mioinositol, y mediante Oxyblot los de las proteínas oxidadas, todos ellos marcadores de 

excitotoxicidad, daño tisular, disfuncionalidad astrocitaria y estrés oxidativo respectivamente. A 

su vez, mediante ensayos de CF evaluamos si en esta etapa estos animales presentaban un 

descenso en la expresión de la microglía y macrófagos, ambos marcadores de daño cerebral. Del 

mismo modo, el tejido de los animales sacrificados a PND 14 y PND 45 fue utilizado nuevamente 

para realizar ensayos de WB y CF con el objetivo de determinar los niveles inflamatorios y de 

daño en BHE a medio y largo plazo. Cabe mencionar que de forma paralela, los animales fueron 

sometidos a estudios de RM para evaluar la posible extravasación o acumulación de Gadolinio 

(Gd), y confirmar y localizar la posible recuperación de la BHE a causa de este tratamiento (Fig. 

28). 
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MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS 
EXPERIMENTALES 

A continuación, se hará una descripción del material utilizado y de los procedimientos 

experimentales realizados para llevar a cabo los Diseños Experimentales descritos en el apartado 

anterior. 

Animales de experimentación 

El desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha realizado empleando crías de rata Wistar. Todos los 

procedimientos experimentales con animales fueron previamente aprobados por el Comité 

Ético de Bienestar Animal del Hospital Universitario Clínico San Carlos (Madrid, España), y 

cumplió con la normativa europea y española (86/609 / CEE y RD 1201/2005, 2010/63 / UE y RD 

53/2013). Los animales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura (22±1 C) 

y humedad (55±10%), así como con un fotoperíodo constante de luz/oscuridad (12/12 h), siendo 

este de 7.00-19.00 horas. Además, todos los animales tenían acceso libre a agua y comida y 

fueron mantenidos y estabulados bajo los criterios de bienestar animal, y manteniendo los 

criterios de rentabilización de los experimentos las 3R (reducción, refinamiento y reemplazo). A 

los 21 días, se separó a la camada en función del sexo de estas. 

Inducción de la HIV y asignación de grupos 

En el siguiente apartado se explica con mayor detalle el proceso mediante el cual se indujo la 

HIV así como la asignación de los diferentes grupos experimentales según el Diseño 

Experimental. 



 

 
81 

Materiales y procedimientos experimentales 

Preparación y administración de Colagenasa de Chlostridium 

La preparación de Chlostrodium colagenasa se realizó mediante la reconstitución con tampón 

fosfato salino (del inglés, PBS) 1X de 1000 U de la enzima en polvo concentrándola finalmente a 

1 U. Para poder inyectar 0.2 U de esta enzima en un volumen de 0.5 µL, se añadió en un 

eppendorf un volumen de 4 µL de Colagenasa de Chlostrodium mezclado con 1 µL de PBS. 

Finalmente, se agitó y se mantuvo en hielo durante todo el procedimiento quirúrgico. 

Proceso quirúrgico 

Con el objetivo de evitar el rechazo de las crías por parte de la madre una vez finalizado el 

procedimiento quirúrgico, fue necesario realizar un pre-acondicionamiento. Durante este 

proceso, la madre y las crías (lavadas previamente con clorhexidina, el antiséptico utilizado 

durante la cirugía) fueron separadas en dos jaulas iguales durante diez minutos. Posteriormente, 

estas volvieron a juntarse durante el mismo periodo de tiempo. Este proceso se repitió una vez 

más en este caso transportando la jaula de la madre a una habitación diferente. Una vez 

devueltas las crías a la madre y pasado un periodo de adaptación, estas se volvieron a separar y 

se inició el proceso quirúrgico.  

La cirugía se realizó en ratas Wistar de 1 día de edad cuyo estadio de desarrollo cerebral equivale 

al de un niño de 23-24 semanas de gestación240. La cirugía se realizó en condiciones de anestesia 

(5% de Sevofluorano y 3% de mantenimiento) y analgesia (Ketamina), siempre manteniendo su 

temperatura corporal en 37 °C. Basándonos en el modelo de Lekic y colaboradores 237,241, la 

fijación de la rata se llevó a cabo en un estereotáxico para ratones (68507, VWR International 

Ltd) adaptado con una máscara anestésica para ratas neonatas (68218,VWR International Ltd). 

Figura 29. (A) Imagen del procedimiento quirúrgico (B) Imagen representativa de la MG en el cerebro de una rata 
Wistar PND 1 

http://www.rwdstco.com/68218.html
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Como mencionamos previamente, con el objetivo de evitar el trauma producido, la inyección de 

la enzima se realizó a través de la jeringa de 33G Hamilton (HAMI65460-03, Hamilton Company), 

cuyo pequeño calibre permite introducirla a la estructura deseada sin causar ningún tipo de 

daño en las zonas colindantes.  

Una vez anestesiado, se llevó a cabo un corte de 5 mm en la zona central de la cabeza del animal 

siempre manteniendo las condiciones de asepsia. Tomando como coordenada 0,0,0 el punto 

anatómico del cráneo Bregma, la inyección de Colagenasa de Chlostrodium (C2399, Sigma-

Aldrich Inc) se produjo en la MG del hemisferio izquierdo, situada en las coordenadas +0.5 

antero-posterior (AP), +1.3 latero-lateral (LL) y 2.3 dorso-ventral (DV) del animal (Fig. 29). Las 

0,2 U de la solución enzimática contenidas en un volumen de 0,5 µL se inyectaron de manera 

constante durante 3 minutos, evitando así el aumento repentino de la PIC y por tanto el posible 

daño adicional. Cabe mencionar que, para demostrar la ausencia de efectos deletéreos 

producidos por la inyección de la Hamilton, se generó un grupo experimental (grupo NEEDLE) 

en el que, siguiendo las pautas mencionadas anteriormente, se les administró PBS en lugar de 

Colagenasa de Chlostrodium. Una vez finalizada la inyección, la aguja se mantuvo en la misma 

posición durante 7 minutos más para evitar el retroceso de la colagenasa al exterior. Al finalizar, 

se suturó la escisión realizada y se limpió con clorhexidina antes de devolver a las crías con la 

madre. El tiempo total de la cirugía será aproximadamente de 20 minutos por animal. 

Asignación de los grupos experimentales y sus controles 

La asignación de los grupos experimentales se realizó siempre de forma aleatoria y el número 

de grupo varió en función del Diseño Experimental.  

En el Diseño Experimental 1 (validación del modelo animal), contamos con 3 grupos 

experimentales: el grupo SHAM (SHM, animal al que simplemente se le realizó una pequeña 

escisión en la cabeza); NEEDLE (animal que siguió el mismo procedimiento quirúrgico que el 

grupo lesionado, pero sustituyendo la Colagenasa de Chlostrodium por PBS); y HIV (animal al 

que se le administró Colagenasa de Chlostrodium siguiendo el procedimiento ya mencionado). 

Dado que se demostró que el grupo SHM y NEEDLE no presentaban ningún tipo de diferencia a 

nivel estructural, funcional o molecular, en el resto de los Diseños Experimentales el control fue 

el grupo SHAM.   

En los estudios postlesionales de una única dosis, los grupos tratados a las 6 (CBD 6 h), 18 (CBD 

18 h), 24 (CBD 24 h) y 48 horas (CBD 48 h) fueron elegidos de forma aleatoria; a su vez, tanto el 
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grupo SHAM como el lesionado (IVH VEH), recibieron la misma dosis y volumen de vehículo. De 

forma similar, el grupo tratado durante tres días consecutivos (IVH + CBD 3X) así como los 

grupos control y HIV (recibieron la misma cantidad de VEH) fueron elegidos de manera aleatoria. 

En cuanto a los estudios prenatales (IVH + CBD Pre), para realizar la prueba de dosis se 

administró i.p. a la madre en periodo de gestación E21 dosis de 10, 20, 100 y 200 mg/kg de CBD. 

De forma paralela, en el análisis del posible papel neuroprotector del pretratamiento con CBD, 

se les administró el mismo volumen de vehículo a las madres. Cabe recordar que, en esta parte 

del estudio, ninguna de las crías fue tratadas posteriormente. 

Finalmente, para evaluar el efecto del CBD de forma combinada (antes y después del daño), se 

le administró conjuntamente CBD a la madre en periodo gestacional E21 y CBD a las crías de 

forma múltiple (IVH + CBD Pp). Se consideró como control a la madre que se le administró a E21 

y a las crías vehículo a las 6, 24 y 48 h después del daño. Los animales SHAM recibieron vehículo 

postlesionalmente en ambos casos, tal y como se indica en la Tabla 4.  

Cabe destacar que tanto el CBD (GWP42003) a una concentración de 3 mg / mL como el vehículo 

fueron administrados (vía i.p.) por la empresa farmacéutica GW Research Ltd (Cambridge, UK). 

A su vez, basándonos en otros modelos de daño neonatal en ratas Wistar, la dosis y volumen 

administrado fue de 5 mg /Kg (previamente diluido en suero fisiológico) y 50 µL. 

Tabla 4. Esquema temporal de los distintos tratamientos con CBD en los Diseños Experimentales 2 y 3 

GRUPO CBD NOMBRE 
TIEMPO 

E21 6 h 18 h 24 h 48 h 

Tratamiento 6h IVH + CBD 6      

Tratamiento 18h IVH + CBD 18      

Tratamiento 24h IVH + CBD 24      

Tratamiento 48 IVH + CBD 48      

Tratamiento múltiple  IVH + CBD 3X      

Tratamiento E21 IVH + CBD Pre      

Tratamiento combinado IVH + CBD Pp      
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Test neuroconductuales 

Dado que la PCI es un trastorno de tipo motor y cognitivo, con el objetivo de evaluar la eficacia 

de nuestro modelo animal y si el tratamiento con CBD es capaz de prevenirlo, se llevaron a cabo 

una batería de tests neuroconductuales tanto a medio (PND 14) como a largo (PND 45) plazo. 

Por otro lado, dada la estrecha relación entre la prematuridad y la presencia de diferentes 

trastornos emocionales (especialmente de tipo hiperactivo como el TDAH), se estudió en ambos 

puntos temporales si nuestros animales presentaban algún tipo de alteración en la conducta. 

Los puntos temporales usados se debían a que una rata PND 14 presenta un neurodesarrollo 

similar a la de un niño de 2-3 años, edad en la que se evalúa en clínica si un paciente ha 

desarrollado PCI. En cuanto al análisis realizado a PND 45, se realizó con el objetivo de evaluar 

si a largo plazo persistía el trastorno neuroconductual descrito un mes antes.  Cabe mencionar 

que el análisis de las pruebas neuroconductuales se realizó “ciegamente” por dos evaluadores 

diferentes. Por lo tanto, estos puntos temporales fueron seleccionados para tratar de reproducir 

de manera fiable los periodos equivalentes al diagnóstico clínico de la PC y confirmación de este, 

y determinar las posibles alteraciones funcionales con el volumen de hemorragia y los eventos 

fisiopatológicos producidos. 

Test neuroconductuales a medio plazo 

Por las limitaciones madurativas en los animales, los test realizados a PND 14 evaluaron las 

posibles alteraciones en los reflejos y en la coordinación que podría presentar un niño de 2-3 

años con PCOH; a su vez, se estudió si estos animales también presentaron un trastorno de tipo 

emocional. 

• Geotaxia negativa: la Geotaxia negativa se utilizó para medir una posible alteración en 

la coordinación en etapas tempranas del desarrollo como consecuencia del daño neurológico 

producido. Para desarrollar esta prueba, los animales se colocaron boca abajo en una superficie 

fija cuya pendiente era de 45º; posteriormente se cuantificó el tiempo que el animal precisa 

para girarse completamente 180° (Fig. 30A). Las ratas que presentaron alteraciones en la 

coordinación tardaron más tiempo en girarse completamente que los controles. 

• Reflejo de Grasp: El reflejo de prensión (denominado habitualmente por su término en 

inglés grasp [agarrar]), es un reflejo que se da en los seres humanos durante los primeros meses 

de vida, y que se caracteriza por el cierre de la mano en torno a cualquier objeto que toque su 
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palma. En caso de no realizarlo, se considera como signo patológico en el desarrollo. En el caso 

de las ratas, con el objetivo de determinar si se produce una pérdida del reflejo de agarre como 

consecuencia del daño cerebral, se usó un objeto cilíndrico para cuantificar el grado de agarre 

que presentaba tanto en las patas delanteras como traseras (Fig. 30B). Los valores adoptados 

fueron de 0 cuando no hubo reflejo, 1 cuando este es tardío o parcial y 2 cuando estaba intacto. 

Finalmente, se realizaron la suma de valores y se comparó con la suma obtenida por el grupo 

SHM.  

• Reflejo de Grip: similar al anterior, este test trató de evaluar el reflejo de presión 

ejercida por las extremidades inferiores durante los primeros meses de vida en el ser humano. 

En el caso de las ratas, el examinador tomó a la cría por la espalda y se le apoyó sobre un objeto 

cilíndrico para evaluar la presión que ejercieron las patas traseras sobre esta superficie (Fig. 

30C). En función del grado de presión ejercida, se les valoró con 0 cuando no existe resistencia, 

1 cuando esta fue parcial y 2 cuando era total.  

• Test de suspensión de la cola o Tail suspension test: dado que los niños que sufren 

PCOH suelen presentar trastornos emocionales como TDAH, se evaluó si en este modelo los 

animales presentaban un trastorno similar. Para ello se llevó a cabo el test de la suspensión de 

la cola (en inglés, Tail Suspension Test). Esta prueba se efectuó de modo que el animal estuvo 

sujeto y suspendido de la base de la cola a una altura de 10-15 cm durante 6 minutos. Durante 

este tiempo se cuantificó el tiempo en el que el animal estuvo completamente inmóvil.  

Figura 30. (A) Imagen representativa del test de la Geotaxia invertida (B) Imagen representativa del test del 
Grasp (C) Imagen representativa del test del Grip  
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Test neuroconductuales a largo plazo 

Un mes más tarde, se llevaron a cabo una batería de pruebas neuroconductuales con el objetivo 

de evaluar si a largo plazo persistían los trastornos cognitivos, sensoriomotores y emocionales 

observados en una etapa más precoz: 

• Prueba de la Barra o Beam test. Con el objetivo de determinar la presencia de déficits 

en la coordinación motora, se llevó a cabo la prueba de la Barra (en inglés, Beam test [BW]). En 

esta prueba, una rata adulta cruza de extremo a extremo una barra situada a 50 cm del suelo de 

1 m de longitud y 1 cm de anchura. En el inicio de la barra se coloca un foco de luz que fuerza su 

desplazamiento hacia el otro extremo, donde se encuentra una cabina oscura y con alimento. 

Esta prueba requirió de un entrenamiento y aprendizaje el día previo, en el que se enseñó a los 

animales a cruzar dicha barra en dos ocasiones con un periodo de reposo de una hora entre 

ambas (Fig. 31B). Durante la prueba, se evaluó el tiempo requerido para cruzar la barra y el 

porcentaje de caídas como medida para confirmar la ausencia o no de una posible alteración 

motora. 

• Prueba del Cilindro o Cylinder Rearing test. Con el objetivo de evaluar la posible 

hemiparesia secundaria al daño cerebral se realizó la prueba del Cilindro (en inglés, Cylinder 

Rearing test [CRT]). Durante esta prueba (que no requirió de un acondicionamiento previo), los 

animales se situaron durante 3 minutos en un cilindro transparente de 20 cm de diámetro y 30 

cm de altura. Se cuantificó el número de veces que apoyaban preferencialmente una extremidad 

con respecto a la otra sobre la superficie de este, de forma que aquellos animales con 

hemiparesia presentaron un mayor número de apoyos de la pata ipsilateral (Fig. 31A). Para 

determinar el grado de hemiparesia, se cuantificó el porcentaje de veces que apoyó la pata 

ipsilateral (pata izquierda) frente a la contralateral. Fueron necesarios al menos 4 contactos para 

incluirlas en el estudio.  

[(Izquierda-(Derecha + Ambas) / (Total)] x 100 

• Reconocimiento de Objeto Nuevo o Novel object recognition test. La prueba de 

Reconocimiento de Objeto Nuevo (en inglés, Novel object recognition test [NOR]) se realizó con 

el objetivo de evaluar la integridad de la memoria de trabajo de tipo no-espacial. Se ha descrito 

que una memoria de trabajo defectuosa en una rata equivale a un deterioro cognitivo en el ser 

humano, algo que ocurre de manera habitual en los casos de PCOH. Para llevar a cabo este test, 

los animales requirieron de un proceso de habituación en la caja donde posteriormente se 
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realizó la prueba (40 x 40 x 30 cm) el día siguiente. El día de la prueba los animales fueron 

expuestos durante 5 minutos a dos objetos idénticos. Una hora más tarde, uno de los objetos se 

sustituyó por uno con un tamaño y color totalmente diferente, y las ratas fueron expuestas 

durante 5 minutos de nuevo a estos objetos (Fig. 31C). En el análisis de la prueba se cuantificó 

el tiempo en el que los animales exploraron el objeto nuevo respecto del viejo, de forma que 

aquellos animales con un déficit cognitivo no eran capaces de discernir si el objeto 

intercambiado era nuevo o no.   

(Tiempo nuevo- Tiempo viejo) / (tiempo nuevo + tiempo viejo). 

• Test de la natación forzada o Forced swimming test. Con el objetivo de evaluar las 

secuelas en el estado del ánimo o emocionales en aquellos animales que sufrieron HIV se realizó 

el test de la natación forzada (del inglés, Forced Swimming test [FST]). Validado tanto en ratas 

como en ratones, se fundamenta en el instinto más primitivo de los roedores a la hora de 

escapar de un entorno estresante, en este caso, el agua. El procedimiento estándar consiste en 

someter a los animales de experimentación dos veces a un tanque de agua (20 cm de diámetro 

y 30 cm de altura) en el que el animal debe, forzosamente, nadar para no ahogarse. El intervalo 

entre ensayos es de 24 horas, siendo el primero (pre-test) de 15 minutos y el segundo (test 

propiamente) de 5 minutos. Durante este periodo, los animales realizaron tres conductas que 

se tomaron como requisitos a la hora de evaluar el posible trastorno emocional: climbing o 

escalada (movimientos verticales con los cuartos delanteros apoyados contra las paredes del 

mismo con el objetivo de escapar), swimming o natación (movimientos circulares sobre la 

superficie del agua), floating o inmovilidad (pequeños movimientos, necesarios únicamente 

para mantener la cabeza fuera del agua). Durante el transcurso del test se analizaron cada 5 

segundos estos tres tipos de conductas y se cuantificó el porcentaje de cada una de ellas 

respecto del total. Posteriormente se describió como comportamiento de “tipo depresivo” 

aquellas que presentaron mayoritariamente una conducta de floating. Por otro lado, se 

analizaron las diferencias entre las conductas de swimming y climbing, ya que indicaban 

alteraciones en el sistema serotoninérgico y dopaminérgico respectivamente, siendo este último 

un marcador de hiperexcitabilidad. 
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Sacrificio y obtención de muestras 

Para llevar a cabo la recogida de muestras y evitar el sufrimiento del animal durante la perfusión, 

estos fueron sacrificados mediante la administración i.p. de Tiopental y Fentanilo en una dosis 

de 0,1 y 0,05 g/mL respectivamente. Para los estudios de CF, BQ y H+ RM, las ratas fueron 

perfundidas de forma intracardiaca con PBS 0.1 M y PH 7.4. Posteriormente, en el caso de los 

tejidos usados para BQ y H+ MRS, se procedió a recoger y congelar a -80C las zonas de interés 

(corteza parietoccipital); en el caso de la CF, los cerebros fueron extraídos y procesados “en 

fresco” sin previa congelación. En los estudios histológicos, los animales siguieron el mismo 

protocolo de anestesia y analgesia; sin embargo, seguidamente a la perfusión de PBS 

intracardiaca, se les administró el fijador paraformaldehído (PFA) con un porcentaje del 4%. 

Posteriormente, el cerebro entero fue sumergido durante 48h en PFA al 4% de manera previa al 

procesado del tejido. Para llevar a cabo los estudios de LC-MS, los cerebros de los animales PND 

1 previamente anestesiados fueron extraídos sin perfundir y congelados mediante inmersión en 

nitrógeno líquido para mantenerse posteriormente a -80 °C.  

Estudios de resonancia magnética 

Los estudios de RM realizados se llevaron a cabo en el CAI de Resonancia Magnética Nuclear 

(RMN) y Espin electrónico (SE) (instituto Multidisciplinar, Universidad Complutense de Madrid) 

utilizando un escáner de 1 Tesla [Icon (1T-MRI); Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Alemania]. El 

sistema consta de un imán permanente de 1 T (sin refrigeración adicional requerido para el 

imán) con una bobina de gradiente que proporciona un gradiente de fuerza de 450 mT / m. Los 

sistemas de monitorización de animales y la bobina de radiofrecuencia de cabeza de ratón 

Figura 31. (A) Imagen representativa del CRT (B) Imagen representativa del BW (C) Imagen representativa del NOR 
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solenoide están integrados en la cama y permiten que los animales sean manejados de forma 

precisa y con un control total de la anestesia y la temperatura corporal. Dado que los estudios 

de RM se utilizaron para evaluar el volumen del daño y determinar la posible alteración en la 

UNV, los parámetros utilizados en ambos casos fueron distintos. Por ello, a continuación, se 

describe en detalle los protocolos utilizados en ambos casos. 

Análisis del volumen de daño 

Corto plazo (PND 6) 

A corto plazo, 5 días tras la cirugía, el estudio in vivo por imagen de Resonancia Magnética (IRM) 

se realizó con el objetivo de clasificar las hemorragias en función de su severidad (leve, 

moderada o severa). Se adquirieron imágenes 3D potenciadas en T2 empleando una secuencia 

de eco de espín rápido. Los principales parámetros seleccionados fueron: tiempo de repetición 

(TR) = 2850 s, longitud del tren de eco = 12, tiempo de eco (TE) = 24 ms (tiempo de eco efectivo 

= 120 ms), número de promedios = 1, campo de visión (FOV) = 18 × 18 × 18 mm3. Siendo el 

tamaño de la matriz de adquisición de 150 × 150 × 36 (resolución 0,120 mm x 0,120 mm x 0,500 

mm) y el tiempo total ~ 12 minutos. 

El porcentaje de daño se evaluó mediante el software ImageJ 1.43u (National Institute of Health 

[NIH], Bethesda, USA), cuantificando el volumen de la hemorragia y del edema. El área de 

hemorragia se analizó sobre 6 cortes consecutivos que se tomaron como una representación 

completa del cerebro del animal. La clasificación de la severidad se obtuvo mediante el 

porcentaje del volumen de hemorragia frente al volumen cerebro total. Se clasificaron como 

hemorragias leves las que presentaban porcentajes entre 0,01 y 5; como moderadas los valores 

entre 5,01 y 10%; y como severas los mayores del 10%.  

Largo plazo (PND 45) 

A largo plazo, 45 días tras la cirugía, se realizaron estudios de IRM ex vivo del cerebro fijado en 

PFA, con el objetivo de analizar el volumen del daño y comparar así la progresión de la 

hemorragia y del edema post-hemorrágico con el tiempo. Además, se analizó la posible 

afectación de SB medido a través de la pérdida de área del hemisferio ipsilateral y CC. Para 

realizar la adquisición de los datos de IRM las muestras se sumergieron en Fluorinert®F ‐40 

( igma‐Aldrich, Saint Louis, MO, USA), fluido libre de protones. El experimento consistió en la 

adquisición de imágenes coronales tridimensionales ponderadas en T2. Se empleó una 
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secuencia de eco de espín rápido con un tiempo de repetición (TR) = 2500 s, longitud del tren 

de eco = 8, intervalo entre eco (TE) = 27 ms (resultante en un tiempo de eco efectivo = 80 ms), 

número de promedios (del inglés, NA) = 5, campo de visión (FOV) = 25 × 18 × 14 mm3. El tamaño 

de la matriz adquirida fue de 250 × 90 × 70 (resolución 0,120 mm x 0,200 mm x 0,200 mm) y el 

total tiempo de adquisición ~ 90 minutos. Las imágenes coronales fueron reconstruidas en 

imágenes axiales isotrópicas de 0,1 mm3. Las imágenes fueron analizadas mediante el software 

libre ImageJ 1.43u (National Institute of Health [NIH], Bethesda, USA). 

Alteración de la unidad neurovascular 

Para evaluar la posible alteración en la UNV a lo largo del tiempo se realizó un estudio por 

imagen de resonancia pre y post-administración de un agente de contraste basado en Gadolinio 

(Gd)(Gadoteridol, ProHance). La posible extravasación del agente de contraste es sinónimo de 

una alteración en la vasculatura y la consecuente hiperpermeabilidad de la BHE. El experimento 

consistió en la adquisición de imágenes coronales y axiales 2D ponderadas en T1. Se obtuvieron 

imágenes antes y 5, 20 y 60 minutos después de administrar el Gd. Se evaluaron dos puntos 

post-cirugía: corto y medio plazo.  Los principales parámetros seleccionados fueron: tiempo de 

repetición (TR) = 313,15 ms, tiempo de eco (TE) = 6 ms, número de promedios = 24, campo de 

visión (FOV) = 21 × 21 mm2, número de cortes 18 y anchura del corte 1 mm. Siendo el tamaño 

de la matriz de adquisición en el plano de 150 × 150 (resolución 0,150 mm x 0,150 mm) y el 

tiempo total ~ 7 minutos. 

Para llevar los ensayos de integridad de BHE a PND 45, estos se realizaron en un equipo de 

imagen de RM Bruker Biospec 47/40 (Bruker Biospin, ettlingen, Alemania) con un campo de 4.7 

Teslas. Para los experimentos se empleó un sistema de gradientes de 12 cm de diámetro interno 

y una sonda de radiofrecuencia de volumen de 7 cm de diámetro interno. Los animales se 

anestesiaron mediante una mezcla de isoflurano y oxígeno y se mantuvieron anestesiado 

durante todo el tiempo de experimentación. La temperatura corporal se mantuvo a 37 °C. Tanto 

la temperatura como la respiración se monitorizaron a lo largo del experimento empleando el 

sistema 1030 de monitorización para pequeños animales compatible con RM (SA Instruments 

Inc., Stony Brook, Nueva York, EEUU). Para ello se empleó el siguiente protocolo: 

1. Se adquirió imágenes FSE-T2WI para evaluar la existencia de hemorragia y/o edema 

(TR/TE=2500/63 ms; NA=4). 
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2. Se adquirieron imágenes SE-T1WI previas a la inyección del agente de contraste basado 

en Gd (TR/TE=500/10 ms; NA=4). Estas imágenes sirvieron para comparar con imágenes 

similares adquiridas 1 hora tras la inyección del agente de contraste para la evaluación 

cualitativa (no cuantitativa) de la posible extravasación del agente de contraste al parénquima 

cerebral. 

3. Se adquirieron una serie de imágenes de IR para el cálculo de los valores del tiempo de 

relajación longitudinal T1 de los tejidos. Estos valores son necesarios para la cuantificación de la 

concentración del agente de contraste en los tejidos para la cuantificación de la permeabilidad 

vascular. Para ello se empleó una secuencia FSE (del inglés, Eco de Spin Rápido) 

(TR/TE=10000/105 ms) con IR (inversión-recuperación) y TI=100, 250, 500, 1000, 1500, 3000 y 

5000 ms. 

4. Para el experimento de DCE se empleó una secuencia de eco de gradiente FLASH (Fast 

Low Angle Shot) potenciada en T1 (TR = 25 ms; TE = 2.4 ms, FS = 30°, NA = 2). La adquisición se 

realizó en continuo: previo, durante y 1 hora tras la inyección iv en forma de bolo de 0,1 

mmol/Kg (0,2 ml/Kg) del agente de contraste basado en Gd (ProHance 279,3 mg/ml solución 

inyectable, Bracco International B.V., Amsterdam, Países Bajos). En total se adquirieron 5 

experimentos anteriores a la inyección del agente de contraste, que se emplearon como valores 

de referencia, y 235 experimentos posteriores a la inyección del Gd. Esto dio lugar a un tiempo 

de adquisición aproximado de 1 hora. 

5. Finalmente, se repitió la adquisición de las imágenes T1WI de SE del paso 2 para la 

detección visual de la presencia del agente de contraste en el parénquima cerebral. 

En todos los experimentos se emplearon los siguientes parámetros: FOV=25.6 x 25.6 mm2; SLTH 

(anchura del corte)=1.5 mm; nº de cortes = 3; tamaño de la matriz reconstruida = 128 x 128. 

Estudios de espectroscopía de resonancia magnética 

La H+ MRS es una técnica analítica no invasiva capaz de realizar análisis sobre tejidos intactos, 

caracterizar metabólicamente los tejidos y estudiar los cambios metabólicos asociados a 

diversas patologías. En nuestro modelo se cuantificaron los posibles cambios en el potencial 

de fosforilación, excitotoxicidad, y función astrocitaria a partir de las ratios de Lactato / N-
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acetilaspartato (Lac/ NAA), Glutamato / N-acetilaspartato (Glu / NAA) y Mioinositol / creatina 

(MI / Cr) respectivamente. En este sentido, se utilizaron muestras congeladas de la corteza 

parietoccipital de cerebros de ratas de 5 días de edad.  

Para ello se utilizó un espectrómetro Bruker AVIII500HD 11.7 T (Bruker BioSpin, Karlsruhe, 

Alemania) equipado con una sonda de resonancia HR-MAS 

(High Resolution Magic Angle Spinning) triple canal de 4 mm 1H / 13C / 31P en el CAI de RMN 

y SE de la Universidad Complutense. Las muestras congeladas de 3 mg se colocaron en el interior 

de un rotor de óxido de circonio de 50 μl con inserto cilíndrico y girando a una velocidad de 5000 

Hz. Para minimizar cambios metabólicos durante los análisis, los experimentos se adquirieron a 

4 °C. La secuencia de pulsos empleada está basada en el primer incremento de la secuencia de 

pulsos NOESY con supresión del disolvente en la que se aplica un segundo pulso de 

radiofrecuencia durante la relajación de 2s a la frecuencia del agua y durante el periodo de 

mezcla (tm = 150 ms) con un t1 de 3 μs. Los experimentos fueron adquiridos con 16000 puntos 

y 256 repeticiones. Se utilizó un ancho espectral de 8333 Hz. El tiempo total de la adquisición 

fue de aproximadamente 14 min.  

Todos los espectros fueron procesados utilizando el software TOPSPIN, versión 1.3 

(Bruker Rheinstetten, Alemania). Antes de la transformación de Fourier, la FID se multiplica por 

una función de peso exponencial correspondiente a un ensanchamiento de línea de 0,3 Hz. Los 

espectros fueron corregidos en fase y línea base y referenciado al singlete de (3 -‐ trimetilsilil) -

‐ 2,2,3,3 -‐ tetradeuteriopropionato de sodio a δ 0 ppm.  

Estudios de cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 

la espectrometría de masas  

Con el objetivo de determinar si el CBD administrado prenatalmente era capaz de atravesar la 

barrera placentaria, y en el caso de hacerlo, que cantidad llega en función de la dosis 

administrada 24 horas antes de extraer el tejido del animal, se realizaron ensayos de LC-MS. La 

LC-MS es una poderosa técnica analítica que combina el poder de separación de la cromatografía 

líquida de alta eficacia (del inglés, HPLC) con la gran selectividad, sensibilidad y precisión en la 

determinación de la masa molecular de la espectrometría de masas, proporcionando 

información cualitativa y cuantitativa. Los componentes de la muestra separados en el HPLC 

pasan al espectrómetro de masas a través de una interfaz donde son ionizados. Los iones 
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generados en la interfase son acelerados hacia un analizador y separados en función de su 

relación masa/carga (m/z) mediante la aplicación de campos eléctricos, magnéticos o 

simplemente determinando el tiempo de llegada a un detector. Los iones que llegan al detector 

producen una señal eléctrica que es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. El registro 

obtenido se denomina espectro de masas y representa las abundancias iónicas obtenidas en 

función de la relación masa/carga de los iones detectados. El protocolo que se describe a 

continuación se llevó a cabo en colaboración con el grupo del Dr. Di Marzo, en el Instituto de 

Químicas de Nápoles, Italia.  

Extracción de CBD en cerebro 

Las muestras de medio cerebro se homogeneizaron mediante un Douncer en 600 µL de acetona 

y se sonicaron en un baño ultrasónico durante 8 minutos. Se añadieron estándares deuterados 

internos para la cuantificación de CBD (GWP42003) mediante dilución de isótopos ([2H] 4 

GWP42003 10 pmol) al homogeneizado, que luego se centrifugó (10000 rpm 1 ', 4°C) y se extrajo 

a 4°C en 600 µl de acetona. La fase orgánica que contiene lípidos se secó, se pesó y se purificó 

previamente mediante cromatografía en lecho abierto sobre gel de sílice. Las fracciones se 

obtuvieron eluyendo la columna con cloroformo / metanol 99: 1, 90:10 y 50:50 (v / v). La fracción 

99: 1 se utilizó para la cuantificación de CBD mediante análisis LC-MS. 

Cuantificación de la concentración de CBD 

El fármaco GWP42003 se midió mediante LC-MS-MS usando un LC20AB acoplado a un detector 

híbrido Ion-Trap y Time-of-Flight (IT-TOF; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japón) equipado con 

una interfaz ESI. Los espectros de espectrometría de masas de barrido completo n (MS n) de 

iones precursores seleccionados se adquirieron mediante monitoreo de reacción múltiple 

(MRM), se extrajeron los cromatogramas de los valores [M-H] de alta resolución y se utilizaron 

los últimos cromatogramas para la calibración y cuantificación. El GWP42003 se separó usando 

un Luna Omega Polar C18 (15 cm x 2,1 mm, D.I.3 µm, 100A; Phenomenex) y se eluyó con un flujo 

isocrático de acetonitrilo: agua (75:25) con ácido fórmico al 0,1%. Se utilizaron bombas de HPLC 

LC20AB para suministrar disolvente a un caudal de 150 µl / min. Las muestras se inyectaron con 

un automuestreador SIL-20 AC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japón). El horno de columna se 

fijó a 30 °C. Este fármaco exhibió un tiempo de retención de 5,4 y 3,9 min, respectivamente. La 

cuantificación se realizó mediante el método de patrón interno utilizando valores m / z de 

357,2056 correspondientes al ion molecular [M-H] - para GWP42003. 
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Análisis histoquímicos 

Después de los estudios de RM, se procedió a llevar a cabo los estudios histoquímicos en 

cerebros de ratas de 45 días de edad. Para ello, los cerebros previamente perfundidos con suero 

y PFA siguieron un procesado hidratación y deshidratación, seguido de una inmersión en 

parafina. Una vez llevado a cabo este proceso, se realizaron cortes coronales de 4 µm de grosor 

utilizando un microtomo. Las áreas seleccionadas fueron de la lámina 19 a la 23 del Paxinos 242. 

Estas láminas comprendías ejemplos de SG (CTX parietoccipital) y SB (CC), además de la SVZ, 

estructura encargada de la síntesis de precursores oligodendrogliales durante el neurodesarrollo 

y una de las zonas más afectadas durante la HIV. Una vez realizados los cortes de las áreas de 

interés, se llevaron a cabo los distintos estudios inmunohistoquímicos que se describen a 

continuación. Cabe mencionar que el análisis de las técnicas fue realizado ciegamente por dos 

investigadores. 

Tinción de NISSL 

La tinción de Nissl es una tinción usada comúnmente en secciones de tejido nervioso, aunque 

puede usarse para teñir ácidos nucleicos en cualquier tejido. El colorante en el que se basa la 

tinción es normalmente el azul de toluidina o el violeta de Cresilo, ambos de tipo acidófilos. El 

colorante utilizado se une a los cuerpos de Nissl, pequeñas estructuras en forma de gránulos 

presentes en los ribosomas y por tanto el núcleo y nucléolo de las neuronas o las células gliales. 

Estas estructuras basófilas, localizadas en el retículo endoplasmático rugoso, tienen como 

principal función la síntesis y transporte de proteínas. De esta forma, esta tinción nos ofrece una 

visión general y exhaustiva de la distribución, el tamaño y la morfología del SNC, con el objetivo 

de determinar si estas se encuentran en un estado homeostático o de necrosis / apoptosis.   

Para llevar a cabo este proceso, los tejidos se desparafinaron a 70 °C durante 24 h y se inició un 

protocolo de rehidratación. Posteriormente, se sumergieron los tejidos durante 30 segundos en 

azul de toluidina (Sigma Aldrich, San Luis, EE.UU.) disuelto al 0.5% en agua destilada, y 

posteriormente se fue decolorando con agua y se terminó deshidratando en Xileno. 

Posteriormente, los tejidos se montaron en portaobjetos en el medio de montaje no acuoso DPX 

(Merck Millipore; Billerica, EE. UU) y se dejaron secar aproximadamente durante una hora. 

La corteza parietoccipital y la SVZ se examinaron con un microscopio óptico (200X) y se analizó 

las propiedades picnóticas de las neuronas y su citoestructura. Estas fueron puntuadas con 
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valores de 0 a 5 en función de su morfología y grado de tinción. Las que presentaron menos de 

un 2% de muerte celular recibieron el valor de 0; 1 aquellas que presentaban menos de un 25% 

de daño neuronal; 2 cuando el porcentaje comprendía entre un 25 y un 40%; 4 cuando era 

menor del 65% y 5 cuando había una muerte celular total o ausencia de tejido. Se consideraban 

células dañadas cuando no se hizo distinción entre el citoplasma y el núcleo, o cuando estas 

neuronas estaban encogidas con un núcleo altamente teñido y de pequeño tamaño. Por otro 

lado, las células aparentemente sanas son aquellas que presentaban un citoplasma diferenciado 

ligeramente teñido, y un núcleo más oscuro cuyos nucléolos eran apreciables.   

Técnicas de inmunohistoquímica 

Para llevar a cabo los estudios de inmunohistoquímica, las secciones de los tejidos se 

desparafinaron y rehidrataron en una batería de alcoholes de un porcentaje descendente. 

Posteriormente, se procedió al desenmascaramiento del antígeno al sumergir el tejido en una 

solución de citrato (PH 6 y 10 mM) o Tris-EDTA (PH9, Tris 10mM-EDTA 1mM) con un 0,05% de 

Tween-20 a una presión y temperatura muy elevadas. Después, se lavó el tejido con PBS seguido 

de una solución de cloruro de amonio (10mM) durante 10 minutos a temperatura ambiente (RT, 

por sus siglas en inglés). Tras varios lavados con PBS 1X, las secciones del cerebro fueron 

incubadas en una cámara húmeda durante toda la noche (O/N) a 4 C o RT en función del 

anticuerpo. Al día siguiente, después de llevar a cabo una serie de lavados, los tejidos fueron 

incubados con su correspondiente anticuerpo (Tabla 5) durante 2 horas a 37 C en una cámara 

húmeda. Finalmente, para teñir los núcleos los tejidos se incubaron durante 5 minutos con DAPI, 

marcador fluorescente que se une fuertemente al núcleo de las neuronas (1:500). El montaje de 

todos los tejidos se realizó en medio acuoso (Sigma, S. Luis, EE.UU) y se dejó secar durante todo 

el día.  

Tipo celular Referencia Ac 1º Casa comercial Dilución 

Mielina M3821 MBP MERCK. S. LUIS 1:800 

Neurona MAB377 NEUN Merck. S. LUIS 1:300 

Astrocito C9205 GFAP Sigma-Aldrich. S. LUIS 1:1000 

Microglía 019-19741 Iba-1 Wako. Japon 1:400 

Tabla 5.Relación de anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunohistoquímica 
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Marcaje inmunohistoquímico de TUNEL 

Con el objetivo de evaluar la apoptosis en los tejidos se utilizó el método de marcaje TUNEL [KIT: 

DeadEndTM Fluorometric TUNEL System (Promega; Madison,WI, USA)]. Esta técnica se 

fundamenta en la detección de la rotura de DNA internucleosomal, típico de este proceso, en 

sección de tejido fijados en parafina. Presenta como ventaja la detección de células en procesos 

apoptóticos en estadios más precoces que hematoxilina-eosina. Para ello, se pone de manifiesto 

los extremos 3´-OH libres que se generan en la fragmentación de DNA, incorporando nucleótidos 

marcados a dichos extremos mediante la acción de la encima transferasa terminal (TdT). Estos 

nucleótidos, modificados con fluerescina-12, al incorporarse al extremo terminal formarán un 

oligómero que puede observarse directamente a un microscopio de florescencia.  

Para ello llevar a cabo esta técnica, primero los tejidos se desparafinaron, se lavaron durante 10 

minutos en cloruro sódico y finalmente fueron lavados en PBS. Posteriormente se les aplicó 

100µl por tejido de Proteinasa K (20 ug/mL en PBS) durante 8-10 minutos a RT con el objetivo 

de permeabilizar el tejido. A continuación, se lavaron 3 veces de forma consecutiva, y se 

sumergieron los te idos en “tampón de equilibrado” durante 5-10 minutos. Finalmente se 

incubaron las muestras con la enzima desoxinucleotidil transferasa termina y los nucleótidos 

modificados, fluerescina10-UTPs, durante una hora y a 37C en una cámara húmeda. La reacción 

se detuvo al a adir la solución “STOP” y se lavaron las muestras con PBS y agua desionizada. 

Nuevamente, se llevó a cabo la tinción de núcleos mediante el marcador DAPI durante 10 

minutos y se lavó por última vez. Finalmente, los tejidos se montaron en un medio de montaje 

acuoso y se dejó secar para observarlo al microscopio. 

Microscopía y cuantificación de las imágenes 

A excepción de la proteína básica de la mielina (del inglés, MBP), todas las muestras analizadas 

(4 secciones consecutivas) por técnicas histológicas fueron observadas y fotografiadas en un 

microscopio Leica DMRB con cámara DFB300FX (Leica Microsystems, Alemania) siempre 

manteniendo las mismas condiciones de luz, brillo y contraste intraensayo. Se utilizaron los 

objetivos de 10x o 20x aumentos en función de las necesidades de cada técnica. La cuantificación 

de la densidad se realizó mediante el software Image J (NIH) y los resultados se expresaron como 

número de células totales respecto de los controles. En el caso del marcador para MBP, las 

fotografías se obtuvieron mediante un microscopio confocal TCS SP5 (Leica Microsystems, 
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Alemania), y la intensidad de la MBP se calculó mediante el software LEICA LASF. El aumento o 

la disminución de esta se expresó como el ratio de la MBP del hemisferio ipsilateral respecto del 

contralateral, para evitarla posible variabilidad interensayo o la autofluorescencia del animal. 

Estudios bioquímicos 

Extracción y cuantificación de proteínas 

En el caso de los estudios realizados en las ratas PND 6, debido al pequeño tamaño del cerebro 

y la escasa cantidad de proteína, se procedió a procesar el cerebro en su totalidad. En el caso de 

los estudios realizados a PND 14 y PND 45, los estudios se realizaron en la SB. Inmediatamente 

las muestras fueron congeladas a -80 °C. 

La disgregación y homogenización del tejido congelado se realizó en un tampón de lisis (T-PER, 

1 g de tejido/10 ml (BioVision, San Francisco, EE.UU) e inhibidor de proteasas (Thermo Scientific, 

Whaltham, EE.UU.). Posteriormente el tejido se centrifugó durante 5 minutos a 4 °C y a 10.000 

Gs. Una vez extraído, se procedió a determinar la cantidad total de proteínas. Para ello, se utilizó 

el ensayo del ácido bicincónico (BCA), usando albúmina sérica bovina (BSA) como patrón de 

proteínas (Thermo Scientific, Whaltham, EE.UU). Esta es una prueba que combina la reducción 

del ion cúprico (Cu2+) a ion cuproso (Cu1+) en un medio alcalino (reacción de Biuret) y la detección 

de este catión usando un reactivo que contiene ácido bicincónico. El producto final de la 

reacción es de un color púrpura formado por la unión de dos moléculas de BCA con una del ion 

cuproso. Este complejo hidrosoluble puede ser detectado mediante absorbancia a una longitud 

de onda de 560 nm. Una vez conocida la proteína total, se prepararon las muestras a la 

concentración requerida en función de las técnicas que se describen a continuación.  

Western blot  

Una vez determinada la concentración proteica de cada una de las muestras, se prepararon las 

muestras para cargarlas en el gel de electroforesis. Para ello, se preparó un volumen final de 20 

µL que contenía nuestra muestra (1 µg/µL) diluida en un mismo volumen del tampón de carga 

(mezcla de Laemmli (Tris 0.5 M p  6.8,     10%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol al 87% y β-

mercaptoetanol) alcanzando finalmente una concentración final de 1 ug/ µL. Estas muestras 

sufrieron un proceso de desnaturalización de 10 minutos a 95 °C 



 

 
98 

Una vez preparadas las muestras, se procedió a su aplicación en un gel elaborado mediante las 

soluciones comerciales de poliacrilamida al 12% (BioRad, California, EE.UU.). La electroforesis se 

llevó a cabo en tampón Tris-glicina en presencia de SDS 1%. Una vez separadas las proteínas en 

función de su tamaño, se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) 

Immobilon-P (Millipore Corporation, Bedford, MA, EE.UU) mediante el uso de un Trans-Blot® 

Turbo TM Transfer System (Biorad). Las membranas fueron bloqueadas con leche al 5% disuelta 

en solución salina tamponada con Tris 1X-Tween20 (TBS-T) durante una hora a temperatura 

ambiente. Trascurrido este tiempo, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario de 

interés durante toda la noche a 4 °C en agitación (Tabla 6). Pasado este periodo de incubación, 

se lavaron con una solución de TBST y se realizó la incubación con el anticuerpo secundario 

específico de especie y acoplado a peroxidasa de rábano (HRP) (Sigma, San Luis, EE.UU.) durante 

una hora a temperatura ambiente en agitación. Antes de proceder al revelado de las 

membranas, se lavaron de nuevo con solución TBST para eliminar el exceso de anticuerpo. La 

visualización de las bandas se realizó mediante el uso del kit ECL Prime Western Blotting 

Detection Reagen (GE Healthcare, Amersham, Suecia) en un densitómetro GS-800 (Biorad) y la 

intensidad de cada banda se cuantificó a partir de la densitometría de las bandas (Image J, NIH, 

EEUU).  omo control de carga se utilizaron las proteínas β-actina. Los datos se representaron 

como el ratio entre la proteína de interés y la proteína control. 

Tipo celular Ref. Ac 1º (kDa) Casa comercial Dilución 

Inflamación 

sc-293072 TLR-4 (95 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

sc-8008 NFkB (65 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

sc-376861 COX-2 (74 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

MAB510 TNF-α (17 kDa) R&D systems; Minneapolis 1:100 

sc-7271 iNOS (135 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

Integridad de la 

BHE 

 

SAB3500576 Mfsd2a (55 kDa) Sigma-Aldrich. S. LUIS 1:100 

sc-393859 MMP-9 (92 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

sc-8439 ICAM-1 (89 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

sc-133256 Ocludina (65 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

sc-374221 Claudina-5 (35 kDa) Santa Cruz, CA 1:100 

Control A5316 B-Actin (42 kDa) Sigma-Aldrich. S. LUIS 1:5000 

Tabla 6. Relación de anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunotinción 

Oxyblot 

Con el objetivo de cuantificar el posible daño oxidativo producido como consecuencia de la 

hemorragia y el posible efecto protector del CBD se procedió a medir el estado de oxidación de 

las proteínas de nuestras muestras mediante el uso de un kit comercial [Oxyblot TM Protein 

Oxidation Detection kit (Millipore, USA)].  Cuando se produce la oxidación de proteínas por 
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radicales libres u otras ROS, los grupos carbonilo producidos se introducen en las cadenas 

laterales específicamente. Este kit proporciona una serie de reactivos para la inmunodetección 

simple y sensible de estos grupos carbonilos, sello distintivo del estado de oxidación de las 

proteínas. Los grupos carbonilos de las cadenas laterales de la proteína se convierten a 

2,4.dinitrofenilhidrazona (DNPhidrazona) al reaccionar con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). 

Finalmente, estas se separarán según la proteína a la que se encuentra unida y se cuantificará. 

El protocolo es muy similar al explicado anteriormente. En este caso, las muestras se prepararon 

en agua destilada con una solución comercial de DNPH y SDS al 10% para que se produjese la 

reacción ya mencionada. Tras una incubación de 15 minutos a RT, se añadió una solución de 

neutralización y β-mercaptoetanol para romper los puentes disulfuro de las proteínas. Una vez 

preparadas las muestras, estas (al igual que los pasos de transferencia y bloqueo) se aplicaron 

de la misma forma que hemos explicado anteriormente. No obstante, para la inmunodetección 

de las proteínas, se utilizaron los anticuerpos comerciales proporcionados por el Kit en las 

condiciones de temperatura tiempo y concentración indicadas (Ac 1º: DNPH 1:150; Ac 2º: 

1:300). Finalmente, se procedió al revelado de las muestras mediante el kit ECL mencionado en 

el punto anterior. Dado que en este ensayo no se puede incubar la B- actina como proteína 

control, una vez revelado el oxyblot, procedimos a realizar un marcaje de la membrana con Rojo 

Ponceau. Los datos se representan como la ratio de la intensidad total obtenida al analizar cada 

carril de proteína cargada respecto a la intensidad de señal obtenida en la proteína total.  

Estudios citometría de flujo 

Los ensayos de CF se utilizaron para determinar la activación microglial e infiltración de los 

macrófagos, así como el fenotipo predominante de cada uno de ellos a corto, medio y largo 

plazo. Por otro lado, esta técnica se usó con el objetivo de determinar las posibles alteraciones 

en el linaje oligodendroglial a medio plazo. Para la extracción del tejido los animales fueron 

perfundidos previamente con suero al 0,9% y los cerebros fueron extraídos en PBS frío. 

Posteriormente, se trituró y homogeneizó el tejido mecánicamente con la ayuda de un Potter-

Elvehjem, seguido de una pipeta de 5 y 1 ml. El tejido disgregado se centrifugó durante 6 minutos 

a 10 °C y 900 G. Dado que a partir de este paso el protocolo variaba en función del tipo celular 

estudiado, se explicarán ambos protocolos de forma separada para evitar confusiones a la hora 

de llevarlos a cabo. 
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Estudio del linaje mieloide 

Para el análisis del linaje mieloide (microglía y macrófagos), el pellet obtenido se resuspendió en 

Percoll isotónico al 35% (GE Healthcare, Illinois, EE.UU.) y se le añadió lentamente 3 ml de PBS. 

A continuación, se realizó una centrifugación sin freno durante 20 minutos, a RT y 2000 G con el 

fin de formar un gradiente y retirar la mielina de la muestra. Una vez eliminada la mielina y 

filtrada la muestra en filtros de 70 µm (Miltenyi Biotec, Alemania), se volvió a centrifugar 

durante 6 minutos, 10 °C y 900 G y se añadieron los anticuerpos extracelulares (CD11b y CD45) 

cuyo marcaje nos diferenció el tipo de célula mieloide de nuestras muestras. Una vez incubado 

el anticuerpo a 4 °C durante una hora en condiciones de seguridad, se lavó y centrifugó con PBS 

sucesivamente y se procedió a fijar (PFA al 4%) y permeabilizar (PBS Tritón X 100 0,1%) durante 

5 minutos en condiciones de oscuridad previamente a añadir los anticuerpos intracelulares 

(iNOS y Arginasa) (Tabla 7). A continuación, se procedió a la incubación de las muestras 1 h a 

4°C en condiciones de oscuridad con los anticuerpos primarios intracelulares disueltos en la 

misma solución utilizada en la permeabilización. Finalizado este periodo, se lavaron las muestras 

una vez más con PBS y se fijaron con PFA al 1% disuelta en PBS. Las muestras se almacenaron 

durante toda la noche a 4 °C antes de su paso por el citómetro de flujo a la mañana siguiente. 

 Estudio del linaje oligodendroglial 

Para el análisis del linaje oligodendroglial (Pre-Ols, Oligodendrocitos inmaduros y 

oligodendrocitos maduros) el pellet obtenido se resuspendió en Percoll isotónico al 40% y se le 

añadió lentamente 3 ml de PBS. Al igual que en el paso anterior, una vez retirada la mielina y 

filtrada la muestra, se incubaron los anticuerpos (todos extracelulares) en condiciones de 

oscuridad durante 1 hora a 4 °C (Tabla 7). Finalmente, se lavaron y centrifugaron 2 veces con 

PBS y se llevó al citómetro de flujo para su análisis.  
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Materiales y procedimientos experimentales 

  

Población Tipo celular Ref. Ac 1º Casa comercial Dilución 

Activación de la 

microglía e 

infiltración de 

macrófagos 

Microglía / 

Macrófagos 
561868 CD45-PE-Cy BD, S. Diego 1:100 

Linaje mieloide 550019 CD11b-APC BD, S. Diego 1:100 

Fenotipo M1 sc-7271 NOS2-Alexa fluor SC, CA 1:40 

Fenotipo M2 IC5868P Arg-1 PE R &D systems; MN 1:40 

Alteraciones del 

linaje 

oligodendroglial 

Pre-mielina sc-166172 MOG Alexa fluor 488 SC, CA 1:50 

Oligo 

inmaduro 
130-115-810 O1 efluor 660 Invitrogen, CA 1:50 

Pre-Ol 50-6506-82 O4 PE Miltenyibiotec, ESP 1:50 

Tabla 7. Relación de anticuerpos utilizados en los ensayos de CF 

Análisis de la CF 

Para el análisis de poblaciones celulares utilizamos el programa Kaluza Analysis Software 

(Beckman Coulter). Primero, en función de la complejidad y tamaño de la población realizamos 

la determinación de la población viable, eliminando el posible fondo (Fig. 32 A). De esa población 

seleccionada, identificamos las células positivas para el biomarcador CD11b (CD11b+), que son 

las células mieloides de microglía y macrófagos (Fig. 32 B). De las células CD11b+, clasificamos la 

población en función de la expresión del marcador CD45, marcador específico del linaje 

hematopoyético (a excepción de células plaquetarias y eritrocitos), que también es expresado 

en menor medida por las células de microglía. Así, podemos distinguir entre CD11b+ / CD45High 

(población que engloba a los macrófagos infiltrados), o CD11b+ / CD45Low (población que hace 

referencia a la microglía) (Fig. 32 C). En estas dos poblaciones realizamos el análisis de los 

biomarcadores iNOS y Arg1. La ratio de expresión de estos marcadores nos definió el fenotipo 

predominante en cada muestra.  

En cuanto al linaje oligodendroglial, una vez establecida la población viable en función del 

tamaño y la complejidad celular, se definió como oligodendrocitos (independientemente del 

grado de madurez) aquellos que expresaban el marcador O4, O1 y MOG (pre-Ol; oligodendrocito 

inmaduro; oligodendrocito maduro respectivamente) en la población Cd45low. De la misma 

forma que en el apartado anterior, de esta población seleccionamos el porcentaje de células 

que presentaban los marcadores oligodendrogliales de manera independiente. De esta forma 
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consideramos como precursores oligodendrogliales a las células con marcaje O4; a los 

oligodendrocitos inmaduros como los O1 y a los maduros como MOG.   

Análisis estadístico 

Los datos presentados fueron expresados como la media ± Error Estándar a la Media (SEM), o 

como la mediana, el rango intercuartílico y los valores máximos y mínimos en el caso de la 

clasificación del grado de lesión, ambos analizados con un paquete estadístico GraphPad Prism 

6 (GraphPadSoftware, San Diego,CA). Previamente al análisis estadístico, para evitar la posible 

variabilidad interensayo los valores de los animales lesionados (tratados y no tratados) fueron 

normalizados respecto a sus respectivos controles. En cuanto al análisis estadístico, en primer 

lugar, se aseguró si los datos obtenidos seguían una distribución Normal a través del test de 

Normalidad  ’Agostino-Pearson. Para el análisis de varios grupos, si los datos seguían una 

distribución Normal se utilizó una ANOVA y la realización del Test de Bonferroni para las 

múltiples comparaciones. Por el contrario, aquellos que no seguían dicha distribución, se les 

ejecutó un test no paramétrico Kruskal-Wallis y múltiples comparaciones con el test de  unn’s. 

Cuando se compararon un grupo respecto a otro, se utilizó una t-student en los casos 

paramétricos, y Mann-Whitney en los casos no paramétricos. Para analizar las posibles 

correlaciones entre las pruebas realizadas, se utilizó una correlación de Spearman en los casos 

no paramétricos, y de Pearson en los paramétricos.  Las diferencias fueron consideradas 

estadísticamente significativas con un valor de p<0,05.

Figura 32. Selección de las poblaciones viables de microglía y macrófagos. (A) Población viable en función del tamaño y 
complejidad de las células. (B) Población viable con marcaje CD11b+. (C) Clasificación de las poblaciones de microglía y 
macrófagos según el marcaje CD11b+/ CD45+. 
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Validación de un modelo animal de 

HIV 

Variabilidad en el porcentaje de casos producidos por la administración 

intraventricular de Colagenasa de Chlostridium 

Como se ha mencionado anteriormente, no existen diferencias en los resultados obtenidos en 

las diferentes pruebas entre el grupo SHAM y el grupo NEEDLE (datos no mostrados). Por ello, 

durante este trabajo tomamos como controles al grupo SHAM. En el primer análisis se evaluó el 

peso inicial(PND 1) y la ganancia de este a lo largo del tiempo (PND 45) en ambos grupos. Este 

dato es usado de manera habitual para determinar el posible efecto de la enfermedad o el 

tratamiento en el bienestar de los animales. Inicialmente, no existían diferencias en el peso de 

los animales que integraban los diferentes grupos de estudio (Fig. 33 A); sin embargo, los 

animales lesionados presentaron una reducción de la ganancia de peso (Fig. 33 B). 

Posteriormente, centramos nuestros estudios en el análisis del volumen de daño a corto y largo 

plazo. Anteriormente mencionamos que una de las razones por las que se escogió la dosis de 

0.2 U fue debido a la variabilidad en el volumen de hemorragia en comparación con el resto de 

las dosis utilizadas. A corto plazo, aproximadamente la mitad de los individuos presentaron un 

  

       E 

       E 

Figura 33. Efecto de la HIV sobre el peso. La HIV produce un descenso en la ganancia de peso respecto al grupo control 
(A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los 
controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de Welch cuando las varianzas son 
significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=30) 
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daño de carácter leve (entre 3-4 % respecto al volumen total de cerebro), mientras que el 50% 

restante eran de carácter moderado (alrededor de un 8% de lesión) y grave (con un porcentaje 

de lesión del 15%) (Fig. 34 A y C). Adicionalmente, a pesar de que el porcentaje de casos graves 

y moderados se redujo a largo plazo (Fig. 34 B y D), los estudios correlacionales demostraron 

que el daño relativo (porcentual respecto al volumen cerebral total) se mantenía de manera 

constante a lo largo del tiempo (Fig. 34 E). Además, eran independientes del sexo del animal 

(Fig. S9). Por lo tanto, la inyección de 0,2 U de Colagenasa de Chlostrodium en ratas PND 1 

produjo un porcentaje de daño variado y estable. 

Alteraciones neuroconductuales producidas por la inducción de la HIV 

De manera complementaria, dado que la HIV es una de las principales causas de la PCI, 

evaluamos si estos animales presentaban algún tipo de trastorno en la conducta a medio y largo 

plazo. A medio plazo, etapa de desarrollo equivalente a un niño de 2 años, los animales 

P    
 E E    ER    E ER 

   2  2  

P     
 E E    ER    E ER 

   1  1  

 

  E

 

Figura 34. Volumen de la hemorragia evaluada tanto a corto (PND 6) como a largo plazo (PND 45) y su evolución 
a lo largo del tiempo.  La inyección de Colagenasa de Chlostridium produce un daño variado que se mantiene a lo 
largo del tiempo. (A) Proporción de animales que presentan un porcentaje de lesión menor del 5% (casos leves), 5-
10% (casos moderados) y superior al 10% (casos severos) evaluados a PND 6 (B) Proporción de animales que presenta 
un porcentaje de lesión menor del 5% (casos leves), 5-10% (casos moderados) y superior al 10% (casos severos) 
evaluados a PND 45 (C) Mediana y valores máximos y mínimos de cada grupo según la gravedad de la lesión a PND 
6. (D) Mediana y valores máximos y mínimos de cada grupo según la severidad de la lesión a PND 45. (E) Correlación 
entre el volumen de la lesión a PND 6 respecto al volumen analizado a PND 45 del mismo animal. Las barras 
representan la mediana y el máximo y mínimo de cada grupo. Los datos siguen una distribución no normal, por lo 
que se realizó una correlación de Spearman. ** p < 0.01 (% lesión PND 6 vs % lesión PND 45) (N=20) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

lesionados requirieron un mayor tiempo para realizar un giro de 180° en la prueba de la Geotaxia 

inversa en comparación con los controles (Fig. 35 A). Adicionalmente, estos mismos animales 

también presentaron una menor puntuación en los test de Grasp y Grip (Fig. 35 B y C). En 

conjunto, la puntuación obtenida en las pruebas indicó que, a medio plazo, existía una 

afectación neurológica secundaria a la HIV. Del mismo modo, un mes más tarde observamos 

como los animales HIV presentaron una preferencia mayor por la pata ipsilateral en la prueba 

del CRT (Fig. 35 D), así como un mayor tiempo y porcentaje de caídas en la prueba del BW (Fig. 

35 E y F). Por otro lado, a pesar de ser un trastorno motor y postural, habitualmente la PC infantil 

incluye una serie de secuelas entre las que destaca las de tipo cognitivo. En este sentido, la 

prueba del NOR nos indicó que los animales con HIV presentaron un menor interés por el objeto 

nuevo en comparación con los controles (Fig. 35 F). De manera global, estos resultados 

confirman que, a consecuencia del daño producido por la hemorragia, se produce una serie de 

alteraciones motoras y cognitivas también a largo plazo. Por otro lado, no se observaron 

diferencias entre ambos grupos en los test del TS y el FST (datos no mostrados). 

   

 E  G

P   1 

P     

       E 

       E 

Geota ia Grip Grasp

 R  ea  test  ea  test   R

Figura 35. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). La HIV 
produce un déficit neuroconductual a medio y largo plazo. (A) Tiempo (s) necesario para que el animal gire 180° en una 
pendiente inclinada de 45°. (B) Suma de la puntuación del reflejo de grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza 
ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Todos los resultados son el tanto por 1 respecto 
a los controles. (D) Preferencia por la pata ipsilateral. (E y F) Tiempo (s) para cruzar la barra y porcentaje de caídas. Los 
resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por el objeto nuevo. Todos los datos 
representados son la media de cada grupo ± SEM. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de 
Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los 
animales SHM + VEH) (N=30) 
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Consecuencias neuroanatómicas de la HIV a largo plazo: el daño en la SB 

Por otro lado, dado que las secuelas producidas por la HIV son consecuencia de las alteraciones 

de diversas estructuras neuroanatómicas, evaluamos si a largo plazo nuestros animales también 

presentaban este tipo de afección. En primer lugar, evaluamos la densidad de neuronas, 

astrocitos y microglía, tres componentes esenciales a la hora de explicar el correcto 

neurodesarrollo de un individuo. Los animales lesionados no presentaron diferencias en 

comparación con el grupo control en los marcajes de NeuN, GFAP y microglía ni en corteza y en 

estriado (Fig. 36 A-C). 

Asimismo, dado que la SB es la estructura más vulnerable y damnificada en esta enfermedad, 

decidimos complementar los estudios anteriores investigando también la integridad de esta. 

Para ello, se cuantificó el porcentaje de mielina y el área del CC, estructura de gran relevancia 

en la SB, ya que se encuentra implicada en los procesos de oligodendrogénesis. Del mismo 

modo, se evaluó la pérdida de volumen del hemisfierio lesionado (HI), también marcador de 

daño en la SB. En este sentido, los estudios inmunohistoquímicos realizados en CC mostraron 

una intensidad de señal menor en la proteína MBP (Fig. 37 A) en el caso de los animales HIV. De 

manera similar, en los estudios de RM también se observó un menor grosor del CC (Fig. 37 B) 

que, de manera adicional, correlacionaba de manera inversa con el volumen de la lesión tanto 

a corto (Fig. 37 D) como a largo plazo (Fig. 37 E). Además, la HIV produjo una pérdida del área 

del HI (Fig. 37 C). En conjunto, estos datos revelan que, como esperábamos, la HIV es un claro 

inductor de daño en la SB.  
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Figura 36. Número de células con marcaje NeuN+, GFAP+ e Iba-1+ en corteza cerebral y cuerpo estriado. No existen 
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo HIV. (A) Células NeuN+ en corteza cerebral y cuerpo estriado. 
(B) Células GFAP+ en corteza cerebral y cuerpo estriado. (C) Células Iba-1+ en corteza cerebral y cuerpo estriado. Los 
datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es 
una t de Student con la corrección de Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes (N=4-10) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 
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Figura 37. Análisis del daño en la SB a largo plazo y relación con el volumen de lesión. En nuestro modelo animal se 
produce una alteración en la SB que se relaciona directamente con el volumen de la lesión a corto y largo plazo. (A) 
Ratio de los niveles de intensidad de señal MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC Escala: 50µm. (B) Área del CC. 
(C) Ratio entre el área del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlación entre el área del CC y el 
volumen de la lesión a PND 6. (E) Correlación entre el área del CC y el volumen de la lesión a PND 45. Los datos 
representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico 
mediante el test Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los 
estudios correlacionales los datos siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de Pearson. ** 
p < 0.01 (área CC vs % lesión PND 6 y % lesión PND 45) (N=20) 
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Se ha demostrado que tanto la 

hipomielinización, como la pérdida de volumen 

hemisférico a largo plazo son consecuencia de 

una alteración en el linaje oligodendroglial (Fig. 

39)243. Por ello, decidimos conocer en qué 

estadio madurativo se veía comprometida su 

correcta maduración o supervivencia. Para ello, 

se analizó el número de integrantes del linaje 

oligodendroglial a medio plazo, periodo donde 

encontramos integrantes de los distintos estadios madurativos (preoligodendrocito, O4; 

oligodendrocito inmaduro, O1; oligodendrocito maduro, MOG) de esta estirpe celular. Como se 

puede ver en los ensayos llevados a cabo por CF, los animales HIV presentaron un porcentaje de 

células CD45low y marcaje O4, O1 y MOG inferior que los controles (Fig. 38).  

Figura 39. Marcadores de cada estadio madurativo del 
linaje oligodendroglial 
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Figura 38. Análisis de la afectación del linaje oligodendroglial a medio plazo por CF La HIV produce una reducción en 
el porcentaje de células CD45low y marcaje O4, O1, MOG. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM 
con respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de Welch cuando las 
varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + 
VEH) (N=8-10). 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

En este sentido, los datos indican que el daño en la SB producido en nuestro modelo animal 

tiene su origen en los estadios madurativo más tempranos del linaje oligodendroglial. 

En resumen, nuestros resultados confirman que la inducción de la HIV en ratas PND 1 produce 

una afectación de tipo motor y cognitivo como consecuencia del daño en la SB en estadios muy 

tempranos. Por este motivo, dado que ya se conocen las principales secuelas y consecuencias 

de la HIV, fue necesario estudiar los posibles eventos fisiopatológicos implicados en dicho daño. 

Fisiopatología de la HIV en nuestro modelo animal 

Se ha discutido en numerosas enfermedades del SNC como la HIC o el stroke, los eventos 

fisiopatológicos presentes vienen precedidos por la alteración en el funcionamiento de la BHE, 

lo cual inducen la infiltración de macrófagos y otras moléculas circundantes 77,244. Por otro lado, 

se ha demostrado como la inyección de Colagenasa de Chlostridium produce la alteración de la 

MEC, uno de los principales integrantes de la BHE 245,246. En este sentido, se realizó un estudio 

de los eventos fisiopatológicos que desencadena la HIV producida por la inyección de esta 

enzima a corto plazo, así como su mantenimiento o progresión a lo largo del tiempo. 

Fisiopatología evaluada a corto plazo (PND 6) 

En primer lugar, dado que la alteración de la BHE ha demostrado tener un importante papel en 

la fisiopatología de numerosas enfermedades del SNC, se realizó el estudio de la integridad de 

esta estructura mediante técnicas de RM, BQ y CF, lo que permitió evaluar su estado tanto a 

nivel macroscópico como microscópico. Como se indica en la Fig. 40, los ensayos de RM 

realizados a corto plazo demostraron que, al contrario que los controles, los animales lesionados 

presentaron un aumento en el contraste en la imagen de RM a lo largo del tiempo, lo que se 

tradujo en una mayor extravasación de Gd y por tanto un aumento de la permeabilidad de la 

BHE.  



 

 
112 

De manera complementaria, realizamos el análisis bioquímico de marcadores de daño e 

integridad de la BHE para confirmar macroscópicamente los resultados observados en las 

pruebas de neuroimagen. Los estudios de WB nos mostraron que, 5 días después del daño, se 

produjo en los animales lesionados un aumento de los niveles de MMP-9 y una reducción en los 

niveles del receptor Mfsd2a, marcadores de daño y funcionalidad de la BHE respectivamente. A 

su vez, no se observó ninguna diferencia cuando se analizaron los niveles de ICAM-1 o de las UEs 

claudina-5 y ocludina, dos de las proteínas encargadas del soporte físico de la BHE (Fig. 41). Por 

tanto, los análisis bioquímicos indican que la posible alteración de la BHE observada a corto plazo 

por RM se debe a alteraciones en la funcionalidad (particularmente en el flujo de iones) y 

desarrollo de esta estructura como consecuencia, en parte, de la liberación de MMP-9. 
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Figura 40. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a PND 6. Los 
animales lesionados presentan una extravasación de Gd tiempo-dependiente. La flecha roja indica el área de 
acumulación de Gd. Gd T0: imagen pre-contraste; T1 : imagen 5´post-contraste; T2 : imagen a 30´post-contraste; T3: 
imagen a 60´post-contraste. (N=8-10). 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

Es conocida la estrecha relación existente entre la afectación e hiperpermeabilidad de la BHE y 

la infiltración leucocitaria y reclutamiento microglial. En este sentido, dado que en nuestro 

modelo a corto plazo se podría estar produciendo una alteración de la barrera, decidimos 

evaluar las consecuencias de este evento. En consonancia con el análisis de los marcadores de 

BHE llevados por WB, los ensayos de CF nos mostraron que el grupo HIV presentaba mayores 

niveles de la población CD11b+ / CD45high y CD11b+ / CD45medium/low que el grupo control, 

indicando un posible aumento en la expresión de macrófagos y microglía respectivamente (Fig. 

42 A y B). A su vez, en ambas subpoblaciones celulares, el grupo lesionado presentó una mayor 

ratio iNOS / Arg-1 (Fig. 42 C y D), proceso generalmente atribuido a un fenotipo proinflamatorio 

(M1).  Por lo tanto, la HIV aumentó el reclutamiento e infiltrado de células del sistema inmune, 

ambas con un fenotipo de carácter proinflamatorio. Por otro lado, en contra de lo descrito 

habitualmente, también se observó que los niveles de hemorragia a corto plazo no 

correlacionaban con los niveles de expresión de la población CD45low (Fig. 42 E) ni CD45 high (Fig. 

42 F), sugiriendo que aquellos sujetos con escaso volumen de lesión también son susceptibles 

de sufrir activación microglial e infiltración de macrófagos. 
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Figura 41. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE a PND 6. Los animales 
lesionados tienen alterados los niveles de Mfsd2a y MMP9. Los datos representados son la media de cada grupo ± 
SEM con respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de Welch cuando 
las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + 
VEH)  (N=8-10) 
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Figura 42. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b+ / CD45+ a PND 6. En nuestro modelo animal se produce un 
aumento del número de células con marcaje CD11b+ / CD45+. (A) Pictograma que representa el número de células CD11b+ / 
CD45+ del grupo SHAM y HIV (B) Niveles de expresión de células con marcaje CD11b+ / CD45 low y Cd45 high entre ambos grupos 
(C) Pictograma representativo del número de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en la población CD45 High & Low 
en ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ / CD45 High & Low. (E) Relación entre el % de lesión PND 6 con CD45low 
(F) Relación entre el % de lesión PND 6 con CD45high. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto 
a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante el test Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* 
respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribución normal, por lo que se 
realizó una correlación de Pearson. (N=6-12) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

Como se ha descrito anteriormente, el reclutamiento e infiltración de microglía y macrófagos 

con un fenotipo M1 induce una serie de eventos fisiopatológicos que participan en el daño del 

SNC. Particularmente, la neuroinflamación producida por la activación de la vía de TLR-4 ha 

demostrado ser responsable de parte del daño producido en patologías similares.  Como se 

observa en la Figura 43, el grupo HIV presentó a corto plazo un aumento de los niveles de 

expresión de este receptor. A su vez, también observamos como la lesión produjo un aumento 

en la expresión del factor nuclear NfK-B, y de los mediadores de daño Cox-2 y TNF-α, sugiriendo 

que en nuestro modelo animal se induce un estado proinflamatorio exacerbado posiblemente 

implicado en el daño neurológico. 

Dado que una de las hipótesis que nos planteamos en esta Tesis doctoral fue que la inflamación, 

independientemente del sangrado, era capaz de producir alteraciones neuroconductuales y 

en la integridad y funcionalidad de la BHE, llevamos a cabo estudios correlacionales que nos 

permitiesen confirmar este supuesto. En primer lugar, y basándonos en los estudios de CF, 

quisimos evaluar si efectivamente existía una relación entre el volumen de daño y los niveles de 

mediadores proinflamatorios a largo plazo. No existió ninguna correlación entre el porcentaje 

de lesión a PND 45 y los niveles de expresión de TLR-4, TNF-α y Nfk-B (Fig. 44 A-C), confirmando 

de nuevo la independencia entre el volumen de sangrado y el daño secundario. También existía 
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Figura 43. Análisis mediante WB de los niveles de expresión de marcadores proinflamatorios a PND 6. Los animales 
lesionados presentan un aumento de los marcadores proinflamatorios.  Los datos representados son la media de cada 
grupo ± SEM con respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de Welch 
cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales 
SHM + VEH) (N=8-10) 
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una correlación directa entre los niveles de TLR-4 y TNF-α y los resultados obtenidos en la prueba 

del CRT (Fig. 44 D y E), indicando que a medida que aumentaban los niveles de estos marcadores 

los animales presentaban una menor preferencia por la pata contralateral. Del mismo modo, 

también correlacionó (en este caso de manera inversa) los niveles de expresión de Nfk-B y la 

preferencia por el objeto nuevo en la prueba del NOR (Fig. 44 F). En conjunto, estos datos 

sugieren que tanto el déficit motor como el cognitivo se relacionaba con un aumento en los 

niveles inflamatorios.  
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Figura 44. Relación entre la inflamación y el daño a nivel funcional y en la BHE. Independientemente del grado de 
lesión, la inflamación está directamente implicada en el déficit neuroconductual y en el daño de la BHE. (A-C) Relación 
entre el porcentaje de lesión a PND 45 y los niveles de expresión de TLR4, TNFα y NfkB respectivamente. (D y E) 
Relación entre prueba del CRT y los niveles de expresión de TLR4, TNFα (F) Relación entre la prueba del NOR y los 
niveles de expresión de NfkB. (G y H) Relación entre los niveles de expresión de TNFα y MMP9 y Mfsd2a 
respectivamente a PND 6. Los datos no siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de 
Spearman. * p< 0.05; ** p < 0.01 (N=10-20) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

Por último, dado que se ha observado la presencia de inflamación y daño de la BHE en estadios 

muy tempranos de la enfermedad, evaluamos si ambos eventos fisiopatológicos estaban 

relacionados a corto plazo en nuestro modelo. Como se indica en esta misma figura, existía una 

relación directamente proporcional entre los niveles de expresión de la CK TNF-α y MMP-9 (Fig. 

44 G), indicando así la interacción presente entre la inflamación y el daño en BHE. A su vez, los 

niveles de este mismo marcador proinflamatorio y los del receptor Mfsd2a correlacionaban 

inversamente, de forma que a medida que aumentó la expresión de esta CK, los niveles de 

expresión de este descendieron (Fig. 44 H). Esto confirmó la relación existente entre la 

inflamación y la disfuncionalidad de la BHE. Por lo tanto, a corto plazo el aumento de la 

inflamación (independientemente del grado de lesión) influyó sobre el pronóstico del animal y 

la integridad de la BHE. 

Como se ha descrito en apartados anteriores, la HIV es una patología multifactorial cuyo daño 

no se debe exclusivamente a la inflamación, sino que otros eventos fisiopatológicos 

desencadenados tras la lesión pueden potenciar el daño ya presente. En este sentido, evaluamos 

mediante H+ MRS la posible alteración de los niveles de ciertos metabolitos presentes en la 

corteza somatosensorial (Fig. 45 A). En el grupo HIV se produjo un aumento de los niveles de 

Glutamato (Fig. 45 B), Lactato (Fig. 45 C) y Mioinositol (Fig. 45 D), marcadores de excitotoxicidad, 

daño tisular y disfunción astrocitaria respectivamente. De la misma forma, también se observó 

como estos mismos animales presentaron un mayor porcentaje de proteínas oxidadas (Fig. 45 

E y F). Por lo tanto, de forma adicional a la inflamación, a corto plazo existen otros eventos 

fisiopatológicos que podrían estar contribuyendo al daño producido por la HIV. 

En resumen, la inyección de Colagenasa de Chlostridium indujo la alteración de la BHE y el 

desencadenamiento de los eventos fisiopatológicos descritos previamente. No obstante, dada 

la relevancia de estos fenómenos, decidimos llevar a cabo su estudio a lo largo del tiempo con 

el objetivo de conocer de forma más precisa el transcurso de la fisiopatología en esta 

enfermedad. 
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Fisiopatología evaluada a medio plazo (PND 14) 

Al igual que en el punto temporal anterior, decidimos continuar los estudios de RM para 

comprobar si la alteración de la BHE se mantenía. Tal y como se muestra en la Figura 46, los 

animales lesionados presentaron una menor área hiperintensa comparado con el apartado 

anterior, lo que se tradujo en una menor extravasación del Gd e hiperpermeabilidad. A su vez, 

se observó que en los casos leves esta afectación se localizaba en la zona cortical, mientras que 

en los casos graves se producía a nivel talámico. Por contra, en los sujetos controles no se 

producía ningún tipo de alteración.  
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Figura 45. Niveles de Glutamato, Lactato, Mioinositol y oxidación proteica a PND 6. En nuestro modelo animal se 
produce un aumento en los niveles de los metabolitos analizados por H+MRS y de la oxidación proteica analizada 
mediante el kit Oxyblot. (A) Representación de los metabolitos localizados en el espectro (B) Niveles de Glutamato 
(Ratio Glut / NAA) (C) Niveles de Lactato (Ratio Lac / NAA). (D) Niveles de Mioinositol (Ratio Mio / Cre). (E) Imagen 
representativa del oxyblot. (F) Análisis de la oxidación proteica de muestras cerebrales respecto la proteína total. Los 
datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis 
estadístico mediante Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=6-10) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

Nuevamente, decidimos complementar el análisis de la BHE midiendo los niveles de expresión 

de las proteínas Mfsd2a y MMP-9, dos de los marcadores que anteriormente resultaron 

alterados en presencia de la hemorragia. El grupo HIV presentó a medio plazo un aumento en 

los niveles de MMP-9 y un descenso en el porcentaje de expresión del receptor Mfsd2a, 

sugiriendo que el daño y disfuncionalidad de la BHE se mantenía también a medio plazo en 

nuestro modelo. Por otro lado, no se encontraron diferencias en los niveles de expresión de las 

UEs claudina-5 y ocludina (Fig. 47). 
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Figura 46. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a PND 14. A 
medio plazo se produce una acumulación de Gd en los HIV leves y severos, siendo diferente su localización en función 
de la severidad de la lesión. Las flechas indican la localización exacta en la que se sigue produciendo a PND 14 la 
extravasación y acumulación de Gd en el grupo HIV. Gd T0 : imagen pre-contraste; T1 : imagen 5´post-contraste; T2 : 
imagen a 30´post-contraste; t3: imagen a 60´post-contraste. (N=5-10) 
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Al igual que ocurría en el punto temporal anterior, la alteración de la BHE en los animales 

lesionados se tradujo en un mayor porcentaje de células CD11b+ que expresaban los marcadores 

CD45low y CD45high (Fig. 48 A y B). A su vez, de nuevo en estos animales el ratio iNOS / Arg-1 fue 

mayor en ambas poblaciones (Fig. 48 C y D) en comparación con el grupo SHAM. Esto sugiere 

que, a medio plazo, en consonancia con los resultados observados en los análisis de RM y BQ, 

sigue existiendo un reclutamiento de macrófagos y microglía ambos con fenotipo M1 o 

proinflamatorio, que podrían estar involucrados en el daño cerebral. 
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Figura 47. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE a PND 14. En los 
animales lesionados hay un aumento de MMP9 y Mfsd2a. Los datos representados son la media de cada grupo ± 
SEM con respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de Welch 
cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=8-10) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 
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Figura 48. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b+ / CD45+ a PND 14. En nuestro modelo animal se produce 
un aumento del número de células con marcaje CD11b+ / CD45+. (A) Pictograma que representa el número de células 
CD11b+ / CD45+ del grupo control y HIV (B) Niveles de expresión de células CD11b+ con marcaje CD45 low y Cd45 high 
entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del número de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en 
la población CD45 High & Low en ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ y CD45 High & Low. Los datos 
representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico 
mediante Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=8-10) 
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Asimismo, la alteración de la BHE y el reclutamiento de células inmunes con fenotipo M1 se 

tradujo a medio plazo en un aumento de la expresión proteica del receptor TLR-4 y del factor 

NFk-B en el grupo lesionado. Por el contrario, los niveles de expresión de la CK proinflamatoria 

TNF-α en este punto temporal no estaban incrementados (Fig. 49).  

En conclusión, los resultados observados a medio plazo nos indican que, a pesar de seguir 

manteniéndose parte de los procesos fisiopatológicos, a lo largo del tiempo estos comienzan a 

atenuarse. Por ello, decidimos concluir el estudio de la fisiopatología evaluando los niveles de 

los diferentes marcadores de daño también a largo plazo. 
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Figura 49 Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a PND 14. En los animales 
lesionados hay un aumento de los marcadores proinflamatorios. Los datos representados son la media de cada 
grupo ± SEM con respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de 
Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH) 
(N=8-10) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

Fisiopatología evaluada a largo plazo (PND 45) 

En la Fig. 50, los estudios de RM indicaron que, a largo plazo, independientemente del daño, 

desaparecía la hiperdensidad producida por la extravasación y acumulación de Gd. Este 

resultado confirma la tendencia observada en puntos anteriores, donde la afectación de la BHE 

se atenuaba en el tiempo. 

De manera complementaria, de nuevo evaluamos los niveles de expresión de marcadores de 

daño y permeabilidad de la BHE. A pesar de encontrar unos niveles de MMP-9 elevados, los 

animales HIV no presentaron diferencias significativas con el grupo control en el resto de los 

marcadores, lo que confirma los resultados obtenidos a nivel macroscópico (Fig. 51).  
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Figura 50. Imagen representativa de la posible extravasación de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a PND 45. 

A largo plazo ya no se produce una acumulación de Gd en los animales lesionados. Gd T0 : imagen pre-contraste; T1 : 

imagen 5´post-contraste; T2 : imagen a 30´post-contraste; T3: imagen a 60´post-contraste. (N=5-10) 
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A su vez, no se produjo ningún tipo de alteración en los niveles de MMP-9 a lo largo del tiempo, 

y esta siguió incrementada a largo plazo (Fig. 52 A). Sin embargo, los niveles del receptor Mfsd2a 

aumentaron a largo plazo en los animales HIV (Fig. 52 B). En este sentido, la recuperación de la 

BHE se relacionó, al menos en parte, a un aumento de la expresión del receptor Mfsd2a. 
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Figura 51. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE a PND 45. Los 
animales HIV presentan un aumento de MMP9. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con 
respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección de Welch cuando las 
varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=8-10) 
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Figura 52. Evolución de los niveles de MMP9 y Mfsd2a a lo largo del tiempo. En nuestro modelo animal los niveles 
de MMP9 se mantienen, pero los del receptor Mfsd2a varían a largo plazo. (A) Niveles de expresión de MMP9 
respecto de la proteína control β-actina. (B) Niveles de expresión de Mfsd2a respecto de la proteína β-actina. Los 
datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo un ANOVA de 2 
vías seguido de un post-test de Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05; 
** p < 0.01 (* respecto a los animales HIV + VEH PND 6; $ respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=8-16) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

Por todo ello, decidimos analizar si la mejora en la BHE se tradujo en un menor reclutamiento 

de las células del sistema inmune. En consonancia con los resultados anteriores, a largo plazo 

no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en los niveles de la población 

CD11b+ / CD45low (Fig. 53 A) y CD11b+ / CD45 high (Fig. 53 B). Los animales que sufrieron 

hemorragia seguían presentando un mayor ratio de iNOS / Arg-1, tanto en la población “low” 

(Fig. 53 C) como en la “high” (Fig. 53 D). Por tanto, a pesar de reducirse el reclutamiento de 

microglía y macrófagos a largo plazo, estos seguían presentando un fenotipo proinflamatorio. 
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Figura 53. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b+ / CD45+ a PND 45. En nuestro modelo animal no 
existen diferencias en el número de células con marcaje CD11b+ / CD45+. (A) Pictograma que representa el número 
de células CD11b+ / Cd45+ del grupo SHAM y HIV (B) Niveles de expresión de células CD11b+ con marcaje CD45 low 
y CD45 high entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del número de células que presentan el marcador 
iNOS o Arg-1 en la población CD45 High & Low en ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ y CD45 High 

& Low. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el 
análisis estadístico Mann-Whitney. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=5) 
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No obstante, al igual que hicimos en los análisis de la BHE, decidimos evaluar si las diferencias 

en la expresión a nivel temporal por parte de las poblaciones de microglía y macrófagos en los 

HIV eran significativas. Los niveles de la población CD11b+ / CD45low se mantuvieron elevados 

hasta medio plazo, momento a partir del cual se redujeron de forma significativa (Fig. 54 A). Sin 

embargo, en el caso de la población CD11b+ / CD45high, esta diferencia se produce a partir de 

PND 14 (Fig. 54 B), de forma que la reducción en los niveles de infiltración de macrófagos es más 

temprana que en la microglía. Por último, observamos también como en ambas poblaciones, el 

ratio iNOS / Arg-1 también se redujo a partir del día 14 después de la lesión (Fig. 54 C y D), 

indicando un descenso de la gravedad del daño a lo largo de los días.   
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Figura 54. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b+ / CD45+ a lo largo del tiempo. En nuestro modelo animal se 
produce una alteración en los niveles de expresión de ambas poblaciones y de su fenotipo a lo largo del tiempo. (A) Niveles de 
expresión de células con marcaje CD11b+/ CD45 low. (B) Niveles de expresión de células con marcaje CD11b+ y CD45 high (C) 
Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ y Cd45 Low (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ y CD45 High. Los datos representados 
son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo un ANOVA de 2 vías seguido de un post-test 
de Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales 
HIV + VEH PND 6; $ respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=5-10) 
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Resultados: Validación de un modelo de HIV 

A pesar de observarse un descenso en la severidad del daño a largo plazo, dado que los niveles 

del ratio iNOS / Arg-1 aún estaban elevados en los animales HIV, decidimos evaluar si esto seguía 

promoviendo un estado proinflamatorio. A PND 45 los animales lesionados siguieron 

presentando una activación de los mediadores inflamatorios TLR-4, NfK-B y Cox-2; no obstante, 

los niveles de expresión de la CK TNF-α fueron iguales en ambos grupos (Fig. 55). 

La comparación de los niveles de expresión de estos marcadores a lo largo del tiempo nos indicó 

que, a pesar de no encontrarse ninguna diferencia en la expresión de TLR-4 ni Nfk-B (Fig. 56 A y 

B), la CK proinflamatoria TNF-α demostró ser dependiente del tiempo en el da o hemorrágico, 

ya que se observó como a medio y largo plazo los niveles de expresión eran menores que a PND 

6 (Fig. 56 C). 
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Figura 55. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a PND 45. Los animales HIV 
presentan un aumento de los niveles de marcadores proinflamatorios. Los datos representados son la media de 
cada grupo ± SEM con respecto a los controles. El análisis de datos utilizado es una t de Student con la corrección 
de Welch cuando las varianzas son significativamente diferentes. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales 
SHM + VEH) (N=6-18) 
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En conclusión, los resultados del Diseño experimental 1 permiten demostrar que la inyección 

paraventricular de 0,2 U de Colagenasa de Chlostridium provocó una hemorragia de tamaño 

variable y constante que, de manera secundaria, indujo la alteración de la BHE y de diversos 

eventos fisiopatológicos descritos en esta enfermedad. Por otro lado, se observó cómo 

independientemente del volumen de la lesión, este daño se atenuó a lo largo del tiempo, lo que, 

a pesar de todo, no exime al individuo de sufrir alteraciones funcionales y neuroanatómicas a 

largo plazo.  
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Figura 56. Evolución de los niveles de expresión de TLR-4, Nfk-B y TNF-α a lo largo del tiempo. En nuestro modelo 
animal se detectó un descenso en la expresión de TNF-α a partir de PND 14. (A) Niveles de expresión de TLR-4 
respecto de la proteína control β-actina. (B) Niveles de expresión de Nfk-B respecto de la proteína control (C) Niveles 
de expresión de TNFα respecto de la proteína control. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM 
con respecto a los controles. Se llevó a cabo un ANOVA de 2 vías seguido de un post-test de Bonferroni entre los 
distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales HIV + VEH PND 
6; $ respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=8-16) 
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Efecto terapéutico del CBD 

Una vez desarrollado un modelo animal que reproduce de manera eficaz la fisiopatología y 

secuelas de la HIV, iniciamos la búsqueda de una terapia que pudiese prevenir el desarrollo de 

la PC. Para ello, este diseño experimental se dividió en tres subapartados diferentes en los que 

se valoró el posible efecto neuroprotector del CBD administrado postlesionamente y 

prenatalmente de forma única o combinada. 

Tratamiento postnatal con CBD 

Para evaluar el efecto terapéutico del CBD administrado postlesionalmente, en primer lugar, 

analizamos su eficacia tras ser administrado 6 horas después del daño, ya que en la clínica el 

diagnóstico nunca suele ser inmediato. 

Efecto neuroprotector del CBD administrados 6 horas después de la hemorragia 

Al igual que en el Diseño experimental anterior, inicialmente evaluamos la ganancia de peso de 

los animales tratados en comparación con los otros grupos. Como se indica en la Fig. 57, el 

tratamiento con CBD evitó la pérdida de peso a largo plazo presente en los animales HIV tratados 

con vehículo, a pesar de presentar un peso inicial (PND 1) similar.  
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Figura 57. Efecto del CBD sobre el peso. El tratamiento con CBD a las 6 horas después del daño previene de forma total 
la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos representados son la media 
de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante ANOVA de una vía 
seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ 
respecto a los animales HIV + VEH) (N=30) 
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En cuanto al efecto producido sobre el volumen de sangrado, la administración postlesional de 

CBD a las 6 horas redujo el volumen de la lesión a corto (Fig. 58 A) y a largo plazo (Fig. 58 B). Por 

otro lado, aunque en los estudios que realizamos para evaluar el progreso de la lesión no hubo 

correlación entre el volumen a corto y largo plazo (Fig. 58 C), las diferencias con el grupo HIV + 

VEH no fueron estadísticamente significativas (Fig. 58 D). Por lo tanto, aunque el tratamiento 

postlesional con CBD a las 6 h después del daño redujo el volumen de daño, su mantenimiento 

a lo largo del tiempo no es significativamente diferente al de los animales tratados con vehículo. 
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Figura 58. Efecto del CBD administrado 6 horas después del daño sobre el volumen de lesión. El tratamiento con CBD 
a las 6 horas reduce el volumen de daño a corto y largo plazo (A) Porcentaje de lesión a PND 6 (B) Porcentaje de lesión 
a PND 45. (C) Correlación entre el porcentaje de lesión a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 1X. (D) Porcentaje 
de lesión a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM. Se llevó a cabo 
el análisis estadístico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 ($ respecto a los animales HIV + 
VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de Spearman.  (N=8-
12) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

Como se indica en la Fig. 59, cuando los animales con HIV fueron tratados postlesionalmente 

con CBD, en la prueba de la Geotaxia invertida los resultados fueron similares al grupo control 

(Fig. 59 A); sin embargo, como tampoco hubo diferencias con los animales HIV + VEH, la mejora 

en esta prueba fue solo parcial. No obstante, en las pruebas del Grip y Grasp (Fig. 59 B y C), los 

animales tratados con CBD presentaron una puntuación similar a los controles y mayor que el 

grupo lesionado tratado con vehículo. En este sentido, el tratamiento postlesional en una única 

dosis evitó parcialmente las secuelas del modelo presentes a medio plazo. Así mismo, a largo 

plazo a pesar de que el grupo tratado no logró reducir las diferencias observadas respecto de 

los controles en la prueba del CRT (Fig. 59 D), si se produjo diferencias en el resto de test 

realizados. En este sentido, los animales tratados presentaban un tiempo en cruzar la barra de 

1 m inferior que el grupo HIV + VEH, pero también superior al grupo control (Fig. 59 E); sin 

embargo, las diferencias entre el grupo SHAM y el grupo CBD desaparecía cuando se evaluó el 

porcentaje de caídas en esta misma prueba (Fig. 59 F). Asimismo, en la prueba del NOR, los 

animales HIV tratados con CBD presentaron una mayor preferencia por el objeto nuevo que los 

animales lesionados sin tratar (Fig. 59 G). En conjunto, estos datos indican que el tratamiento 

postlesional con CBD redujo, al menos parcialmente, las secuelas motoras y cognitivas presentes 

a largo plazo en nuestro modelo. 
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Figura 59. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El tratamiento 
con CBD a las 6h previene parcialmente el déficit neuroconductual a medio y largo plazo. (A) Segundos necesarios para 

que el animal gire 180° en una plataforma con una pendiente de 45°. (B) Suma de la puntuación del reflejo de Grip en 

todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Todos los 
resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la pata ipsilateral. (E y F) 
Tiempo y porcentaje de caídas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por 
el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM. Se llevó a cabo el análisis estadístico 
mediante ANOVA de una vía seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los 
animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=25) 
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Dado que parte del efecto terapéutico del CBD sobre el daño cerebral se debe a sus propiedades 

antiinflamatorias, y en nuestro modelo existe un ambiente inflamatorio exacerbado, decidimos 

evaluar hasta qué punto el CBD logró reducir este evento fisiopatológico a largo plazo. Al igual 

que en otros modelos animales de PCI, el tratamiento postlesional con CBD en una única dosis 

redujo los niveles de expresión del receptor TLR-4, incrementados como consecuencia de la 

lesión. No obstante, este efecto fue menos potente cuando analizamos los niveles de expresión 

de Nfk-B y Cox-2, ya que se perdieron las diferencias significativas con los grupos control y 

HIV+VEH (Fig. 60). Estos resultados sugieren que los efectos protectores del CBD en nuestro 

modelo animal se debieron, al menos parcialmente, a su efecto antiinflamatorio. 

Aunque anteriormente relacionamos los déficits neuroconductuales con el daño en la SB a largo 

plazo, en contra de lo esperado, el tratamiento con CBD no consiguió evitar el descenso de la 

inmunorreactividad de MBP en el CC tras la HIV (Fig. 61 A), ni la pérdida de área de esta 

estructura (Fig. 61 B), ya que no hubo diferencias con el grupo HIV + VEH pero sí con los animales 

controles. En el caso de la pérdida de volumen del HI, el CBD solamente consiguió reducirla 

parcialmente (Fig. 61 C). Curiosamente, los estudios correlacionales demostraron que la 

afectación del CC era independiente del volumen de lesión (Fig. 61 D y E), resaltando la 

relevancia de otros elementos más allá que el volumen de sangrado.  
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Figura 60. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El CBD administrado 
a las 6h previene parcialmente la inflamación. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con 
respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; 
** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=5-12) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En definitiva, a pesar de que el CBD administrado 6 h después de la HIV fue capaz de evitar 

parcialmente el déficit conductual y la neuroinflamación, no ejerció ningún efecto sobre el daño 
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Figura 61. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el tratamiento de CBD a 
las 6h. El tratamiento con CBD a las 6h no previene el daño en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los niveles de intensidad 
de señal MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC. Escala: 50µm. (B) Área del CC. (C) Ratio entre el área del 
hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlación entre el área del CC y el volumen de la lesión a PND 6. 
(E) Correlación entre el área del CC y el volumen de la lesión a PND 45. Los datos representados son la media de cada 
grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de 
Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los 
datos siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de Pearson (N=8). 
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de la SB evaluada a largo plazo. Por ello, fue necesario evaluar cuando es necesario iniciar el 

tratamiento para aumentar su potencial terapéutico. 

Ventana terapéutica del CBD 

La PCOH es una enfermedad cuya incidencia es mayor en países subdesarrollados, en los que el 

diagnóstico e inicio del tratamiento pueden llegar a ser en algunos casos demasiado tarde. Por 

otro lado, el CBD es un fármaco que ha conseguido obtener efectos neuroprotectores 18 h 

después del daño229. En este sentido, se comparó el efecto del CBD administrado a las 18, 24 y 

48 h con el grupo que inició su tratamiento 6 h después, con el objetivo de identificar el 

momento óptimo en el que se debería tratar a los individuos o su ventana terapéutica. 

Para ello, primero se evaluó el efecto del CBD administrado en diferentes puntos temporales 

sobre el volumen de daño a corto y largo plazo. Cabe destacar que como consecuencia de la 

ausencia de efecto en esta y en el resto de las pruebas, los datos del grupo CBD que inició su 

tratamiento a las 48 h no se incluyeron. En cuanto al resto de grupos, observamos cómo el grupo 

tratado a las 6 h fue el único capaz de reducir el volumen de HIV respecto al grupo tratado con 

VEH tanto a corto y largo plazo (Fig. 62 A y B). Sin embargo, independientemente del momento 

en el que se iniciara el tratamiento, el CBD fue capaz de evitar el mantenimiento del daño a lo 

largo del tiempo (Fig. 62 C-E).   
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En los estudios neuroconductuales observamos cómo en el test de la Geotaxia Invertida, solo el 

grupo que recibió la administración de CBD a las 6 horas presentó un tiempo de rotación menor 

que el grupo lesionado sin tratamiento (Fig. 63 A). Por otro lado, en la prueba de Grip se observó 

como el tratamiento con este fitocannabinoide, independientemente del momento de 

administración, condujo a una puntuación igual a la de los controles y superior que el grupo HIV 

+ VEH (Fig. 63 B). Por el contrario, estos mismos grupos solo lograron evitar parcialmente la 

alteración motora en la prueba del Grasp, ya que no mostraron diferencias con ninguno de los 

grupos tratados con VEH (Fig. 63 C).  

De manera adicional, a largo plazo, en la prueba del CRT, solo los animales tratados a las 6 h 

presentaban una mayor tasa de contactos realizados con la pata contralateral en comparación 

con el grupo VEH, mientras que el resto de los grupos tratados no presentaron diferencias entre 

ellos ni con los animales tratados con VEH (Fig. 63 D). Asimismo, todos los grupos con 
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Figura 62. Efecto del CBD administrado a las 6, 18 y 24 horas después del daño sobre la lesión. El tratamiento con CBD 
a las 6 horas fue la única dosis capaz de reducir el volumen de daño tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje de 
lesión a PND 6. (B) Porcentaje de lesión a PND 45. (C) Correlación entre el porcentaje de lesión a corto y a largo plazo en 
el grupo HIV+CBD 6h. (D) Correlación entre el porcentaje de lesión a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 18h. (E) 
Correlación entre el porcentaje de lesión a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 24h.  Los datos representados son 
la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un 
post-test de Dunn. * p < 0.05 ($ respecto a los animales HIV + VEH; # respecto a los animales HIV + CBD 6h). En la Fig. C-
E, los datos no siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de Spearman.  (N=8-12) 
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tratamiento mejoraron parcialmente la puntuación obtenida en la prueba de BW tanto en la 

latencia como en el porcentaje de caídas (Fig. 63 E y F). Finalmente, en la prueba del NOR los 

grupos tratados a las 6 y 18 h presentaron una preferencia por el objeto nuevo similar a los 

controles y mayor que el grupo HIV sin tratar, mientras que en el grupo restante la mejora fue 

solamente parcial (Fig. 63 G).  

Finalmente, se evaluó si esta mejora funcional era consecuencia de un efecto neuroprotector 

sobre el daño de la SB. Ninguno de los tratamientos evitó la pérdida de área del CC, ya que todos 

los grupos HIV mostraron diferencias con el grupo SHAM (Fig. 64 A). Por otro lado, a pesar de 

que en todos los grupos tratados desaparecían las diferencias con los controles en la pérdida de 

área del hemisferio ipsilateral (HI), no alcanzaron diferencias con el grupo lesionado tratado con 

vehículo (Fig. 64 B). En este sentido, en contra de los resultados obtenidos en el volumen de 

daño y en la funcionalidad neurocognitiva donde había una mejora parcial, el CBD, 

independientemente del momento en el que se administra, no evita el daño en la SB.  
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Figura 63. Puntuación de las pruebas neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El 
CBD independientemente de su momento de admnistración ejerce una mejora parcial a nivel neuroconductual. (A) 

Segundos necesarios para que el animal gire 180° en una plataforma con una pendiente de 45°. (B) Suma de la 

puntuación del reflejo de Grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal 
sobre una superficie plana. Todos los resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. 
(D) Preferencia por la pata ipsilateral. (E y F) Tiempo y porcentaje de caídas. Los resultados de la barra es el tanto 
por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada 
grupo ± SEM. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=10-15) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

 

En conclusión, aunque el tratamiento con CBD a las 6 h después del daño ejerce un efecto 

neuroprotector más potente que en el resto de los tratamientos, su eficacia puede ser 

significativa hasta 24 h después. Asimismo, se ha observado que en nuestro modelo animal la 

administración de CBD a las 6 h es el punto óptimo en el que iniciar el tratamiento. No obstante, 

dado que se ha demostrado que el daño se mantiene a lo largo del tiempo, una única dosis de 

CBD parece ser insuficiente. Por ello, el siguiente objetivo que propusimos fue evaluar si la 

administración múltiple de CBD a las 6, 24 y 48 h mejoraba los resultados vistos previamente. 
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Figura 64. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el tratamiento con 
CBD. El tratamiento con CBD no previene el daño en la SB a largo plazo. (A) Área del CC. (B) Ratio entre el área del 
hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con 
respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; 
** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH) (N=10-15) 
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Efecto neuroprotector del CBD administrados en múltiples dosis 

Al igual que en los puntos anteriores, realizamos una comparación del peso inicial así como la 

ganancia de este entre los diferentes grupos experimentales. A pesar de no encontrarse 

diferencias en el peso inicial (Fig. 65 A), la diferencia en la ganancia de peso entre el grupo SHAM 

y HIV + VEH desaparecía por completo cuando recibían el tratamiento múltiple con CBD (Fig. 65 

B). Esto sugiere nuevamente que el tratamiento con CBD podría estar produciendo una mejora 

en el bienestar del animal. 

En cuanto al efecto del CBD sobre la hemorragia per se, la administración múltiple de este 

fármaco redujo el porcentaje de la lesión tanto a corto (Fig. 66 A) como a largo plazo (Fig. 66 B). 

No obstante, los estudios correlacionales indicaron que la administración de CBD en múltiples 

dosis no fue capaz de evitar que la lesión se mantuviese a lo largo del tiempo (Fig. 66 C); este 

dato se confirma nuevamente en la siguiente gráfica, donde no se aprecian diferencias 

significativas entre el HIV + VEH y CBD3X (Fig. 66 D). Por lo tanto, aunque el tratamiento con 

CBD en múltiples dosis redujo el volumen de lesión a corto y largo plazo, fue incapaz de evitar 

la progresión de esta durante la vida del individuo.  
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Figura 65. Efecto del CBD sobre el peso. El tratamiento con CBD en múltiples dosis después del daño previene de 
forma total la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos 
representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis 
estadístico mediante ANOVA de una vía seguido de de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 
0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=30) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En cuanto a los estudios neuroconductuales realizados a medio plazo, al igual que 

anteriormente, los animales tratados presentaron una reducción parcial en el tiempo de la 

prueba de la Geotaxia inversa en comparación con el grupo lesionado tratado con VEH (Fig. 67 

A). En cuanto a las pruebas de Grasp y de Grip, en ambos tests los animales tratados presentaron 

una puntuación mayor que el grupo HIV + VEH y similar a la de los controles (Fig. 67 B y C). Por 

lo tanto, al igual que en el grupo tratado a las 6 h, la administración de CBD durante 3 días 

consecutivos fue capaz de evitar la alteración de los reflejos estudiados a PND 14. En cuanto a 

las pruebas realizadas a PND 45, los animales que recibieron CBD de forma múltiple presentaron 

en la prueba del CRT una preferencia por la pata contralateral mayor que los animales lesionados 
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Figura 66. Efecto del CBD administrado en múltiples dosis sobre la lesión. El tratamiento con CBD en múltiples dosis 
reduce el volumen de lesión tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje de lesión a PND 6 (B) Porcentaje de lesión 
a PND 45. (C) Correlación entre el porcentaje de lesión a corto y a largo plazo en el grupo HIV+CBD 3X. (D) Porcentaje 
de lesión a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM. Se llevó a 
cabo el análisis estadístico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 ($ respecto a los animales 
HIV + VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de Spearman.  
(N=8-12). 
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sin tratar (Fig. 67 D). Un resultado similar se observó al evaluar el tiempo en cruzar la Barra (Fig. 

67 E); no obstante, el tratamiento solo fue capaz de reducir parcialmente el porcentaje de 

caídas, ya que este grupo no presentó diferencias con ninguno de los grupos restantes (Fig. 67 

F). Igualmente, en la prueba del NOR, los animales tratados no presentaron diferencias con el 

resto de los grupos (Fig. 67 G). En conjunto, el tratamiento con CBD, esta vez en múltiples dosis, 

fue capaz de reducir las secuelas producidas por la HIV en nuestro modelo animal. 

En cuanto a su posible potencial antiinflamatorio, se comprobó que el tratamiento de CBD en 

múltiples dosis redujo los niveles de expresión del receptor TLR-4, y del factor NfK-B, ambos 

marcadores clásicos de neuroinflamación. Sin embargo, la mejora sobre los niveles de la enzima 

Cox-2 fue solo parcial, ya que los animales tratados no mostraron diferencias con los grupos 

restantes (Fig. 68). Así, la administración de CBD durante 3 días consecutivos consiguió un mayor 

potencial antiinflamatorio en comparación con los animales tratados en una única dosis. 
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Figura 67. Resultados de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El 
tratamiento con CBD previene el déficit motor a medio y largo plazo. (A) Tiempo (s) necesario para que el animal 

gire 180° en una pendiente inclinada de 45°. (B) Suma de la puntuación del reflejo de Grip en todas las patas del 

animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Los resultados son el 
tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la pata ipsilateral. (E y F) Tiempo 
y porcentaje de caídas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G) Preferencia por 
el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM. Se utilizó el test no paramétrico 
Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales 
SHM + VEH; ($ respecto a los animales HIV + VEH) (N=25) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En cuanto al daño en la SB, en los análisis inmunohistoquímicos los animales con tratamiento 

múltiple presentaban una intensidad de señal de la proteína MBP similar a los controles, pero 

sin alcanzar diferencias con los animales tratados con VEH (Fig. 69 A). En cuanto a los estudios 

macroscópicos, observamos como los animales con tratamiento múltiple presentaban un grosor 

del CC menor que los controles (e igual al de los animales lesionados sin tratar) (Fig. 69 B), 

indicando de nuevo que el tratamiento postlesional de CBD no evitó la hipomielinizacion a largo 

plazo en el CC. Por último, el CBD administrado en múltiples dosis tampoco evitó 

completamente la pérdida de área del HI, ya que, no presenta diferencias ni con los controles ni 

con los animales lesionados tratados con vehículo (Fig. 69 C). Sin embargo, de manera contraria 

a lo observado en el grupo tratado a las 6 h con una sola dosis, los estudios correlacionales 

mostraron una relación entre el volumen de la hemorragia tanto a corto (Fig. 69 D) como a largo 

plazo (Fig. 69 E) y el grosor del CC evaluado a nivel macroscópico. En conjunto, estos resultados 

indican que el tratamiento postlesional con CBD es incapaz de evitar de manera total la 

alteración de la SB a largo plazo. 
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Figura 68. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El CBD administrado 
en múltiples dosis reduce los niveles de marcadores inflamatorios. Los datos representados son la media de cada 
grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de 
Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + 
VEH) (N=8) 
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En conclusión, aunque la administración de CBD en múltiples dosis fue capaz de ejercer un efecto 

neuroprotector más potente que cuando se administró de manera única, ciertos parámetros como 

la prueba del NOR o el daño en la SB no se normalizaron completamente.  
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Figura 69. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el tratamiento con CBD en 
múltiples dosis. El tratamiento con CBD de forma múltiple no previene el daño en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los 
niveles de intensidad de señal MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC. Escala: 50µm. (B) Área del CC. (C) Ratio entre 
el área del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlación entre el área del CC y el volumen de la lesión 
a PND 6. (E) Correlación entre el área del CC y el volumen de la lesión a PND 45. Los datos representados son la media de 
cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de 
Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los 
datos siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de Pearson (& respecto al grupo HIV+CBD 3X) 
(N=10-15). 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

Tratamiento prenatal con CBD 

Debido a que no se encontró un efecto terapéutico totalmente eficaz por parte del CBD cuando 

es administrado postlesionalmente, se planteó la posibilidad de aplicarlo antes del daño, es 

decir, prenatalmente. Debido a la ausencia de estudios previos, en este apartado se evaluó la 

dosis mínima necesaria con la que el CBD atraviesa la barrera placentaria y alcanza el SNC de las 

crías, así como su potencial terapéutico sobre la HIV.  

El CBD administrado prenatalmente es capaz de atravesar la barrera placentaria 

Como se indica en la Tabla 8, en todas las dosis administradas en E21 se encontraron diferentes 

cantidades de CBD tanto en cerebro como en el plasma de los recién nacidos, confirmando así 

la capacidad de este fitocannabinoide para atravesar la barrera placentaria. Además, la 

concentración cerebral de este cannabinoide fue dosis-dependiente. Sin embargo, dado que en 

estudios previos se estableció la concentración comprendida entre 0,03-0,06 ng / kg como 

neuroprotectora 239, escogimos la dosis prenatal de 10 mg / kg como válida para llevar a cabo 

los estudios de neuroprotección del CBD en la HIV.  

La administración prenatal de CBD ejerce un efecto neuroprotector en la PCOH 

Al igual que en puntos anteriores, se evaluó inicialmente si los animales presentaban un peso 

inicial similar a la del resto de grupos. Como se muestra en la Fig. 70 A, la ausencia de diferencias 

en la media de peso inicial de los diferentes animales sugiere que el tratamiento prenatal con 

CBD no produjo ningún efecto sobre el tamaño o desarrollo de las crías al nacer. En cuanto a la 

ganancia de peso, requisito que usamos para valorar la mejora del bienestar animal, observamos 

como el tratamiento prenatal evitó la pérdida de peso observada en el grupo HIV + VEH (Fig. 70 

B).  

Tabla 8. Niveles de CBD (pmol/mg) en tejido cerebral y en sangre de las crías en cada una de 
las dosis administradas prenatalmente. 
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A diferencia de los resultados mostrados en apartados anteriores, esta vez el tratamiento 

prenatal con CBD no redujo el volumen de hemorragia a corto plazo (Fig. 71 A), aunque sí tuvo 

un resultado positivo cuando se analizó a largo plazo (Fig. 71 B). Adicionalmente, observamos 

como estos mismos animales no presentaron ningún tipo de correlación entre los volúmenes de 

lesión a corto y largo plazo (Fig. 71 C); aunque no se apreciaron diferencias respecto al grupo 

vehículo (Fig. 71 D).  
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Figura 70. Efecto del CBD administrado prenatalmente sobre el peso. El tratamiento prenatal con CBD previene de 
forma total la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso (g). Los datos representados 
son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante ANOVA 
de una vía seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM 
+ VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=20) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En cuanto a las pruebas neuroconductuales, observamos como los animales tratados con CBD 

prenatalmente presentaron un menor tiempo en la prueba de la Geotaxia invertida (Fig. 72 A), 

sin embargo, estas diferencias solo fueron parciales. Asimismo, en las pruebas de Grip y Grasp, 

el grupo tratado con CBD presentó resultados similares a los HIV + VEH y menores que los 

controles (Fig. 72 B y C). Por lo tanto, en conjunto, estos datos indican que el CBD administrado 

prenatalmente apenas tiene un efecto sobre la afectación motora a corto plazo. En cuanto a las 

pruebas realizadas a largo plazo, el grupo tratado prenatalmente presentó una mayor 

preferencia por la pata contralateral en la prueba del CRT (Fig. 72 D), y un menor tiempo y 

porcentaje de caídas en la prueba de la Barra (Fig. 72 E y F) en comparación con el grupo HIV + 

VEH. Sin embargo, en la prueba del NOR, el grupo que recibió tratamiento prenatal solo mejoró 

parcialmente la puntuación obtenida por el grupo HIV tratado con vehículo (Fig. 72 G). Por lo 

  

P
 
 
  

P
 
 
  
 

 

 

     E         PRE
       E 
          Pre

Figura 71. Efecto del CBD administrado prenatalmente sobre el porcentaje de lesión. El tratamiento con CBD 
administrado prenatalmente reduce el porcentaje de lesión tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje de lesión 
a PND 6 (B) Porcentaje de lesión a PND 45. (C) Correlación entre el porcentaje de lesión a corto y a largo plazo en el 
grupo HIV+CBD PRE. (D) Porcentaje de lesión a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados son la media 
de cada grupo ± SEM. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 
0.001 ($ respecto a los animales HIV + VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribución normal, por lo que se 
realizó una correlación de Spearman.  (N=8-12). 
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tanto, a pesar de que a largo plazo el tratamiento prenatal evitó el déficit motor, la mejora sobre 

la funcionalidad cognitiva fue parcial.  

De nuevo, para evaluar el potencial antiinflamatorio del CBD, esta vez administrado 

prenatalmente, se analizó por WB los niveles de expresión de varios integrantes de la vía de 

activación de TLR-4. Los animales tratados prenatalmente presentaron unos niveles de 

expresión del receptor TLR-4 y de Cox-2 similares a los controles e inferiores que los animales 

HIV + VEH; sin embargo, aunque los niveles de expresión del factor Nfk-B fueron similares a los 

del control, no se observaron diferencias respecto al grupo lesionado sin tratar (Fig. 73). Por lo 

tanto, el pretratamiento con CBD promovió un ambiente antiinflamatorio que se mantuvo a lo 

largo del tiempo. 
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Figura 72. Resultado de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El 
pretratamiento con CBD previene parcialmente el déficit motor a medio y largo plazo. (A) Segundos necesarios para 

que el animal gire 180° en una plataforma con una pendiente inclinada de 45° (B) Suma de la puntuación del reflejo de 

Grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie plana. Todos 
los resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la pata ipsilateral. 
(E y F) Tiempo y porcentaje de caídas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo control. (G) 
Preferencia por el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM. Se utilizó el test no 
paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los 
animales SHM + VEH; ($ respecto a los animales HIV + VEH) (N=25) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En cuanto al efecto del CBD prenatal sobre el daño en la SB, observamos como los animales 

tratados presentaron una mayor inmunorreactividad de MBP (Fig. 74 A), y una menor pérdida 

del área del CC y del HI (Fig. 74 B y C). Sin embargo, esta prevención fue solamente parcial, ya 

que aunque no se observaron diferencias con los controles, tampoco existían con los HIV + VEH. 

A su vez, no hubo ningún tipo de relación entre el porcentaje de lesión a corto (Fig. 74 D) ni a 

largo (Fig. 74 E) plazo con el área del CC. Por tanto, el tratamiento prenatal con CBD impidió de 

una manera más eficaz que en el tratamiento postlesional, la pérdida de volumen de SB así, 

como la mielinización de diferentes estructuras encargadas de la funcionalidad motora. 
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Figura 73. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El pretratamiento 
con CBD reduce los niveles inflamatorios. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto 
a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=8) 



 

 
148 

En conclusión, la administración de CBD prenatal a 10 mg/kg fue capaz de atravesar la barrera 

placentaria y alcanzar en el cerebro de las crías concentraciones que, al menos parcialmente, pueden 

ser consideradas como neuroprotectoras. A su vez, se demostró que a pesar de no reducir el volumen 

de lesión, la actuación sobre los eventos fisiopatológicos pueden reducir las consecuencias de la 

PCOH, algo que se ha demostrado también cuando los animales fueron tratados postnatalmente con 

el derivado terpenoide VCE-005.1 (Fig. S1-3). 
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Figura 74. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el pretratamiento con CBD. El 
tratamiento prenatal con CBD previene parcialmente el daño en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los niveles de intensidad de 
señal MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC.  Escala: 50µm. (B) Área del CC. (C) Ratio entre el área del hemisferio 
ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlación entre el área del CC y el volumen de la lesión a PND 6. (E) Correlación 
entre el área del CC y el volumen de la lesión a PND 45. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con 
respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribución 
normal, por lo que se realizó una correlación de Pearson (N=8). 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

Administración combinada de CBD pre y postnatalmente 

Tomados en conjunto los resultados obtenidos en el tratamiento de CBD antes y después del 

daño, se decidió combinar ambas formas de tratamiento con el objetivo de actuar lo antes 

posible, y de mantener el efecto protector del CBD durante el mayor tiempo posible. En este 

sentido, se evaluó el efecto del CBD administrado a una madre en periodo gestacional E21, y 

posteriormente tratando a las crías 6, 24 y 48 h después del daño.  

Si nos fijamos en el peso inicial de los animales y la ganancia de este a lo largo del tiempo, 

inicialmente observamos como el grupo tratado presentaba un menor peso que el resto de los 

grupos (Fig. 75 A). No obstante, observamos que al tratar de forma combinada a los animales 

HIV la pérdida de peso se reducía en relación con los animales tratados con VEH (Fig. 75 B).  

En cuanto al efecto sobre el volumen de daño, el grupo tratado presentó un tamaño de la lesión 

menor tanto a corto (Fig. 76 A) como a largo (Fig. 76 B) plazo en comparación con el grupo 

tratado con vehículo. A su vez, en los estudios correlacionales se observó que el daño no 

progresaba a lo largo del tiempo (Fig. 76 C), siendo esta progresión significativamente diferente 

a la del grupo HIV + VEH (Fig. 76 D). Por lo tanto, el tratamiento de CBD combinado no solo 

redujo el volumen de daño, sino que también evitó su progreso a lo largo del tiempo.  
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Figura 75. Efecto del CBD administrado antes y después del daño sobre el peso. El tratamiento pre y postnatal 
con CBD previene de forma total la pérdida de peso presente en el modelo (A) Peso (g). (B) Ganancia de peso 
(g). Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el 
análisis estadístico mediante ANOVA de una vía seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; 
***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=20) 
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En los estudios neuroconductuales, la administración combinada de CBD ejerció un efecto 

neuroprotector tanto a medio como a largo plazo. Es decir, a PND 14 los animales tratados 

presentaron un tiempo similar a los controles y menor que el grupo HIV + VEH en la prueba de 

la Geotaxia Negativa (Fig. 77 A). Similares resultados se obtuvieron en la prueba de Grip (Fig. 

77 B) y del Grasp (Fig. 77 C), donde la puntuación obtenida por los animales tratados con CBD 

era similar a la del grupo SHAM y mayor que el grupo lesionado tratado con vehículo. Del mismo 

modo, a PND 45 el grupo tratado presentó una mejora completa en la prueba del CRT (Fig. 77 

D), así como en la prueba de BW (Fig. 77 E y F). De forma similar, el grupo tratado presentó una 
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Figura 76. Efecto del CBD administrado de forma combinada sobre el porcentaje de lesión. El tratamiento con CBD 
administrado pre y postnatalmente reduce el porcentaje de lesión tanto a corto como a largo plazo (A) Porcentaje 
de lesión a PND 6 (B) Porcentaje de lesión a PND 45. (C) Correlación entre el porcentaje de lesión a corto y a largo 
plazo en el grupo HIV+CBD Pp. (D) Porcentaje de lesión a largo plazo respecto corto plazo. Los datos representados 
son la media de cada grupo ± SEM. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante una t-Student. * p < 0.05; ** p < 
0.01; ***p < 0.001 ($ respecto a los animales HIV + VEH). En la Fig. C, los datos no siguen una distribución normal, 
por lo que se realizó una correlación de Spearman.  (N=8-12). 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

preferencia por el objeto nuevo similar a la de los controles y superior a la del grupo HIV + VEH 

(Fig. 77 G). Por tanto, el tratamiento combinado con CBD antes y después del daño evitó de 

forma total el déficit producido por la HIV tanto a medio como a largo plazo.  

Al igual que en puntos anteriores, se estudió el potencial antiinflamatorio del tratamiento 

combinado con CBD. El grupo tratado presentó a largo plazo unos niveles menores en 

comparación con el grupo lesionado tratado con VEH en los niveles de expresión de todos los 

integrantes analizados de la vía de TLR-4 (Fig. 78), demostrando que el tratamiento con CBD 

antes y después del daño consiguió un mayor potencial antiinflamatorio que en los casos 

anteriores.  
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Figura 77. Resultados de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45). El 
tratamiento combinado de CBD previene el déficit motor y cognitivo de forma total a medio y largo plazo. (A) 

Segundos necesarios para que el animal gire 180° en una pendiente inclinada de 45°. (B) Suma de la puntuación del 

reflejo de Grip en todas las patas del animal. (C) Fuerza ejercida por las patas traseras del animal sobre una superficie 
plana. Todos los resultados son el tanto por 1 de los controles de la cada una de las camadas. (D) Preferencia por la 
pata ipsilateral. (E y F) Tiempo y porcentaje de caídas. Los resultados de la barra es el tanto por 1 respecto al grupo 
control. (G) Preferencia por el objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM. Se utilizó el 
test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto 
a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=25) 
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En cuanto al posible efecto neuroprotector sobre el daño en la SB, observamos como tanto en 

los niveles de intensidad de señal de la proteína MBP (Fig. 79 A), como en el área del CC (Fig. 79 

B) y del HI (Fig. 79 C), el tratamiento combinado consiguió efectos beneficiosos. A su vez, el 

porcentaje de lesión a corto (Fig. 79 D) y largo (Fig. 79 E) plazo no se pudieron relacionar con el 

área del CC. Puede concluirse pues que el tratamiento con CBD antes y después del daño fue la 

única forma de evitar de forma total la alteración de la SB a largo plazo. 
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Figura 78. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo. El tratamiento 
con CBD administrado pre y postnatalmente previene la neuroinflamación a largo plazo. Los datos representados 
son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis 
seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ 
respecto a los animales HIV + VEH). (N=8-12) 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En conclusión, el tratamiento de la HIV con CBD antes y después del daño fue la única forma de 

administración capaz de evitar totalmente las secuelas presentes en nuestro modelo animal. No 

obstante, dado que en el Objetivo 3 se trató de dilucidar en detalle los eventos fisiopatológicos 

por los que el CBD ejercía su efecto protector, se hizo una breve comparación de todos los 

grupos (postnatal, prenatal y combinada) en las pruebas que hemos ido describiendo a lo largo 

de este Diseño experimental. De esta forma, el que presentó mejor resultado fue escogido para 

evaluar en detalle su efecto sobre la fisiopatología de la HIV en ratas neonatas PND 1. 
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Figura 79. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el tratamiento con CBD 
combinado. El tratamiento combinado de CBD previene completamente el daño en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los 
niveles de intensidad de señal MBP en lado ipsilateral vs contralateral del CC. Escala: 50µm. (B) Área del CC. (C) Ratio 
entre el área del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. (D) Correlación entre el área del CC y el volumen de 
la lesión a PND 6. (E) Correlación entre el área del CC y el volumen de la lesión a PND 45. Los datos representados son 
la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de 
un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los 
animales HIV + VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribución normal, por lo que se realizó una 
correlación de Pearson (N=10-12). 
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Comparación entre las distintas formas de tratamiento de CBD en la PCOH 

Como se detalla en la Tabla 9, no se observó ninguna diferencia en el peso inicial entre ninguno 

de los grupos; a su vez, todos los grupos tratados presentaban una ganancia de peso superior a 

la del grupo HIV + VEH y similar a los controles. En cuanto al efecto que ejerce sobre el volumen 

del daño, a corto y largo plazo, todos los grupos CBD a excepción de los animales tratados 

prenatalmente presentaron un volumen de daño menor en comparación con el grupo tratado 

con vehículo. No obstante, si atendemos al efecto que presenta este fármaco en la evolución de 

la lesión, observamos como solo el grupo CBD tratado de forma combinada era distinto al grupo 

HIV + VEH.  

En cuanto a las pruebas neuroconductuales realizadas a medio plazo (PND 14), observamos 

como el grupo CBD administrado pre y postlesionalmente fue el único que presentó un tiempo 

inferior en la prueba de la Geotaxia invertida. De la misma forma, a excepción del grupo tratado 

prenatalmente, todas las formas de tratamiento presentaron una puntuación mayor que los 

animales HIV + VEH en la prueba del Grip y Grasp. En cuanto a las pruebas neuroconductuales 

realizadas a largo plazo, todos los grupos CBD (a excepción de aquel que recibió una única dosis 

postlesionalmente) presentaron una preferencia por la pata contralateral mayor que el grupo 

VEH en la prueba del CRT. Del mismo modo, en la prueba de la Barra los grupos tratados con 

CBD prenatalmente (independientemente de si posteriormente fueron tratados de nuevo o no) 

fueron los únicos capaces de impedir la disfuncionalidad motora.  En cuanto al déficit cognitivo 

evaluado en la prueba del NOR, observamos cómo los animales tratados con una única dosis 

postlesionalmente y los animales tratados de forma combinada presentan una preferencia por 

el objeto nuevo mayor (e igual a los controles) que el grupo HIV + VEH. En resumen, a pesar de 

que todas las formas de tratamiento mostraron una mejora parcial en la funcionalidad motora 

y cognitiva, el tratamiento con CBD combinado fue el único capaz de reducir de forma total esta 

alteración en todas las pruebas.  

En cuanto al análisis del potencial antiinflamatorio del CBD, de nuevo únicamente el 

tratamiento combinado fue el único capaz de reducir los niveles de expresión de todos los 

marcadores proinflamatorios evaluados a largo plazo. Del mismo modo, este mismo grupo fue 

el único capaz de evitar totalmente el daño de la SB y la hipomielinización, ya que fue el único 

grupo capaz de evitar la disminución de los niveles de expresión de la proteína MBP así como la 

pérdida del área del CC presente en el modelo. A su vez, también impidió la reducción del 

volumen del HI, marcador de daño en la SB. 
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Resultados: Efecto terapéutico del CBD 

En resumen, la comparación entre todos los grupos demuestra que todas las formas de 

administración fueron capaces de reducir el volumen sangrado, ejercer un efecto 

antiinflamatorio, reducir el daño en la SB, y en última instancia, evitar el déficit neuroconductual 

tanto a medio como a largo plazo. Sin embargo, el grupo al que se le administró CBD de manera 

combinada fue el único capaz de evitar las consecuencias de la HIV y alcanzar niveles similares 

a los controles en todas las pruebas, por lo que fue el grupo seleccionado para estudiar las 

posibles vías de actuación del CBD sobre la prevención de la PCOH. 

 

 

Prueba 

Tratamiento 

HIV 

CBD 1X 

HIV 

CBD 3X 

HIV 

CBD Pre 

HIV 

CBD Pp 

Peso Peso inicial 

Ganancia de Peso 

- 

$$$ 

- 

$$$ 

- 

$$$ 

- 

$$$ ** 

 

Volumen de lesión 

Volumen lesión PND 6 $$ $$ - $$ 

Volúmen lesión PND 45 $$ $$ - $$ 

Mantenimiento de la lesión - - - $$ 

 

 

Pruebas 
neuroconductuales 

Geotaxia - - - $ 

Grip $$ $ - $$$ 

Grasp - $$ - $$ 

CRT - $$ $ $ 

Tiempo BW @ $$ $$$ $ 

Porcentaje de caídas en BW $ - $$ $ 

NOR $$ - - $ 

Marcadores 
proinflamatorios 

Niveles TLR-4 - - - $ 

Niveles NFk-B - - - $ 

Niveles Cox-2 - - - $ 

Hipomielinización y 
daño en la SB 

Niveles de expresión de 
MBP 

- - - $ 

Área del CC *** @ *** $ $$ ## $$ && 

Pérdida de HI - - - $$$ ## 

Tabla 9. Resumen de la comparación entre los diferentes tratamientos en las pruebas descritas anteriormente. Los datos 
representados son la media de cada grupo ± SEM. Se utilizó no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. 
* p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH; &respecto 
a los animales HIV+CBD+3X; # respecto a los animales HIV+CBD1X; @ respecto a los animales HIV + CBD pre) (N=15). 
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Posibles mecanismos de acción del CBD 

A pesar de que hemos podido determinar el potente efecto antiinflamatorio del CBD a largo 

plazo, desconocemos cómo y cuándo este fármaco actúa en el resto de los eventos 

fisiopatológicos descrito en el modelo. En este sentido, en el Diseño experimental 3 estudiamos 

las diversas formas de actuación en las que está implicado el CBD en nuestro modelo animal de 

PCOH, utilizando el modo de aplicación prenatal más postlesional en 3 dosis. 

Efectos del CBD sobre la fisiopatología a corto plazo 

Anteriormente, se observó por RM como en nuestro modelo animal el sangrado inducido por la 

rotura de los vasos de la MG producía un aumento en la permeabilidad de la BHE, y que este se 

mantenía al menos hasta medio plazo. Como se indica en la Fig. 80, mientras que en el grupo 

sin tratamiento se observó un aumento de la concentración del agente de contraste Gd, los 

animales tratados con CBD, al igual que los controles, carecían de regiones hiperdensas que 

sugiriesen una posible alteración de la BHE a PND 6. 
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Figura 80. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control, HIV + VEH y HIV + 
CBD llevado a cabo a PND 6. El CBD previene la extravasación de Gd. La flecha roja indica el área de 
acumulación de Gd. Gd T0: imagen pre-contraste; T1: imagen 5´post-contraste; T2: imagen a 30´post-
contraste; T3: imagen a 60´post-contraste. (N=8-10) 



 

 
157 

Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

De nuevo, no se observaron diferencias en los niveles de expresión de las UEs claudina-5 ni 

ocludina, ni tampoco de la proteína ICAM-1 entre ninguno de los grupos experimentales. Sin 

embargo, el tratamiento con CBD redujo los niveles de expresión de la metaloproteasa MMP-9 

y aumentó los del receptor Mfsd2a (Fig. 81). Puede concluirse así que parte del efecto protector 

del CBD sobre la BHE podría deberse al descenso en la síntesis de MMP-9 y el aumento de 

expresión del receptor Mfsd2a. 

Del mismo modo, se observó una disminución en los niveles de las células CD11b+ con marcaje 

CD45low y CD45high (Fig. 82 A y B), sugiriendo un menor reclutamiento de microglía y macrófagos 

respectivamente. De la misma forma, en ambas poblaciones se produjo un descenso de la ratio 

iNOS / Arg-1 cuando los animales HIV fueron tratados con CBD (Fig. 82 C y D), presentando un 

fenotipo similar al de los controles. Por lo tanto, a corto plazo el tratamiento con CBD redujo la 

activación y reclutamiento de infiltrados y células del sistema inmune que podrían estar 

asociados con el daño secundario a la HIV.  
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Figura 81. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE a PND 6. El CBD 
previene el daño y la disfuncionalidad de la BHE a corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo 
± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante ANOVA de una vía seguido de un 
post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los 
animales HIV + VEH) (N=8-10) 
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Anteriormente, se describió que los eventos fisiopatológicos producidos durante la HIV en parte 

se debieron al fenotipo M1 de las células del sistema inmune. Dado que el tratamiento con CBD 

cambió el fenotipo de estas, se estudió si este efecto implicó un descenso en la expresión de los 

componentes de la vía de TLR-4 a corto plazo. El tratamiento combinado con este 

fitocannabinoide redujo los niveles de expresión tanto de la proteína TLR-4 como del factor Nfk-
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Figura 82. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b+ / CD45+ a PND 6. En nuestro modelo animal el 
tratamiento con CBD previene el aumento del número de células con marcaje CD11b+ / CD45+. (A) Pictograma que 
representa el número de células CD11b+ / CD45+ del grupo control y HIV (B) Niveles de expresión de células CD11b+ 
con marcaje CD45 low y CD45 high entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del número de células que 
presentan los marcadores iNOS y Arg-1 en la población CD45 High & Low en ambos grupos experimentales (D) Ratio iNOS 
/ Arg-1 de células CD11b+ y marcaje CD45 High & Low. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con 
respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; 
** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=6-12) 
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Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

B. No obstante, sólo ejerció un efecto parcial sobre los niveles de la citoquina TNF-α y de la 

enzima Cox-2 (Fig. 83), ya que no se observaron diferencias con el grupo control pero tampoco 

con el HIV + VEH. Por lo tanto, aunque el tratamiento con CBD sólo redujo parcialmente la 

síntesis de enzimas asociadas con la inflamación, a corto plazo este fitocannabinoide disminuyó 

los niveles de TLR-4 y Nfk-B de manera completa, confirmándose así su potente efecto 

antiinflamatorio en estadios muy tempranos de la enfermedad. 

De forma similar, quisimos evaluar si el tratamiento con CBD era capaz de reducir los niveles de 

otros eventos fisiopatológicos implicados en la patogénesis de la HIV. Los animales tratados 

presentaron valores menores que los grupos HIV + VEH de Glutamato (Fig. 84 A), Lactato (Fig. 

84 B) y de proteínas oxidadas (Fig. 84 D), indicando un descenso de la excitotoxicidad, daño 

tisular y estrés oxidativo respectivamente. A su vez, los efectos del tratamiento sobre los valores 

de Mioinositol fueron sólo parciales (Fig. 84 C). En conjunto, estos resultados indican que a corto 

plazo el CBD modula los principales mecanismos fisiopatológicos implicados en el daño inducido 

por HIV. 
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Figura 83. Análisis por WB de los niveles de expresión de marcadores proinflamatorios a PND 6. El tratamiento con 
CBD previene la neuroinflamación a corto plazo. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con 
respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante ANOVA de una vía seguido de un post-test de 
Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + 
VEH) (N=8-10) 
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En conclusión, el tratamiento combinado de CBD ejerció a un efecto neuroprotector desde 

estadios muy tempranos de la enfermedad, ya que evitó la disfuncionalidad de la BHE así como 

el reclutamiento de infiltrados y células inmunológicas que están implicadas en el inicio de los 

eventos fisiopatológicos de la HIV. Este efecto resultó en la modulación a la baja de los 

principales mecanismos involucrados en el daño cerebral por HIV.  

Efectos del CBD sobre la fisiopatología a medio plazo 

En cuanto al efecto del CBD sobre la fisiopatología a medio plazo, los estudios de RM mostraron 

que el tratamiento con CBD evitó la aparición de focos hiperdensos (presentes en los animales 

HIV + VEH) de forma similar a los controles. Este efecto se observó tanto en los casos leves como 

en los más severos (Fig. 85). Así, los análisis de neuroimagen indicaron que el efecto del CBD 
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Figura 84. Niveles de Glutamato, Lactato, Mioinositol y oxidación proteica a PND 6. El CBD previene el aumento de 
los niveles de los metabolitos analizados por H+MRS y de la oxidación proteica analizada por el kit Oxyblot.  (A) Niveles 
de Glutamato (Ratio Glut / NAA) (B) Niveles de Lactato (Ratio Lac / NAA). (C) Niveles de Mioinositol (Ratio Mio / Cre). 
(D) Análisis de la oxidación proteica de muestras cerebrales respecto la proteína total. Los datos representados son la 
media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante ANOVA de 
una vía seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + 
VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=8-10) 
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Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

sobre la permeabilidad de la BHE se mantuvo al menos hasta 14 días después de la inducción 

hemorragia.   

En los ensayos de WB, de nuevo se observó cómo los niveles de expresión de la metaloproteasa 

MMP-9 se mantuvieron reducidos en los grupos control y HIV + CBD en comparación con los 

animales HIV + VEH (Fig. 86). Del mismo modo, los animales tratados presentaron niveles de 

expresión del receptor Mfsd2a similares a la de los controles y superiores a la de los animales 

lesionados tratados con vehículo (Fig. 86). De esta forma, se confirma de nuevo que el efecto 

protector del CBD podría estar preservando la correcta funcionalidad de la BHE también a medio 

plazo.   
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Figura 85. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV VEH y CBD producido 
a PND 14. A medio plazo, el tratamiento con CBD previno la extravasación de Gd en los casos leves y severos. 
Las flechas indican la localización exacta en la que se sigue produciendo a PND 14 la extravasación de Gd en el 
grupo HIV. Gd T0: imagen pre-contraste; T1: imagen 5´post-contraste; T2: imagen a 30´post-contraste; T3: 
imagen a 60´post-contraste. (N=5-12) 
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Al igual que a PND 6, el tratamiento con CBD evitó a medio plazo el aumento de las poblaciones 

CD11b+ / CD45low & high, siendo estos niveles similares a los controles y menores que los 

observados en el grupo HIV + VEH (Fig. 87 A y B). A su vez, al igual que en estadios más 

tempranos, la ratio iNOS / Arg-1 en los animales tratados siguió siendo menor que en el grupo 

HIV + VEH, y similar al grupo control (Fig. 87 C y D). Por tanto, en consonancia con los estudios 

de RM y WB, se observa que el tratamiento con CBD en este modelo de HIV preservó la 

integridad de la BHE también a medio plazo, reduciendo la microgliosis y la infiltración de 

macrófagos. 

Figura 86. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE a PND 14. En 
nuestro modelo animal, a medio plazo el CBD sigue manteniéndo un efecto neuroprotector sobre la BHE. Los datos 
representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico 
mediante ANOVA de una vía seguido de un post-test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto 
a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=8-10) 
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Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

El descenso en el número de células inmunes con fenotipo M1 en el grupo tratado con CBD 

podría estar implicado en la reducción de los niveles de expresión tanto del receptor TLR-4 como 

de Nfk-B (Fig. 88 A) en comparación con los animales lesionados tratados con vehículo. A su vez, 

los estudios correlacionales llevados a cabo entre ambos elementos indicaron que, al igual que 

en los animales HIV + VEH (Fig. 88 C), en el grupo tratado existía una relación entre ambos 
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Figura 87. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b+ / CD45+ a PND 14. En nuestro modelo animal no existen 
diferencias significativas en el número de células con marcaje CD11b+ / CD45+ a medio plazo entre el grupo tratado con 
CBD y los controles. (A) Pictograma que representa el número de células Cd11b+ / Cd45+ del grupo control y HIV (B) Niveles 
de expresión de células con marcaje CD11b+ / CD45 low y CD45 high entre ambos grupos (C) Pictograma representativo del 
número de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en la población CD45 High & Low en ambos grupos (D) Ratio iNOS 
/ Arg-1 de células CD11b+ / CD45 High & Low. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los 
controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 
0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=4-12) 
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marcadores proinflamatorios (Fig. 88 D), sugiriendo que el descenso de uno podría implicar la 

reducción del otro y viceversa. 

En conclusión, en consonancia con los resultados observados a corto plazo, el tratamiento con 

CBD evitó también a PND 14 la presencia de daño sobre la BHE, así como la inducción de otros 

eventos fisiopatológicos como la neuroinflamación (actuando concretamente sobre la vía de 

TLR-4). Por lo tanto, el CBD administrado antes y después del daño ejerció un efecto 

neuroprotector que se inicia desde estadios muy tempranos de la enfermedad y se mantiene a 

lo largo del tiempo.  
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Figura 88. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a PND 14. En nuestro modelo 
animal a medio plazo el CBD promueve un ambiente antiinflamatorio. (A) Niveles de expresión de TLR-4 y Nfk- B 
respecto de la proteína control β-actina. (B) Correlación entre los niveles de expresión de TLR-4 y Nfk-B en el grupo 
control (C) Correlación entre los niveles de expresión de TLR-4 y Nfk-B en el grupo HIV + VEH. (D) Correlación entre 
los niveles de expresión de TLR-4 y Nfk-B en el grupo HIV + CBD. Los datos representados son la media de cada 
grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test 
de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV 
+ VEH). En los estudios correlacionales los datos siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación 
de Pearson (Niveles TLR-4 vs Niveles Nfk-B) (N=8-10) 
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Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

Efectos del CBD sobre la fisiopatología a largo plazo 

Ya que previamente observamos el potente efecto antiinflamatorio de esta forma de 

tratamiento también a largo plazo, se estudió si este efecto implicaba alguna modificación de la 

integridad y daño de la BHE en este punto temporal. 

Dado que se desconoce el papel del CBD sobre la BHE a largo plazo, inicialmente evaluamos la 

integridad de esta estructura indirectamente mediante estudios de neuroimagen. Como se 

observa en la Fig. 89, no se aprecia ningún área hiperdensa que indique la acumulación o 

extravasación de Gd en ninguno de los grupos experimentales. Estos datos indicaron que, en 

este modelo de HIV, la BHE se encontraba intacta a nivel macroscópico a largo plazo, y que el 

tratamiento con CBD no ejerció ningún efecto sobre ella. 
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Figura 89. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV VEH y CBD llevado a cabo a 
PND 45. A largo plazo ya no se produce una acumulación de Gd en ninguno de los grupos. Gd T0: imagen pre-
contraste; T1: imagen 5´post-contraste; T2: imagen a 30´post-contraste; T3: imagen a 60´post-contraste. (N=5-10) 
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En cuanto a los estudios biomoleculares, observamos cómo los animales tratados con CBD 

presentaban niveles de expresión de la metaloproteasa MMP-9 similares a los controles y 

menores que el grupo HIV + VEH (Fig. 90 A); sin embargo, no se apreciaron diferencias en los 

niveles del receptor Mfsd2a entre ninguno de los grupos (Fig. 90 A). De manera adicional, 

evaluamos el efecto que podría ejercer el CBD en la evolución temporal de los niveles de 

expresión de estos marcadores. En consonancia con los resultados observados en el grupo 

tratado en otras etapas temporales, los niveles de expresión de ambos marcadores no variaron 

a lo largo del tiempo, mientras que los niveles de expresión del receptor Mfsd2a aumentaron a 

largo plazo solo en el grupo lesionado tratado con vehículo (Fig. 90 B y C). 
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Figura 90. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE a PND 45. En 
nuestro modelo animal a largo plazo el CBD sigue manteniendo un efecto neuroprotector sobre BHE. (A) Niveles 
de expresión de MMP-9 y Mfsd2a respecto de la proteína control β-actina. Los datos representados son la media 
de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante el test Kruskal-
Wallis. * p < 0.05 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH). (B) Niveles de 
expresión de MMP9 respecto de la proteína control β-actina. (C) Niveles de expresión de Mfsd2a respecto de la 
proteína control. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó 
a cabo un ANOVA de 2 vías seguido de un post-test de Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada 
mismo grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los animales HIV + VEH PND 6; $ respecto a los animales HIV + 
VEH PND 14) (N=8-10) 
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Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

A pesar de no observarse ningún efecto deletéreo sobre permeabilidad de la BHE tras la 

administración combinada con CBD, quisimos realizar el análisis de los niveles de expresión de 

la población CD11b+ / CD45+ y su fenotipo mediante CF. Al igual que en el Diseño Experimental 

1, en el grupo tratado con CBD tampoco se observaron diferencias en comparación con los 

grupos control y HIV + VEH en los niveles de las poblaciones CD45low y CD45high (Fig. 91 A y B); 

esto confirmó que el tratamiento con este fitocannabinoide no ejerció ningún efecto sobre la 
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Figura 91. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b+ / CD45+ a PND 45. En nuestro modelo animal no existen diferencias 
significativas entre ninguno de los grupos en el número de células con marcaje CD11b+ / CD45+. (A) Pictograma que representa el 
número de células CD11b+ / CD45+ del grupo control y HIV (B) Niveles de expresión de células CD11b+ con marcaje CD45 low y Cd45 
high (C) Pictograma representativo del número de células que presentan el marcador iNOS o Arg-1 en la población CD45 High & Low en 
ambos grupos (D) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ / CD45 High & Low. Los datos representados son la media de cada grupo ± SEM 
con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 
0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=5) 
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permeabilidad de la BHE a largo plazo. No obstante, si atendemos al fenotipo presente en estas 

poblaciones celulares, si se observó como el tratamiento con este fármaco redujo la ratio iNOS 

/ Arg-1 a niveles similares a los controles (Fig. 91 C y D). Por lo tanto, aunque a largo plazo el 

CBD no ejerció ningún efecto sobre las poblaciones de macrófagos y microglía, si preservó el 

fenotipo reparador presente en puntos anteriores. 

Dado que en los animales lesionados los niveles de expresión de macrófagos y microglía, así 

como su fenotipo, variaron a lo largo del tiempo, decidimos investigar su tendencia y relación 

con los marcadores proinflamatorios estudiados también a lo largo del tiempo. Así, a largo plazo 

los animales del grupo tratado con CBD presentaron unos niveles estables en la proporción de 

la población CD45 low & high (Fig. 92 A y B) y de la ratio iNOS / Arg-1 (Fig. 92 C y D). Esto confirma 
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Figura 92. Cambio en los niveles de expresión de marcadores inflamatorios a lo largo del tiempo. Los animales 
tratados con CBD no muestran alteraciones en los niveles de expresión de ninguno de los marcadores analizados a lo 
largo del tiempo. (A) Niveles de expresión de células con marcaje CD11b+ / CD45 low. (B) Niveles de expresión de 
células con marcaje CD11b+ / CD45 high entre ambos grupos (C) Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ / CD45 Low (D) 
Ratio iNOS / Arg-1 de células CD11b+ / CD45 High. (E) Niveles de expresión de TLR-4 respecto de la proteína control β-
actina. (F) Niveles de expresión de Nfk-B respecto de la proteína control Los datos representados son la media de 
cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se llevó a cabo un ANOVA de 2 vías seguido de un post-test de 
Bonferroni entre los distintos puntos temporales de cada mismo grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01 (* respecto a los 
animales HIV + VEH PND 6; $ respecto a los animales HIV + VEH PND 14) (N=5-10) 
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Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

que, como se ha comentado a lo largo de este punto, el CBD impidió el reclutamiento 

exacerbado de las células microgliales y preservó su fenotipo más reparador (M2) desde estadios 

muy tempranos de la enfermedad. Como consecuencia, los niveles de activación de los 

marcadores TLR-4 y Nfk-B siguieron la misma tendencia a lo largo de los puntos temporales (Fig. 

92 E y F), es decir, se mantuvieron constantemente reducidos a lo largo de todo el desarrollo de 

la HIV.  

Por lo tanto, podemos concluir que al menos parte del efecto neuroprotector del tratamiento 

con CBD de forma combinada se debió a su efecto temprano y mantenido sobre los principales 

mecanismos fisiopatológicos de la HIV.  

Efectos del CBD sobre el linaje oligodendroglial 

El último experimento que llevamos a cabo en este diseño experimental fue analizar el efecto 

del CBD administrado antes y después del daño sobre el linaje oligodendroglial. Previamente, 

habíamos establecido que en nuestro modelo animal, el daño en la SB observado a largo plazo 

se debía a un descenso en el número de precursores oligodendrogliales. Además, describimos 

cómo el tratamiento con CBD de forma combinada fue la única forma de tratamiento capaz de 

evitar la hipomielinización y daño en la SB presente en el modelo a largo plazo. En este sentido, 

estudiamos si este efecto terapéutico implicaba la preservación de los integrantes del linaje 

oligodendroglial desde estadios tempranos del neurodesarrollo. Como se indica en la Fig. 93, la 

densidad de células con marcaje O4, O1 y MOG (marcadores de pre-Ol, oligodendrocito 

inmaduro y maduro, respectivamente) fue mayor que la observada en los animales lesionados 

tratados con vehículos y similar a la de los animales control. De esta forma, confirmamos que el 

efecto protector del CBD sobre el daño en la SB abarcaba las células en estadios muy tempranos 

del desarrollo. 



 

 
170 

 

 
  
  
E 

  
 
 

      o 

  G 1    

 
  
  
 
 

       E 
       E 
          Pp

Figura 93. Análisis de la afectación del linaje oligodendroglial a medio plazo por CF. El tratamiento con CBD previene 
la disminución de los integrantes del linaje oligodendroglial observada en los animales HIV tratados con VEH. Los datos 
representados son la media de cada grupo ± SEM con respecto a los controles. Se utilizó el test no paramétrico Kruskal-
Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ 
respecto a los animales HIV + VEH) (N=8-10) 
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Resultados: Posibles mecanismos de acción del CBD 

En conclusión, el CBD es un fármaco con propiedades pleiotrópicas que presenta un efecto 

neuroprotector sobre la PCOH, aunque la forma y momento en el que se administra son 

esenciales a la hora de optimizar su efecto terapéutico. Así, la administración postlesional o 

prenatal de este fitocannabinoide de manera independiente no resultó completamente eficaz, 

siendo necesario combinar ambas formas de tratamiento con el objetivo de alcanzar el mayor 

potencial terapéutico del CBD y así prevenir las secuelas típicas de la HIV.  De este modo, el 

tratamiento con CBD de forma combinada tuvo un efecto neuroprotector sobre la PCOH 

preservando la funcionalidad motora y el daño en la SB tanto a medio como a largo plazo. Este 

efecto se asoció a la modulación sobre el desarrollo de la lesión y los eventos fisiopatológicos 

desencadenados desde estadios muy tempranos. 
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La PCI es la discapacidad más grave y frecuente presente durante la niñez 247. Uno de los 

principales problemas que impiden abordar de manera eficaz esta patología son los numerosos 

factores implicados 248,249, entre los que destacan la prematuridad y el BPN 35,248, ambos 

relacionados con la inmadurez del SNC 250,251. Como se ha mencionado anteriormente, tanto los 

PE como los EBPN son el grupo más vulnerable a sufrir ACVs como consecuencia de las 

condiciones extrauterinas 2,104,252,253. En este sentido, la HIV es la principal causa de daño en la 

SB, y por tanto de desarrollar PC en este tipo de pacientes 84,102. Desafortunadamente, los 

modelos experimentales publicados a día de hoy presentan innumerables limitaciones que 

impiden el correcto estudio de la fisiopatología en esta enfermedad 174,254, e impiden la 

búsqueda de estrategias terapéuticas eficaces 100,101,255. En este sentido, en esta Tesis Doctoral 

se ha desarrollado un modelo animal más completo y fiable que ha permitido proponer al CBD 

como posible candidato a la hora de prevenir la PCOH en el PE. Por ello, en primer lugar, se 

discutirán los resultados obtenidos en el Diseño experimental 1, cuyo objetivo principal era 

reproducir de manera eficaz la fisiopatología de la HIV en el PE en un modelo animal.  

Desarrollo de un modelo animal de HIV 

La gravedad y las complicaciones asociadas a la HIV han impulsado el desarrollo de numerosos 

modelos animales, con el objetivo de comprender mejor las características neuropatológicas de 

la enfermedad y explorar nuevas opciones terapéuticas que permitan prevenir la PCOH en el PE 

98,241. Diferentes especies como conejos 241,256 , perros 241,257, corderos 241,258, ovejas 241,259 o 

cerdos 241,260 han sido utilizados con frecuencia para estudiar la PCOH, aunque, al igual que en la 

mayoría de las enfermedades, los roedores han resultado ser los animales más utilizados 172,246. 

Las principales razones por los que se usan estos animales son que tanto su desarrollo cerebral 

238,241, su neuroanatomía241,261,262, así como los procesos de proliferación, diferenciación 241,263–

266 o sinaptogénesis 241,267–269 han sido estudiados en profundidad, permitiendo establecer 

comparaciones muy fiables entre su SNC y el del ser humano. Además, las alteraciones en la MG 

241,265,266,270 así como las consecuencias motoras y cognitivas observadas 241,271–273 han apoyado 

su validez como modelos para reproducir la HIV en el prematuro 241,254,274. Desafortunadamente, 

estos modelos animales no están exentos de limitaciones y desventajas 241, ya que tanto los 

modelos genéticos 241,275 como los inducidos mediante la administración intraventricular de 

glicerol 241,276–278 o de sangre autóloga 79,279 no logran reproducir eficazmente los efectos 

producidos por la rotura espontánea de los vasos que conforman la MG 113,241. Por otro lado, se 
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han llevado a cabo ensayos mediante la inyección de la enzima Colagenasa de Chlostridium en 

roedores de edad PND 7. En este caso, a pesar de producir la rotura espontánea de los vasos de 

la MG 74,172,241,255, el estado evolutivo del SNC (y en particular de la SB) en estos animales no es 

el equivalente al de un PE 241,280. 

En este sentido, tomando como referencia el trabajo desarrollado por los grupos de Lekic 74,172 

y Balasubramaniam 281, decidimos inyectar paraventricularmente Colagenasa de Chlostridium 

en ratas Wistar a la edad PND 1, cuyo estado madurativo de la SB era el equivalente al de un PE 

238. Al igual que en el modelo en el que se fundamenta nuestro trabajo, la inyección se realizó 

mediante la aguja Hamilton con el objetivo de minimizar los posibles efectos adversos 

producidos por el trauma 74,172. Aun así, esto fue confirmado más adelante, ya que el grupo 

SHAM y el grupo NEEDLE (grupo al que se le administró paraventricularmente PBS 1X) no 

presentaron diferencias en ninguno de los parámetros estudiados.  

Previamente al estudio de las consecuencias de la HIV producidas en nuestro modelo, 

realizamos una valoración general sobre el impacto que la lesión ejercía en la salud de los 

animales. Al igual que ocurre en pacientes 282–284, la HIV aumentó la tasa de mortalidad 

principalmente durante la primera semana después del daño; sin embargo, al contrario de lo 

observado en pacientes 285, los animales lesionados presentaban una menor ganancia de peso. 

Parte de esta situación puede deberse a que la ganancia de peso es un claro marcador de 

bienestar animal 286, por lo que la HIV puede estar afectando a la salud del animal. Además, se 

ha demostrado como la DVPH, una de las principales complicaciones de la HIV 254,287, altera el 

eje hipotálamo hipofisario y por tanto la liberación de hormonas relacionadas con el desarrollo 

y el crecimiento 74. En este sentido, puede que la pérdida de peso sea consecuencia de las 

alteraciones producidas durante el desarrollo y no en el apetito o ingesta de alimentos 288–290.  

En cuanto al estudio de la hemorragia, dado que clásicamente se ha considerado la extensión 

de la lesión como un marcador fiable a la hora de pronosticar la gravedad de las secuelas 90,291–

293, decidimos categorizar a los animales en tres grupos: leve, moderado y grave. En contra de lo 

que ocurre en la clínica, no pudimos establecer el sistema de clasificación establecido por Papile, 

ya que los estudios de neuroimagen se realizaron por RM y no por ecografía craneal 100,294,295. 

No obstante, observamos como la administración de 0,2U de Colagenasa de Chlostridium 

producía un volumen de lesión variable similar a la distribución presente en el ser humano 93,296, 

y que se mantenía a lo largo del tiempo. La persistencia de la hemorragia es algo que también 

sucede en humanos, probablemente debido a la alta tasa angiogénica que presenta la MG y a la 

vasculogénesis aberrante que se produce 98,241,297. Tal es el punto, que un porcentaje muy 
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elevado de pacientes requieren de intervenciones y seguimientos a lo largo del tiempo con el 

objetivo de reducir los síntomas y complicaciones derivados de la lesión 102,298,299. Por lo tanto, 

dado que la administración de esta enzima producía un volumen de sangrado variable, 

decidimos evaluar si en última instancia, se producía una afectación similar a la PCOH, y si esta 

dependía de la gravedad del daño. 

Como pudimos observar, la puntuación obtenida en las pruebas de funcionalidad motora 198,234 

indicaron que los animales lesionados presentaron una alteración en la coordinación similar a la 

descrita en pacientes 91,300. Esta afección ya se había descrito anteriormente en otros modelos 

de HIV producidos por la inyección de sangre autóloga, en ratas PND 1 281 y PND 7 254, pero nunca 

a esta edad al inyectar Colagenasa de Chlostridium 172. Además, a diferencia de otros modelos 

animales descritos 254,281, la prueba del CRT nos indicó que nuestros animales también 

presentaron cierto grado hemiparesia, signo que también se ha observado en pacientes 91,300.  

A pesar de que la PCI es un trastorno de tipo motor, existen numerosas secuelas asociadas entre 

las que destaca el déficit cognitivo 3,49,301–304. Por este motivo, adicionalmente realizamos un 

estudio más exhaustivo a este nivel. La prueba del NOR nos indicó que además de presentar un 

trastorno motor, los animales lesionados mostraron un deterioro de la memoria episódica 199,200, 

secuela típica de pacientes con PCI 305–307, y descrito en otros modelos desarrollados a PND 7, 

pero nunca a PND 1 237,254,281. Se piensa que este tipo de afección es resultado del desequilibrio 

en la función excitadora-inhibidora del hipocampo y otros procesos celulares 304,308–310. En este 

sentido, al igual que se ha observado en pacientes y otros modelos animales 92,172,241, la rotura 

de los vasos de la MG en ratas PND 1 indujo un trastorno motor y cognitivo permanente en el 

individuo. Sin embargo, descubrimos que en contra de lo sugerido en diversas investigaciones 

publicadas 311,312, estas alteraciones fueron independientes del volumen de la HIV (Fig. S8). Este 

hecho va en consonancia con los estudios recientes llevados a cabo en pacientes, donde se 

afirma que la simple presencia de sangrado es factor suficiente para producir alteraciones 

motoras y cognitivas típicas del espectro de la PCI en el individuo 89,296,313,314. Por lo tanto, parte 

de la validez de nuestro modelo animal reside en la capacidad para reproducir los resultados 

obtenidos en los recientes estudios clínicos, recalcando la necesidad de seguir y tratar a todos 

los PE que sufren HIV, con independencia del volumen de sangrado. 

Parte de este seguimiento en los pacientes consiste en identificar las consecuencias 

neuroanatómicas producidas a largo plazo. En el caso de los pacientes con PCOH, la SB es la 

estructura más afectada 102,315,316 debido a la vulnerabilidad a este tipo de daño que presenta su 

precursor inmediato, el oligodendrocito 241,317–319. A pesar de la validez de los diferentes modelos 
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a la hora de explicar el daño en la SB, no se ha detallado desde qué estadio madurativo comienza 

la alteración en el linaje oligodendroglial 279,320–324. Por ello, pese a los avances en investigación 

y el desarrollo de nuevas técnicas de estudio 325, en este trabajo se llevaron a cabo ensayos de 

CF e IHQ, ya que han demostrado ser una herramienta muy fiable para determinar la afectación 

del linaje oligodendroglial 199,326. El descenso en la expresión de los marcadores O4, O1, MOG y 

en última instancia, MBP (marcadores de preoligodendrocitos, oligodendrocitos inmaduros, 

oligodendrocitos maduros y mielina, respectivamente 2,327) en los animales lesionados indicaron 

que la afectación de la SB implicaba células pertenecientes a los estadios madurativos del 

desarrollo oligodendroglial 2,327. De manera adicional, observamos como al igual que ocurre en 

pacientes y otros modelos preclínicos 60,317,319,328, estos mismos sujetos presentaron un menor 

volumen hemisférico y del CC (ambos marcadores de daño de la SB 329,330), que podían estar 

repercutiendo en la capacidad motora y cognitiva de los animales 74,329,331,332. Aunque se han 

usado diferentes técnicas para estudiar la posible afección de la SB 74,254,281, la utilizada en este 

estudio es sencilla, asequible y eficaz para detectar este daño a largo plazo. En cualquier modo, 

dado que la afectación de la SB tiene su origen en estadios muy tempranos del neurodesarrollo, 

era necesario identificar cuáles son los mecanismos implicados y si, al igual que ocurre en los 

resultados neuroconductuales, estos estuvieran influidos por el volumen del sangrado. 

Como se ha explicado en la introducción, existen tres factores determinantes a la hora de 

explicar el origen de la HIV: la alteración del flujo sanguíneo cerebral; la fragilidad inherente de 

la MG; y la presencia de trastornos plaquetarios y de la coagulación 74,80,333. Sin embargo, en este 

trabajo hemos podido demostrar cómo la fragilidad de la MG es un factor suficiente para 

inducir la PCOH. Parte de la debilidad de esta estructura se debe a la inmadurez de los 

integrantes que conforman la UNV y la BHE, estructura que representa la relación multicelular, 

estructural y funcional entre el cerebro y los vasos sanguíneos 33476,78,80,97,98,335,336. En este 

sentido, y basándonos en el efecto mostrado por la inyección de Colagenasa de Chlostridium 

sobre la lámina basal de la MG en otros modelos experimentales 337, investigamos si la afectación 

de la BHE a corto plazo desencadenaba los diferentes mecanismos fisiopatológicos descritos en 

pacientes y otros modelos 241,330,333,337–339. 

Habitualmente, el estudio de la integridad y funcionalidad de la BHE se centra en la 

cuantificación de los niveles de expresión de sus componentes 77,241,340–342, o en el estudio de la 

extravasación de colorantes orgánicos 241,342,343. A pesar de su bajo coste y fácil manejo, estas 

técnicas presentan numerosas desventajas, ya que no permiten realizar un seguimiento de esta 

afectación a lo largo del tiempo, no aportan una resolución espacial y, en muchos casos, los 
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resultados pueden no ser del todo específicos 342,344,345. En este sentido, de manera similar a 

otros estudios preclínicos 77,241,340–342, evaluamos y localizamos espacialmente la alteración de la 

BHE a lo largo del desarrollo de la enfermedad. Esto se realizó mediante el agente de contraste 

Gd, compuesto con un alto perfil de seguridad utilizado durante décadas para el diagnóstico de 

diferentes trastornos neurovasculares 346–348. Aunque se detectó un aumento del contraste en 

todo el cerebro, el Gd se acumuló especialmente en la corteza motora primaria, sensitiva o 

cingulada 349, estructuras encargadas de la funcionalidad motora y cognitiva 350–354 y que a priori 

presentaban una menor fragilidad que la MG 76,80. Estos datos indican que más allá del daño en 

la SB 76,80,325, las secuelas observadas en nuestro modelo podían ser en parte secundarias a la 

afectación cortical, como se ha descrito en humanos y en otros modelos animales 74,93,274,318,355.  

Dado que el estudio de la BHE en los modelos preclínicos actuales es muy limitado 342,344,345, 

decidimos evaluar si esto era debido a alteraciones estructurales o funcionales, determinando 

los niveles de expresión del receptor Mfsd2a y las UEs claudina-5 y ocludina 97,340–342,356–360. La 

reducción de los niveles de Mfsd2a confirmó que parte de las secuelas 361–364 y de la 

hiperpermeabilidad observada en los estudios de neuroimagen era debido a una deficiencia en 

la formación y funcionamiento de la vía transcelular 356,359,365,366. Por otro lado, los animales 

lesionados no presentaron niveles de expresión en las UEs similares a los publicados en otros 

modelos 342,365. Esta discrepancia también existe en los estudios en pacientes 80. Este fenómeno 

también fue descrito previamente en el grupo de la Dra. Vexler, donde se observó que la 

ocludina y la claudina-5 eran más resistentes al daño cerebral en la etapa neonatal que en la 

adulta 341. No obstante, ya que es clara la estrecha relación existente entre el receptor Mfsd2a 

y las UEs 359,363 , no se puede descartar que el haber estudiado estos marcadores estructurales 

en etapas tan avanzadas de la enfermedad en nuestro modelo haya impedido identificar su 

posible alteración al inicio de la enfermedad 342. De la misma forma, dado que estas proteínas 

presentan especialmente una función mecánica 342,365,367, es posible que su cuantificación por 

WB no fuera lo suficientemente sensible para identificar el tipo de alteración que se produce 

363,368. En cualquier caso, se resalta el importante papel que tiene la vía transcelular sobre la 

permeabilidad de la BHE 365,366, así como el importante rol del receptor Mfd2a.  

A pesar de haber descrito la disfuncionalidad de la BHE a consecuencia de la inyección de 

Colagenasa de Chlostridium, no es fácil describir los mecanismos implicados 172,244,342,369. Estudios 

en pacientes y en otros modelos animales han sugerido el importante papel del sistema inmune, 

ya que tanto la microglía como los macrófagos infiltrados se encuentran sobreexpresados 

durante el desarrollo de esta enfermedad 330,337,370–372. Sin embargo, esto sólo se ha observado 
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en los casos graves en los que la hemorragia producía la dilatación de los ventrículos 241,373,374. 

Curiosamente, en nuestro modelo no sólo observamos una elevada expresión de estas 

poblaciones en los animales con HIV graves 375–378, sino que en contra de las investigaciones 

publicadas hasta el momento 241,314,321,367,373,374, los casos más leves de HIV presentaron niveles 

de expresión similares a la de los animales que desarrollaron DVPH. Estos resultados están en 

consonancia con otros ya descritos en esta Tesis Doctoral, poniendo de manifiesto la 

importancia de los componentes de la sangre (incluso en los casos más leves) en la fisiopatología 

de la HIV, y concretamente en el daño en BHE y la activación del sistema inmune 241,314.  

A pesar de que los modelos preclínicos publicados hasta el momento han descrito elevados 

niveles de neuroinflamación, teniendo en cuenta la dualidad del sistema inmune decidimos 

estudiar si este ambiente era consecuencia de un estado proinflamatorio (M1) adoptado por las 

subpoblaciones de macrófagos y microglía 241,379–386. En consonancia con los resultados de otros 

grupos de investigación, en nuestro modelo, la liberación de sangre induce un aumento en el 

ratio iNOS / Arg-1 de las células microgliales/macrofágicas, lo que corresponde a un fenotipo 

M1 387–390. A su vez, los estudios bioquímicos sugirieron que una de las posibles vías por los que 

la sangre induce este cambio de fenotipo es mediante la sobreexpresión del receptor TLR-4 

241,391,392, receptor también presente en otras células gliales 340,393. La relevancia de este receptor 

en la patología de la HIV ya ha sido descrito anteriormente en pacientes y otros modelos 241,393–

395, sin embargo nunca se había estudiado en aquellos basados en la inyección de Colagenasa de 

Chlostridium 172,241,396. Generalmente, en condiciones patológicas 126,396–398 la activación de la vía 

TLR-4 produce de manera inmediata la sobreexpresión y translocación al núcleo del factor NFk-

B 340,399, cuya maquinara induce la síntesis y liberación de mediadores inflamatorios. Esto, a su 

vez promoverá la activación del propio receptor y por tanto el mantenimiento del fenotipo M1 

241,400–404. En nuestros animales lesionados, la activación de este factor indujo, al igual que en 

otros modelos 241,398,405, un aumento mantenido de la enzima Cox-2, proteína responsable, entre 

otros, de la inflamación, estrés oxidativo y excitotoxicidad 340,406,407. Del mismo modo, al igual 

que en otros modelos animales, la activación de TLR-4 también produjo a corto plazo la 

liberación de la CK proinflamatoria TNF-α 255,340,395,396, molécula capaz de mantener la activación 

de esta vía proinflamatoria y por tanto del fenotipo M1 en las células del sistema inmune 

156,396,401,408,409. De manera adicional, observamos de forma inédita cómo, a pesar de ser también 

independiente del volumen de hemorragia, la inflamación presente en nuestro modelo 

correlacionaba con el desarrollo de las secuelas de la PCOH 171,241,393, algo que ya se ha descrito 

en otras enfermedades pero nunca en un modelo de PCOH410,411. Del mismo modo, descubrimos 

que al igual que en otras patologías 412,413 , la liberación de TNF-α promovía de forma directa el 
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daño y disfuncionalidad de la BHE 414,415, al promover el aumento de MMP-9 412,416 y la pérdida 

en los niveles del receptor Mfsd2a 413,417 . Por otro lado, quisimos determinar el papel del 

astrocito, estirpe celular más numerosa del SNC que se encarga de la homeostasis y 

mantenimiento de la BHE 79,149. El aumento de los niveles del metabolito Mioinositol en la 

corteza somatosensorial de los animales lesionados confirmó que, al igual que en otros modelos 

animales 241,246, durante la HIV se produce una afectación de la función y/o actividad astrocítica 

199,418, que podría estar involucrada en la infiltración leucocitaria 419, la inducción de los eventos 

fisiopatológicos 106,330, y la hipomielinización y el daño en la SB 243,420 presentes en la PCOH.  

Desafortunadamente, a excepción investigaciones muy reducidas 421,422, la mayor parte de los 

modelos animales de HIV se han centrado en el papel deletéreo de la inflamación sobre la SB 

74,241,255, obviando la relevancia de otros procesos fisiopatológicos como el estrés oxidativo, 

evento de gran magnitud en el PE debido a la inmadurez de sus defensas antioxidantes 96,423,424. 

Al igual que en estos trabajos donde se inyectó hemoglobina intraventricularmente, nuestros 

animales lesionados presentaron unos niveles de proteínas oxidadas significativamente 

mayores que los controles. Este resultado nos indica que, independientemente de si se produce 

directamente por la liberación de los productos de la lisis eritrocitaria 346,394,419,421,422,425 o por la 

inflamación y aumento de infiltrados 426, se ha demostrado por vez primera cómo en un modelo 

animal de HIV basado en la inyección de Colagenasa de Chlostridium el estrés oxidativo también 

está implicado en el daño neurológico, y viceversa 154,424,426. Del mismo modo, la activación 

glutamatérgica del oligodendrocito 67,256 inducida por la gliosis, la liberación de componentes 

sanguíneos y los episodios hipóxicos inducidos por el sangrado 172,427,428 provocan un aumento 

de la excitotoxicidad, de la misma forma que en otros modelos de daño cerebral neonatal 

desarrollados en nuestro laboratorio 199,228,229. La acumulación exacerbada de este metabolito 

podría estar contribuyendo al daño de la SB promoviendo la formación de hierro libre 2,429, y 

aumentando la inmunorreactividad microglial y el daño en la BHE al aumentar la liberación de 

CKs 430 y alterar los niveles de las UEs 431 respectivamente. Finalmente, se confirmó el daño 

producido a corto plazo midiendo los niveles de Lac / NAA, marcador previamente utilizado en 

pacientes con esta 432 y otras patologías infantiles similares por su validez a la hora de 

pronosticar la gravedad de las secuelas 200,204,433,434. Los niveles bajos de NAA está relacionado 

con una menor densidad y viabilidad axonal, posiblemente a consecuencia de la alteración en la 

maduración oligodendroglial 435–438. A su vez, el aumento de Lactato observado es atribuible a 

un deterioro mitocondrial y del metabolismo oxidativo 434,435,439, o a una elevación en la tasa 

glucolítica consecuencia de la microgliosis producida 435,440. En este sentido, por primera vez el 

aumento en los niveles de Lac / NAA a corto plazo es validado como marcador de daño en un 
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modelo animal de PCOH en el PE 241,367. De este modo, nuestro modelo animal describe por 

primera vez la posible interacción a corto plazo de los principales mecanismos fisiopatológicos 

presentes en la PCOH en humanos 74,171,241,255. Este resultado pone en evidencia de nuevo el 

importante papel del sangrado en el inicio de estos mecanismos, ya que como se ha descrito en 

las últimas investigaciones realizadas en pacientes, incluso los casos más leves son susceptibles 

de sufrir un daño neurológico capaz de producir PC 89,296,313,314.  

A continuación, dado que el estudio de los eventos fisiopatológicos en los distintos modelos se 

focaliza en los primeros estadios de la enfermedad 96,441,442, decidimos evaluar si estos se 

mantenían a lo largo del tiempo. A medio plazo, los ensayos de RM demostraron que la 

hiperpermeabilidad de la BHE se reducía, limitándose concretamente a la zona talámica, 

posiblemente como consecuencia de la atrofia producida en el 3º y 4º ventrículo 260,320,443. Parte 

de este fenómeno, ampliamente descrito en pacientes y otros modelos 154,338,444,445, se produce 

como consecuencia de la sobreproducción y alteración del LCR en estas cavidades a causa de la 

inflamación 61,241,274,333,445,446. A su vez, como se ha descrito anteriormente, la importante función 

que presenta la región hipotalámica en el sistema neuroendocrino apoya la idea de que parte 

de la pérdida de peso observada en nuestros animales lesionados se debiera a la liberación 

aberrante de hormonas relacionadas con el desarrollo 74 .  

La recuperación total de la integridad de la BHE a lo largo del tiempo se confirmó al observarse 

un menor porcentaje de infiltrados y un aumento en la expresión del receptor Mfsd2a, siendo 

ambos marcadores de funcionalidad en esta estructura a largo plazo 341,357,358,441. A pesar de que 

diversos modelos experimentales de HIV han descrito un descenso en la microgliosis 99,241,447 y 

una recuperación espontánea de la BHE 448,449, la persistencia del fenotipo M1 en los macrófagos 

y microglía en nuestros resultados precisó de un análisis adicional de la expresión de los 

mediadores proinflamatorios durante el resto de los puntos temporales.  El descenso en la 

liberación de TNF-α observada cuestionó el papel de esta CK en la fisiopatología de la HIV. 

Previamente, otros modelos de HIV han demostrado que a partir de las 72 h el efecto agudo de 

la sangre comienza a desaparecer, produciéndose entre otras cosas la reabsorción de la misma 

444 y por tanto un decremento en la liberación de CKs proinflamatorias como TNF-α 375,396. A su 

vez, el descenso de este mediador ha demostrado estar involucrado en la reducción de la 

microgliosis 396,403,408, en el cambio de fenotipo hacia el M2 375,402,403,450, y en la recuperación de 

la BHE al aumentar entre otros elementos la expresión del receptor Mfsd2a 357,360,417. En este 

sentido, la ausencia de TNF-α promueve la recuperación de la B E mediante la liberación de 

factores tróficos como IL-10 o TFG-β1 por parte de las células inmunológicas, que cambian su 
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fenotipo de activación hacia uno reparador 419, mediante la expresión de proteínas como el 

receptor Mfsd2a, encargado del correcto funcionamiento de la vía transcelular y de la formación 

y mantenimiento de la BHE a través de la interacción de los integrantes de la UNV 366,368,409.  

Sin embargo, en contra de lo esperado, a pesar de observarse una reducción en la microgliosis 

y recuperación de la BHE, no observamos un descenso del marcador de daño MMP-9 341,389,412,416 

a largo plazo. Adicionalmente a la estrecha relación existente entre TNF-α y MMP-9 en este y 

otros modelos 341,389,412,416 , se ha demostrado cómo la activación de TLR-4 y NFk-B aumentan la 

liberación de esta metaloproteasa 404,451–454. Existen múltiples razones por las que, a pesar de 

observarse una mejora en la funcionalidad de la BHE, la expresión de esta proteína podría 

encontrarse elevada. En primer lugar, a pesar de asociarse la vía TLR-4 como uno de los 

principales responsables del aumento de la neuroinflamación, se ha descrito que después de un 

daño isquémico, microglía y macrófagos promueven la neurogénesis y la recuperación del daño 

mediante la liberación de factor tróficos como BDNF o la regulación de vías de señalización 

implicadas en el desarrollo de la UNV como Notch o Wnt / β-catenina 455–462. Por otro lado, se 

ha demostrado como la proteína MMP-9 no siempre tiene una funcionalidad lesiva sobre la BHE, 

sino que en ocasiones es capaz de proteger a la célula del daño del ADN producido entre otros 

eventos por el estrés oxidativo, y de regular la correcta proliferación de células endoteliales 

463,464. En este sentido, es atractiva la hipótesis de que la activación mantenida de la vía de TLR-

4 pudiera implicar una actividad neurorreparadora en la que se incluya entre otros la liberación 

de esta metaloproteasa. Sin embargo, habría que confirmarlo con pruebas adicionales.  

Por último, probablemente como consecuencia de la reducción en la microgliosis, a largo plazo 

se observa un descenso en los niveles de GFAP 79,92,465. El descenso en la inmunorreactividad 

astrocitaria confirma no solo la atenuación en el daño producido a largo plazo, si no el 

importante papel que puede estar teniendo esta célula sobre la fisiopatología de la HIV 

96,244,395,465. De manera general, los tratamientos y los estudios de esta enfermedad se han 

focalizado en el efecto de la microglía y neutrófilos 237,241,441, obviando el importante papel que 

presenta esta célula en otras patologías similares 198,200,233,243. En este sentido, la estabilidad de 

los niveles astrocitarios no solo puede estar favoreciendo la recuperación de la BHE 

indirectamente actuando sobre la inflamación 92,465, de estrés oxidativo 65,243 y excitotoxicidad 

198,466, sino que también pueden mantener la estabilidad de esta mediante la liberación de 

factores tróficos 420 o promoviendo la interacción de los integrantes de la UNV 96,244,420.  

En conclusión, los resultados obtenidos en el Diseño Experimental 1 nos ha permitido confirmar 

la utilidad de un modelo animal que, por primera vez, reproduce de manera eficaz gran parte 
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de los mecanismos fisiopatológicos presentes en la HIV en el PE. Así, la inyección 

paraventricular de Colagenasa de Chlostridium en ratas PND 1 produjo un daño neurológico en 

el que la glía intervino activamente en la aparición de una serie de consecuencias anatómicas y 

secuelas similares a la observada en los pacientes. De manera novedosa y acorde con estudios 

clínicos recientes, hemos descrito que el daño cerebral, así como el déficit funcional no son 

dependientes del volumen de la hemorragia, ya que los casos más leves también desarrollaron 

una alteración neurológica. A su vez, se ha descrito cómo el daño principal sucede durante los 

primeros estadios de la enfermedad, a partir de la cual se inician los mecanismos de 

neuroprotección endógenos. Por todo ello, se ha validado la eficacia de este modelo a la hora 

de estudiar la PCOH así como la necesidad de iniciar los tratamientos durante las primeras horas 

de daño.  

 

Efecto terapéutico del CBD 

Como se ha explicado a lo largo de este trabajo, la ausencia de un modelo y de un tratamiento 

efectivo es un hándicap a la hora de prevenir la PCOH en el PE 80,102,442. Diversos fármacos como 

la indometacina, el ibuprofeno o los esteroides han sido utilizados con el objetivo de prevenir 

las secuelas relacionadas con el sangrado 87,100,467; sin embargo, esto no sólo ha resultado 

insuficiente, sino que en muchos casos los efectos secundarios producidos han empeorado el 

pronóstico del paciente 87,100,467. Del mismo modo, de entre todas las complicaciones producidas, 

la que mayor atención ha suscitado es la DVPH 315,468,469. Los intentos por reducir la 

sobreproducción de LCR 315,468,469, como las terapias basadas en el drenaje han conseguido 

Figura 94. Esquema representativo del desarrollo del daño inflamatorio en la HIV. Adaptado de Lan. et al 2017 
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reducir el volumen de la HC, pero no las secuelas y el daño producidos 315,468,469. Además, gracias 

a los resultados obtenidos en investigaciones preclínicas, se han propuesto nuevas terapias 

como la inyección de hialuronidasa 324 o células mesenquimales 279; sin embargo estos 

tratamientos no sólo han demostrado tener un potencial limitado, sino que no se ha utilizado 

en un modelo animal de inyección de Colagenasa de Chlostridium ni en animales cuyo daño se 

produjo a PND 1 279,324. En estos estudios, en consonancia con lo demostrado en este trabajo, los 

casos más leves presentaban un daño neurológico similar a la de los grados más severos. A su 

vez, estos resultados recalcan la necesidad de actuar antes, durante y después del daño, con el 

objetivo de aumentar la resistencia de la MG y prevenir o reducir los procesos fisiopatológicos 

que se desencadenan a consecuencia del sangrado 87,100,315,467–469.  

El CBD se ha postulado como un posible candidato terapéutico a la hora de prevenir la PCOH. 

Como se ha descrito anteriormente, el CBD es uno de los principales componentes de la 

Cannabis sativa y ha sido utilizado como opción terapéutica en patologías de diversa índole 

175,179,470,471. En el caso de las enfermedades cerebrales neonatales, los hallazgos de nuestro 

grupo de investigación han demostrado el importante papel de este fármaco en otros modelos 

animales de hipoxia-isquemia cerebral difusa 199,228,233,472–474 y stroke 198, enfermedades cuya 

fisiopatología resulta similar a la descrita en nuestro modelo 198,233,473. En este sentido, los 

resultados han sido tan prometedores que, actualmente este fármaco se encuentra en fase de 

ensayos clínicos (GWEP1560; EudraCT: 2016-000936-17). Por otro lado, la implicación del 

receptor CB2 245 por parte de este fitocannabinoide reduce el daño en otros modelos de HIV en 

ratas PND 7 475. Además, en modelos adultos de HIC el CBD reduce su gravedad mediante la 

desactivación del factor Nfk-B y la modulación del receptor 5HT-1A, receptor también implicado 

en los sistemas de protección endógenos en modelos EHI 476,477. Por todo ello, este 

fitocannabinoide se postuló como una estrategia muy prometedora para evitar el desarrollo de 

la PCOH. 

Al igual que en el apartado anterior, utilizamos los datos de la mortalidad y la ganancia de peso 

para determinar el posible papel del CBD sobre la calidad de vida de los animales lesionados 286. 

Estos resultados confirmaron el alto perfil de seguridad del CBD, así como la ausencia de efectos 

secundarios en el hábito alimenticio o el tránsito gastrointestinal 478–483. Dado que la diferencia 

de peso empieza a ser evidente a partir de las primeras 72 h de vida, el efecto del CBD sobre el 

peso del individuo podría ser debido a un efecto protector sobre los procesos fisiopatológicos 

desarrollados durante esa etapa 154,396,444,484. Es interesante suponer que las propiedades 

antiinflamatorias del CBD que se describirán más adelante, estuvieran evitando la 

sobreproducción de LCR en el 3º ventrículo y por tanto el desarrollo de DVPH, complicación que 
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puede producir alteraciones en el crecimiento y a nivel neuroendocrino 154,396,444,484. En este 

sentido, como se ha descrito en otros modelos de PCI, administrar CBD durante las primeras 

etapas del daño sería muy positivo para prevenir las alteraciones en el desarrollo 198,199,228,474. 

El tratamiento postlesional con CBD redujo las secuelas motoras y cognitivas de la hemorragia a 

medio y largo plazo. El CBD ejerce un efecto beneficioso similar en otros modelos de daño 

cerebral con un importante componente inflamatorio 199,228,233,235,471,473, lo que sugiere que el 

efecto antiinflamatorio observado en nuestro modelo de HIV pueda ser la base del efecto 

beneficioso del CBD. Este resultado refuerza la estrecha relación entre la inflamación y las 

secuelas producidas por la HIV que observamos en el Diseño Experimental 1, donde se demostró 

que una mejor puntuación en las pruebas del NOR y CRT correlacionaba con menores niveles de 

TLR-4, Cox-2 y Nfk-B. Los mecanismos de inhibición de la vía de TLR-4 por parte del CBD son 

múltiples 478,485–488, destacando su acción sobre los receptores PPAR 489–491 y Nfr2 492–494. Entre 

otros mecanismos, la actividad de estos elementos impide la translocación al núcleo del factor 

Nfk-B y por tanto la activación de la maquinaria de síntesis de mediadores citotóxicos 340,495–498. 

A su vez, cuanto mayor es la duración del tratamiento con CBD, más estable es su actividad 

antiinflamatoria y su efecto beneficioso sobre el pronóstico de la enfermedad 471,499–501. A este 

respecto, nuestros resultados sugieren que la mejora en los resultados por parte de los animales 

que fueron tratados durante 3 días en comparación con aquellos que recibieron una única dosis 

se debía, al menos en parte, al mantenimiento de su efecto antiinflamatorio durante un mayor 

tiempo 470,501. Por otra parte, procesos fisiopatológicos como la inflamación o el estrés oxidativo 

inducen la activación del factor VGEF 502–505, factor determinante durante la angiogénesis 

335,503,505,506. Por tanto, a pesar de que se desconocen los mecanismos exactos por los que el CBD 

ejerce su función angiogénica en otras patologías 190,221,507–509, los efectos antiinflamatorios y 

antioxidantes observados tras el tratamiento con CBD podría haber tenido un efecto modulante 

de la expresión de VGEF, controlando así la angiogénesis desordenada y por tanto la formación 

de vasos frágiles que perpetuarían la rotura de vasos en la MG y con ello la hemorragia 229,510. 

Sin embargo, habría que confirmarlo con estudios adicionales. De este modo, la reducción del 

volumen de la hemorragia a corto y largo plazo observada tras el tratamiento con CBD podría 

deberse al menos en parte a su efecto sobre la angiogénesis 190,221,507–509. 

Por otro lado, en el caso del CBD administrado postlesionalmente, la ausencia de una reducción 

en el daño de la SB según se refleja tanto por el volumen hemisférico como del CC, abre el 

interrogante sobre cómo explicar que el CBD mejora la funcionalidad, pero no preservara la 

integridad de la SB, ya que existe una estrecha relación entre esta estructura y las secuelas 

producidas por la lesión 199,241,511,512. Nuestro grupo ha descrito que parte del efecto protector 
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del CBD sobre las secuelas del daño cerebral hipóxico-isquémico neonatal se debe a la 

preservación de la maduración oligodendroglial más que la de su supervivencia 198,199. Este 

efecto es importante, ya que es conocido que los pacientes con PCOH no sólo tienen un menor 

volumen de mielina en el cerebro, sino también un mayor porcentaje de células 

oligodendrogliales inmaduras a largo plazo 274,328,335,512; es decir, presentan un menor número de 

células de este linaje y más inmaduras que la población sana 274,328,335,512. Así, al igual que en 

otros modelos de hipoxia-isquemia en los que el CBD se administra después del daño, aunque 

el CBD fuera capaz de evitar la mortalidad de los precursores oligodendrogliales, sus 

propiedades neuroprotectoras le permitieron preservar la maduración oligodendroglial 

199,228,510, de forma que a largo plazo los animales presentaron un menor porcentaje de mielina, 

pero con un grado de madurez y funcionalidad intacto.   

No obstante, los resultados fueron diferentes cuando el CBD se administró prenatalmente. 

Generalmente, el estudio del efecto del Cannabis durante el embarazo ha obviado las 

propiedades neuroprotectoras del CBD 510, focalizándose principalmente en el efecto deletéreo 

del THC sobre el feto 513,514. En este sentido, aunque se ha demostrado el efecto terapéutico de 

este fitocannabinoide administrado durante el periodo gestacional en patologías 

neuroendocrinas 515 o gastrointestinales 513, no se ha cuantificado la concentración que alcanza 

el CBD en el organismo de las crías. En primer lugar, nuestros resultados confirmaron que, al 

igual que otros cannabinoides, el CBD era capaz de atravesar la barrera placentaria 516. Aunque 

la dosis administrada en nuestro estudio, 10 mg/kg, fuera tres veces menor que la utilizada en 

los estudios previos, 30 mg /kg 513,515, la concentración de CBD en el cerebro fetal alcanzó niveles 

considerados como neuroprotectores en otros modelos de daño cerebral neonatal 228,233,473. Los 

mecanismos por los que el CBD es capaz de atravesar la barrera placentaria son aún 

desconocidos 516; sin embargo, los ensayos in vitro realizados en el grupo la Dra. Fehinstein han 

demostrado que parte de este efecto era debido a la alteración de la Proteína de resistencia al 

cáncer de mama y la Glicoproteína P 516–518. Ambos marcadores han demostrado tener un 

importante papel en el correcto desarrollo del embrión, ya que no solo regulan el correcto flujo 

de sustancias entre la madre y el feto, sino que también han probado presentar una potente 

función antiapotótica 516–518. Estos resultados podrían sugerir que, en contra de lo deseado, el 

CBD pudiera ejercer un efecto nocivo sobre el feto 516–518. Sin embargo, no es el caso, ya que 

además de que a concentraciones reducidas los efectos adversos del CBD son inapreciables 516–

518, el riesgo disminuye a medida que aumenta la etapa del embarazo, de forma que cuando su 

administración ocurre durante el último trimestre de gestación el peligro sería nulo 516–518. Este 

hecho se confirmó al comparar los resultados obtenidos entre los controles tratados 
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prenatalmente con CBD o con VEH (Fig. S7), así como el peso inicial y la ganancia de este por 

parte de los animales lesionados, donde observamos que el tratamiento con CBD en ratas a E21 

no alteró el desarrollo normal del feto. 

El hallazgo de que la administración prenatal de CBD tenga un efecto protector sobre la 

afectación de la SB, aunque las alteraciones neuroconductuales fueran similares a las 

observadas postlesionalmente, sugiere un proceso temporal en los efectos del CBD interesante. 

En roedores, al igual que en humanos la maduración oligodendroglial durante las primeras horas 

de vida se produce a alta velocidad, de forma que en cuestión de 5 días los progenitores 

oligodendrogliales alcanzan el estadio de OL 327,519–523. Por ello, un efecto protector en fases muy 

precoces tras la hemorragia sería crucial para preservar la correcta maduración y supervivencia 

del oligodendrocito 199,328,510. El CBD dura alrededor de 40 h en el organismo 199,328,510, lo que 

explica que siga siendo detectable en el cerebro inmaduro hasta 37 h después de su 

administración tras un episodio hipóxico-isquémico 474,510. De este modo, el CBD administrado 

prenatalmente en el último día de gestación estaría presente en el cerebro de las crías de rata 

durante la aparición de los primeros procesos fisiopatológico tras la inducción de la HIV, que se 

realizó en las primeras 24 h de vida. De este modo, el tratamiento estaría protegiendo así la 

supervivencia de las células más vulnerables, los oligodendrocitos inmaduros 67,240,524,525, y por 

tanto reduciendo la lesión de la SB. Se ha descrito y demostrado en este y otros modelos la 

importancia de los procesos desencadenados por los componentes de la sangre extravasada en 

la fisiopatología de la HIV 99,241,328, por lo que reducir el desarrollo del sangrado es fundamental 

para prevenir las complicaciones y secuelas de esta enfermedad 62,102,355. Estos procesos se 

desarrollan de forma más tardía tras la HIV, momento en el que el CBD administrado 

prenatalmente ya no se encontraría en concentración suficiente en el cerebro.  Esto explicaría 

por qué la administración combinada de CBD prenatal y postlesional mostró unos resultados 

óptimos en cuanto a rendimiento funcional y reducción del daño de SB a medio y largo plazo. 

En esta combinación, el CBD iniciaría su efecto en los primeros momentos tras el sangrado 

protegiendo así a los precursores oligodendrogliales, para posteriormente modular la 

progresión del sangrado y de los procesos fisiopatológicos subsecuentes. 

Posibles mecanismos de acción del CBD 

Así pues, el estudio de los mecanismos implicados en los efectos neuroprotectores del CBD se 

realizó en animales que recibieron el CBD prenatal y postlesionalmente, ya que fue la forma de 
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administración con mejor resultado. El tratamiento con CBD invirtió los eventos fisiopatológicos 

descritos en el Diseño experimental 1, reduciendo la expresión glial y promoviendo el cambio 

de su fenotipo hacia M2 526–528. El CBD es un conocido agonista del receptor PPAR-γ, cuya 

activación inhibe la vía de TLR-4 / Nfk-B 340,497 e impulsa la liberación de factores 

antiinflamatorios como las ILs- 13, 10 y 4, promoviendo finalmente un fenotipo M2 en la 

microglía 529,530. Recientemente, se ha descrito que el fenotipo M2 puede variar según la función 

que realiza 529,530. El marcador de Arg-1 generalmente se ha asociado a un fenotipo M2a o 

antiinflamatorio 529,530 el cual induce la liberación masiva de CKs y mediadores antiinflamatorios 

con el objetivo de combatir el daño producido 529,530. Los resultados de los estudios de CF 

confirmaron que el CBD estimuló la derivación de microglía/macrófagos hacia este fenotipo 

celular. Por otra parte, los fenotipos M2b y M2c han demostrado tener una función antioxidante 

y remodeladora, respectivamente 529,530. Ya que la función del CBD es protectora y no reparadora 

433,510,531,532, es poco probable que el CBD promoviera la transformación hacia M2c; sin embargo, 

dado que observamos un descenso en los niveles de proteínas oxidadas a corto plazo, es más 

probable que sí se activara la transformación de las células del sistema inmune hacia el fenotipo 

el M2b529,530. De este modo, el tratamiento combinado con CBD favoreció la persistencia de un 

ambiente antiinflamatorio durante un tiempo suficiente como para evitar el daño en la BHE y 

en la SB 199,474,510, de forma similar a lo descrito en otros modelos de daño cerebral neonatal 

agudo de tipo isquémico 199,474,510. 

Del mismo modo, anteriormente afirmamos que uno de los factores más importantes a la hora 

de explicar la HIV y su desarrollo era la fragilidad de la MG 241,317,323,330. El hecho de que la 

administración prenatal y postlesional condujera a mejores resultados sobre la reducción de la 

HIV que la sola administración postlesional sugiere un efecto protector del CBD sobre la MG 

desde el momento en el que se administra Colagenasa de Chlostridium. Así, el tratamiento con 

CBD preservó la supervivencia y expresión de factores de especial relevancia como el receptor 

Mfsd2a, lo que puede atribuirse a sus efectos antiinflamatorios o la activación de otros 

receptores diana como GPR55 417,533,534. Igualmente, el CBD redujo los niveles de mediadores de 

daño de BHE como la metaloproteasa MMP-9, lo que también puede atribuirse a los efectos del 

CBD sobre la liberación de TNF-α 416,452 a consecuencia de la promoción del fenotipo microglial 

neuroprotector 199,510. El efecto protector sobre la MG y la integridad de la BHE se confirmó 

mediante los análisis de neuroimagen, donde el CBD redujo la extravasación de Gd, reflejo de 

un efecto modulador en la hiperpermabilidad de la BHE descrita en la HIV 202,535,536. 

Las dianas por las que el CBD protege y mantiene la BHE en presencia de un daño cerebral son 

múltiples. Por ejemplo, en un modelo de Esclerosis Múltiple se ha demostrado que el 
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tratamiento con CBD reduce el daño en la BHE al reducir los niveles de las quemoquinas CCL-2 

y CCL-5 o los niveles de los mediadores de daño IL-1β y V-CAM asociado al descenso en la 

microgliosis a través de la activación del receptor de Adenosina 2 536,537. Del mismo modo, 

ensayos in vitro han demostrado cómo el  B  aumenta el “efecto barrera” en la B E al inducir 

la proliferación y migración microtubular y aumentar la resistencia transendotelial mediante la 

modulación de los receptores PPAR-γ y 5-HT1A 536,538,539. Asimismo, los ensayos de microscopía 

intravital han demostrado cómo el CBD era capaz de inhibir la dilatación de los vasos y la 

infiltración leucocitaria en presencia de un estímulo inflamatorio al reducir los niveles TNF-α, 

Cox-2 e iNOS 231,536. Por otro lado, el CBD modula la expresión y liberación proteica del mediador 

antiinflamatorio TFG-β1 de manera dosis dependiente mediante la liberación de IL-10 o la 

activación de los linfocitos T540–543. En este sentido, a pesar de considerarse una CK 

antiinflamatoria, se ha descubierto que una sobreproducción de IL-10 no solo impide el correcto 

funcionamiento de la BHE 544–547, sino que su liberación de diversas estirpes celulares como los 

precursores oligodendrogliales o macrófagos promueve la acumulación de LCR y el desarrollo 

de DVPH mediante la sobreproducción de fibroblastos 80,93,160,548,549. Es atractivo hipotetizar que 

el tratamiento combinado antes y después del daño conduciría a unas concentraciones 

cerebrales de CBD suficientemente elevadas como para reducir la liberación de este factor y por 

tanto el volumen de sangrado, la DVPH y el volumen de daño a largo plazo, mientras que las 

otras modalidades de tratamiento resultarían en concentraciones cerebrales más reducidas que 

no evitarían el proceso tan eficazmente 540–543. En resumen, la liberación de factores 

antiinflamatorios por parte del CBD mediante la activación de sistemas de defensa endógenos 

(como el receptor PPAR o de Adenosina -2 111,396) que se encuentran activados en la HIV, junto 

con el descenso de los niveles de producción de elementos dañinos 540–543, serían mecanismos 

plausibles por los que el CBD evitaría el daño en la BHE y el volumen de sangrado.  

Como hemos observado, parte de este efecto neuroprotector del CBD también se debe a sus 

efectos antioxidantes 199,510,550. En estos efectos están implicados su estructura química, la 

activación del factor Nfr2, la quelación de iones libres como el hierro o el aumento de la 

expresión de enzimas antioxidantes como SOD o agentes reductores como el glutatión 510,551–553. 

Del mismo modo, en el Diseño experimental 1 explicábamos como la inflamación y el estrés 

oxidativo se encuentran íntimamente relacionados 422,426,535, de forma que la inhibición de la vía 

proinflamatoria TLR-4 y la ausencia de liberación y síntesis de CKs como TNF-α o enzimas como 

la Cox-2 por parte de este fármaco potenciaba su efecto antioxidante 199,239,510. Recientemente 

se ha descrito que los oligodendrocitos son especialmente sensibles a alteraciones en la 

homeostasis del Retículo endoplasmático 554. En este sentido, es interesante que los efectos 
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antioxidantes del CBD también se deben a su capacidad de reducir la fosforilación del Factor 

traslacional 2α 554. Finalmente, dado el importante papel del hierro liberado tras la lisis 

eritrocitaria en el daño oligodendroglial, el efecto modulador del CBD sobre la reacción de 

Fenton 510,551–553 podría jugar un importante papel en la protección de la SB tras la HIV 66,111. 

Al igual que se ha descrito en otros modelos de daño cerebral neonatal desarrollados en nuestro 

grupo 199,239,510, el tratamiento con CBD redujo los niveles de excitotoxicidad. La reducción de los 

niveles de oxidación, infiltración leucocitaria e inflamación por el CBD son factores que pueden 

contribuir a este efecto antiexcitatorio 200,442,510. Adicionalmente, diversos estudios han sugerido 

que la reducción por el CBD de los niveles de Glutamato están mediados, al menos parcialmente, 

por el receptor CB2 200,510. Numerosos estudios han sugerido la escasa afinidad de este 

fitocannabinoides con los receptores CB1 y CB2 198,199,510. Sin embargo, el bloqueo del receptor 

CB2 anula los efectos neuroprotectores de CBD en modelos de daño cerebral neonatal isquémico 

198,199,510. La explicación de la participación de CB2 en los efectos de CBD estriba en la formación 

de heterodímeros entre este receptor y el receptor 5-HT1A, demostrada en el cerebro inmaduro 

en condiciones basales y aumentada tras procesos de hipoxia-isquemia 200,510. La activación de 

estos receptores por el CBD inhibe la entrada de calcio intracelular y por tanto la salida de 

Glutamato mediante la activación de los canales dependientes de Calcio 510. En condiciones 

patológicas como la HIV 549, se ha encontrado una sobreexpresión del receptor CB2 

(posiblemente como mecanismo endógeno de defensa) especialmente en células gliales, lo que 

interviene en la reducción de los niveles inflamatorios 555–558. A su vez, la modulación de este 

receptor promueve el correcto funcionamiento e integridad de la BHE mediante la regulación 

de la proteína Rac1, proteína intracelular que promueve la proliferación y diferenciación de las 

CEs 559–561. Además, la activación del receptor de Adenosina 2 227,510 y la liberación del NT GABBA 

mediante la modulación del receptor serotoninérgico 473,510,550 también participan en la 

reducción de los niveles de Glutamato por el CBD, lo que tendría efectos beneficiosos sobre la 

protección de los progenitores oligodendrogliales en estadios muy tempranos de la enfermedad 

199.  

Estos datos, junto con el aumento en los niveles de expresión de los endocannabinoides AEA, 2-

AG, PEA y OEA observado en nuestro modelo (Fig. S4), sugiere que de manera indirecta el CBD 

también podría estar ejerciendo su efecto neuroprotector en la HIV mediante la modulación del 

SEC; sin embargo, sería necesario llevar a cabo estudios adicionales para confirmar esta 

hipótesis. 
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El descenso en los niveles de Mioinositol nos demostró que, acorde con otros estudios similares 

198,199,510, el CBD también redujo la disfunción astrocítica presente a corto plazo. Este efecto 

protector del CBD en nuestro modelo sobre los astrocitos es de gran relevancia 92,338,395. Debido 

al papel regulador de estas poblaciones celulares sobre el crecimiento neuronal, el “pruning 

sináptico”, la sinapsis, el mantenimiento de la B E o el flu o de metabolitos 65,79,336,562, la 

disfunción astrocítica favorece el mantenimiento del daño cerebral y la alteración de la SB 

241,256,330. Así, la protección del astrocito en esta y otras enfermedades cerebrales ha suscitado 

especial interés 96,149,244,274. A pesar de que las investigaciones sobre la relación entre el CBD y el 

astrocito son muy limitadas 563, se ha demostrado que el descenso de los niveles de inflamación, 

estrés oxidativo y excitotoxicidad reducen también de manera indirecta la disfunción astrocítica  

198,564. A su vez, se ha evidenciado como la liberación de factores tróficos como el BDNF o las 

neurotrofinas son capaces de modular y reducir la astrogliosis y favorecer la reparación y 

supervivencia del SNC 198,564. Finalmente, la promoción de fenotipo M2 de los macrófagos y 

microglía, efecto observado en nuestro modelo tras el tratamiento con CBD, favorece a la 

disminución de la gliosis 375,419,474,510,562. 

Figura 95. Efecto del CBD en la fisiopatología de la HIV. El CBD es capaz de reducir el volumen de sangrado, la gliosis y 
la permeabilidad de la BHE debido a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antiexcitatorias. 
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Resumen final 

Esta Tesis Doctoral evidencia que, independientemente del grado de lesión, es de vital 

importancia abordar el daño secundario de la HIV lo más tempranamente posible, y mantener 

el tratamiento de manera continuada durante el mayor tiempo posible. Queda además probada 

la relevancia de la BHE a la hora de explicar los eventos fisiopatológicos que conducen 

finalmente al daño de la SB y la PC. 

El tratamiento con CBD antes y después del daño redujo la inflamación, el estrés oxidativo, la 

excitotoxicidad y el daño en BHE reduciendo la gliosis y promoviendo un estado neuroprotector 

mediante el cambio del fenotipo de microglía y macrófagos hacia uno M2. No está claro cuáles 

son las dianas por las que el CBD puede estar ejerciendo este efecto, pero una explicación 

plausible sería la activación de los factores PPAR y Nfr2, ya que este efecto es de gran eficacia 

neuroprotectora111,396 . Quedaría por dilucidar el posible papel de la activación del SEC, y en 

concreto del receptor CB2.  La administración prenatal de CBD permite que, una vez se produzca 

la inyección de Colagenasa de Chlostridium, se inicien los mecanismos de protección y 

reparación de la BHE. Además, manteniéndose durante al menos 5 días más gracias a la 

posterior administración tras el daño, el CBD sería capaz de evitar la progresión del sangrado y 

el desarrollo de los eventos fisiopatológicos. Como consecuencia, se produce una menor 

liberación de productos derivados de la lisis eritrocitaria y a un menor reclutamiento de 

microglía y macrófagos a causa de la preservación de la integridad de la BHE. Todo ello conducirá 

a la protección del correcto desarrollo de las células más afectadas, los oligodendrocitos, 

produciendo finalmente la prevención de las secuelas.  Estos efectos, junto con el alto perfil de 

seguridad de este fitocannabinoide, la ausencia de efectos secundarios y sus excelentes 

resultados en el daño cerebral neonatal de origen isquémico, hace que la propuesta del CBD 

como posible candidato en la prevención de la HIV sea muy prometedora. 
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Las conclusiones de esta Tesis Doctoral son: 

1. La inyección paraventricular de Colagenasa de Chlostridium en ratas PND 1 induce la aparición 

de una hemorragia intraventricular con una extensión y unas secuelas que reproducen las 

observadas en el PE y el EPBN, así como algunas de sus características fisiopatológicas:  

• Se produce un daño en la SB a consecuencia de la alteración de la supervivencia y 

maduración oligodendroglial desde sus estadios más inmaduros. 

• Se produce una alteración de la BHE, que se mantiene al menos durante los primeros 

quince días tras el daño. 

• Como consecuencia de la hiperpermeabilidad de la BHE, se produce un aumento de la 

infiltración de macrófagos y reclutamiento microglial, ambos con fenotipo 

proinflamatorio o M1. 

• Por ello, se produce un incremento de la neuroinflamación, el estrés oxidativo y la 

excitotoxicidad, con el consiguiente daño tisular a corto y largo plazo. 

2. El tratamiento con el fitocannabinoide CBD tiene efectos beneficiosos sobre las consecuencias 

de la HIV en este modelo dependiendo del modo de administración:  

• La administración de CBD tras la inducción de la hemorragia, especialmente administrado 

en dosis múltiples, previene parcialmente el daño tisular y las secuelas secundarias a la 

misma, aunque no evita la lesión de la SB. 

• La administración prenatal un día antes del parto permite alcanzar concentraciones 

neuroprotectoras en el cerebro del feto, evitando el daño de la SB en las crías lesionadas, 

aunque induce beneficios neuroconductuales sólo parciales. 

• La administración combinada de CBD antes del nacimiento y después de la inducción de 

la hemorragia es la forma más eficaz de tratamiento, reduciendo el volumen de daño 

cerebral a corto y largo plazo y el daño de la SB, y como consecuencia evitando el 

desarrollo de secuelas neuroconductuales. 
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3. EL CBD consigue estos efectos neuroprotectores modulando diferentes procesos 

fisiopatológicos inducidos por la hemorragia: 

• Tiene un efecto antiinflamatorio, promoviendo el cambio del fenotipo de las células 

inmunológicas hacia uno de tipo M2, resultando en la disminución de la producción de 

CKs proinflamatorias. 

• Tiene un efecto antiexcitotóxico, reduciendo la concentración cerebral de Glutamato tras 

la inducción de la hemorragia. 

• Tiene un efecto antioxidante, reduciendo la oxidación proteica cerebral tras la inducción 

de la hemorragia. 

• Como consecuencia, preserva la integridad funcional de la BHE, limitando la 

hiperpermeabilidad inducida por la hemorragia y reduciendo la fragilidad vascular en la 

MG, lo que a su vez limita la progresión de la hemorragia, así como la infiltración de células 

proinflamatorias, con el consiguiente beneficio sobre la reducción de la respuesta 

inflamatoria.  

4. Por todo lo anterior, el CBD puede postularse como un tratamiento prometedor para la 

prevención de la Páralisis Cerebral hemorrágica en PE.  
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Figura S2. El tratamiento con VCE 005.1 previene el déficit motor y cognitivo a medio y largo plazo. (A) Segundos 
necesarios para que el animal gire 180º en una plataforma con una pendiente de 45º. (B) Suma de la puntuación del 
reflejo de Grip en todas las patas del animal. (C) Preferencia por la pata ipsilateral. (D) Segundos(E) Preferencia por el 
objeto nuevo. Los datos representados son la media de cada grupo ±  SEM. Se utilizó no paramétrico Kruskal-Wallis 
seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; ($ respecto 
a los animales HIV + VEH). (N=8) 
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Figura S1. Efecto del tratamiento con VCE 005.1 en la HIV. La administración del fármaco no reduce el 
porcentaje de lesión ni su mantenimiento a lo largo del tiempo. (A) Porcentaje de lesión a PND 6 (B) 
Porcentaje de lesión a PND 45 (C) Estudios correlacionales de la lesión a corto y largo plazo. Los datos 
representados son la media de cada grupo ±  SEM. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante una T-
Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 ($ respecto a los animales HIV + VEH). En la Fig. C, los datos 
no siguen una distribución normal, por lo que se realizó una correlación de Spearman.  (N=8). 
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Figura S3. Análisis del daño en la SB a largo plazo en el tratamiento con VCE 005.1. El tratamiento con este compuesto previene 
parcialmente el daño en la SB a largo plazo. (A) Ratio de los niveles de intensidad de señal MBP en lado ipsilateral vs contralateral 
del CC. (B) Área del CC. (C) Ratio entre el área del hemisferio ipsilateral vs hemisferio contralateral. Los datos representados son la 
media de cada grupo ±  SEM. Se utilizó no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p 
< 0.001 (* respecto a los animales SHM + VEH; $ respecto a los animales HIV + VEH) (N=8). 
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Figura S4. Niveles de ECs en el cerebro de las crías cuyas madres fueron tratadas con una dosis variable de CBD. El 
pretratamiento con CBD aumenta el tono endocannabinoide especialmente en concentraciones elevadas. (A) Niveles de 
AEA (B) Niveles de 2-ag (C) Niveles de PEA (D) Niveles de OEA. Los datos representados son la media de cada grupo ± 
SEM. Se utilizó no paramétrico Kruskal-Wallis seguido de un post-test de Dunn. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* 
respecto a la dosis de 10 mg/kg; % respecto a la dosis de 50 mg/kg ; & respecto a la dosis de 100 mg/kg) (N=8) 
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Figura S6. Comparación entre los niveles de células Cd11b+ / Cd45 High y Low a corto y medio 
plazo en el grupo control. Los datos representados son la media de cada grupo ±  SEM. Se 
llevó a cabo el análisis estadístico mediante una T-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 
0.001 (* respecto a la población Cd45 Low). (N=8) 
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Figura S5. Comparación entre los niveles de los niveles de iNOS / Arg-1 a corto y medio plazo en los 
controles. Los datos representados son la media de cada grupo ±  SEM. Se llevó a cabo el análisis estadístico 
mediante una T-Student. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p < 0.001 (* respecto a los niveles obtenidos a PND 
14). (N=8) 
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Figura S7. Comparación de los diferentes parámetros entre los controles tratados prenatalmente con vehículo o con 
CBD. El pretratamiento con CBD no produce ninguna alteración conductual ni molecular en un individuo sano. (A) 
Niveles de expresión de iNOS / Arg-1. (B) Niveles de los marcadores de integridad de SB. (C) Tiempo en girar 180º en la 
prueba de la Geotaxia invertida. (D) Preferencia por el objeto nuevo en la prueba del NOR. (E) Niveles de expresión de 
los principales marcadores de daño. Los datos representados son la media de cada grupo ±  SEM. Se llevó a cabo el 
análisis estadístico mediante una T-Student. (N=8) 



 

 
233 

 

  

 

P   1 

P     

 

  E

     E E

       ER       E ER 

Figura S8. Comparación entre los animales lesionados en función del grado de hemorragia a corto plazo. No existen 
diferencias significativas entre el grupo HIV lesionado en función de su grado de lesión. (A) Segundos necesarios para que 
el animal gire 180º en una plataforma con una pendiente de 45º. (B) Suma de la puntuación del reflejo de Grip en todas 
las patas del animal. (C) Preferencia por la pata ipsilateral. (D) Segundos (E) Preferencia por el objeto nuevo. Los datos 
representados son la media de cada grupo +- SEM. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante Mann-Whitney. (N=12) 
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Figura S9. Comparación en el volumen de lesión entre sexos. No existen diferencias entre 
machos y hembras en el volumen de lesión a PND 6. Los datos representados son la media de 
cada grupo ± SEM. Se llevó a cabo el análisis estadístico mediante Mann-Whitney. (N=15) 



 

 
234 

 

  



 

 
235 

Índice de Figuras 

Figura 1. Algoritmo utilizado para clasificar el subtipo de PCI según la Surveillance of Cerebral Palsy in 

Europe (del inglés, SCPE)._______________________________________________________________ 22 
Figura 2. Alteraciones en la madre durante el embarazo pueden afectar al correcto neurodesarrollo del 

individuo. ___________________________________________________________________________ 23 
Figura 3. Mapa demográfico sobre los países con mayor porcentaje de casos de embarazos prematuros. 

 ___________________________________________________________________________________ 25 
Figura 4. Comparación de prematuro (<37 semanas de gestación), bajo peso al nacer (<2500 gramos) y 

PEG (menos del percentil 10 de peso al nacer).  _____________________________________________ 26 
Figura 5. (A) Gráfica del porcentaje de casos prematuros extremos. (B) Gráficas del porcentaje 

mortalidad y morbilidad según el peso del RN. (C) Porcentaje de casos de PCI a causa de la inmadurez del 

RN _________________________________________________________________________________ 27 
Figura 6. Grafica representativa de la incidencia en la mortalidad neonatal según el peso del RN (A) y la 

EG (B). ______________________________________________________________________________ 28 
Figura 7. Distintos eventos que ocurren durante el desarrollo del cerebro en humanos. _____________ 29 
Figura  8. Cerebro en sección coronal a las 28 semanas de gestación que muestra eventos críticos en el 

desarrollo cortical. ____________________________________________________________________ 32 
Figura 9. Integrantes de la UNV. _________________________________________________________ 33 
Figura 10. Integrantes de la BHE: Las Uniones Estrechas. _____________________________________ 34 
Figura 11. (A) Imagen representativa de los tipos de Hemorragias craneales que se producen en el ser 

humano. (B) Diagrama de la MG y las estructuras colindantes. ________________________________ 37 
Figura 12. Imagen ilustrativa del tipo de daño según el grado de lesión. Adaptado de Hancock 1995 __ 40 
Figura 13. Esquema de la producción de DVPH en el PE y EBPN. ________________________________ 41 
Figura 14. (A) Productos de degradación de la lisis de eritrocitos como consecuencia de la rotura de los 

vasos de la MG. La liberación de Fe produce una hiperproducción de radicales -OH que promueven el 

daño neuronal. _______________________________________________________________________ 44 
Figura 15. Esquema representativo de los receptores implicados en los procesos excitotoxicos y 

consecuencia de la liberación de Glutamato al interior del oligodendrocito. ______________________ 47 
Figura 16. Metabolismo de la adenosina y sus efectos sobre las OPC. Descripción general del 

metabolismo de la adenosina y las acciones inducidas por el receptor de adenosina sobre el desarrollo 

oligodendroglial.. _____________________________________________________________________ 48 
Figura 17. Papel de la microglía en función de su fenotipo reparador o inflamatorio en diversas 

patologías. __________________________________________________________________________ 50 
Figura 18. Esquema de la activación de la vía proinflamatoria dependiente del receptor TLR-4 por la 

acción de los productos resultantes de la lisis de eritrocitos. La activación de este receptor promueve la 

translocación de NFk-B y la síntesis de CKs, quemoquinas y enzimas con efecto citotóxico. __________ 52 
Figura 19. (A) Origen embrionario de los macrófagos y microglía (B) Marcadores representativos de cada 

fenotipo. ____________________________________________________________________________ 53 
Figura 20. Alteración de la BHE como consecuencia de los componentes de la sangre ______________ 54 
Figura 21. Esquema de las consecuencias a largo plazo producidas por la HIV ____________________ 56 
Figura 22. Interacciones entre las vías PPARγ y Nrf2. _________________________________________ 62 
Figura 23. Procesos fisiológicos principales en los que participa el SEC y función que desempeña. _____ 64 
Figura 24. Principales vías de síntesis y degradación del SEC___________________________________ 65 
Figura 25. Propiedades neuroprotectoras del CBD en la EHI ___________________________________ 68 
Figura 26. Esquema representativo del Diseño Experimental 1 _________________________________ 76 
Figura 27. Esquema representativo del Diseño experimental 2 _________________________________ 78 
Figura 28. Esquema representativo del Diseño experimental 3 _________________________________ 79 
Figura 29. (A) Imagen del procedimiento quirúrgico (B) Imagen representativa de la MG en el cerebro de 

una rata Wistar PND1 _________________________________________________________________ 81 
Figura 30. (A) Imagen representativa del test de la Geotaxia invertida (B) Imagen representativa del test 

del Grasp (C) Imagen representativa del test del Grip ________________________________________ 85 

file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728056
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728056
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728057
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728057
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728058
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728058
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728059
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728059
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728060
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728060
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728060
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728061
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728061
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728062
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728063
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728063
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728064
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728065
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728066
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728066
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728067
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728068
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728069
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728069
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728069
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728070
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728070
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728071
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728071
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728071
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728072
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728072
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728073
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728073
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728073
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728074
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728074
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728075
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728076
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728077
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728078
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728079
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728080
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728081
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728082
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728083
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728084
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728084
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728085
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728085


 

 
236 

Figura 31. (A) Imagen representativa del CRT (B) Imagen representativa del BW (C) Imagen 

representativa del NOR ________________________________________________________________ 88 
Figura 32. Selección de las poblaciones viables de microglía y macrófagos. ______________________ 102 
Figura 33. Ganancia de peso. __________________________________________________________ 105 
Figura 34. La inyección de Colagenasa de Chlostridium produce un daño variado que se mantiene a lo 

largo del tiempo. ____________________________________________________________________ 106 
Figura 35. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45).

 __________________________________________________________________________________ 107 
Figura 36. Número de células con marcaje NeuN+, GFAP+ e Iba-1+ tanto en corteza como en estriado.. 108 
Figura 37. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión. __________ 109 
Figura 39. Análisis de la afectación sobre el linaje oligodendroglial a medio plazo por CF. __________ 110 
Figura 38. Marcadores de cada estadío madurativo del linaje oligodendroglial __________________ 110 
Figura 40. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a 

PND 6. _____________________________________________________________________________ 112 
Figura 41. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE. ____ 113 
Figura 42. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b / CD45 a PND 6. ____________________ 114 
Figura 43. Análisis por WB de los niveles de expresión de marcadores proinflamatorios.) __________ 115 
Figura 44. Relación entre la inflamación y el daño a nivel funcional y en la BHE. __________________ 116 
Figura 45. Niveles de glutamato, lactato, mioinositol y oxidación proteica. ______________________ 118 
Figura 46. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV llevado a cabo a 

PND 6.) ____________________________________________________________________________ 119 
Figura 47. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE. ____ 120 
Figura 48. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b / CD45 a PND 14. ___________________ 121 
Figura 49 Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios. __________________ 122 
Figura 50. Imagen representativa de la posible extravasación de Gd en el grupo control y HIV llevado a 

cabo a PND 45. ______________________________________________________________________ 123 
Figura 51. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE. ____ 124 
Figura 52. Para medir la evolución de los niveles de de MMP9 y Mfsd2a a lo largo del tiempo.) _____ 124 
Figura 53. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b / CD45 a PND 45. ___________________ 125 
Figura 54. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b / CD45 a lo largo del tiempo. _________ 126 
Figura 55. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios.) _________________ 127 
Figura 56. Evolución de los niveles de expresión de TLR-4 y Nfk-B a lo largo del tiempo. ____________ 128 
Figura 57. Ganancia de peso. __________________________________________________________ 129 
Figura 58. Efecto del CBD administrado a las 6 horas después del daño sobre la lesión.) ___________ 130 
Figura 59. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45).

 __________________________________________________________________________________ 131 
Figura 60. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo.) ______ 132 
Figura 61. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el 

tratamiento de CBD a las 6h. ___________________________________________________________ 133 
Figura 62. Efecto del CBD administrado a las 6, 18 y 24 horas después del daño sobre la lesión. _____ 135 
Figura 63. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45).

 __________________________________________________________________________________ 136 
Figura 64. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el 

tratamiento de CBD a las 6h. ___________________________________________________________ 137 
Figura 65. Ganancia de peso. __________________________________________________________ 138 
Figura 66. Efecto del CBD administrado en múltiples dosis sobre la lesión. ______________________ 139 
Figura 67. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45).

 __________________________________________________________________________________ 140 
Figura 68. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo. ______ 141 
Figura 69. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el 

tratamiento de CBD en múltiples dosis. __________________________________________________ 142 
Figura 70. Ganancia de peso. __________________________________________________________ 144 
Figura 71. Efecto del CBD administrado prenatalmente sobre el porcentaje de lesión.. ____________ 145 

file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728086
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728086
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728087
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728088
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728089
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728089
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728090
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728090
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728091
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728092
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728093
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728094
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728095
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728095
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728096
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728097
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728098
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728099
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728100
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728101
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728101
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728102
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728103
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728104
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728105
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728105
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728106
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728107
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728108
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728109
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728110
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728111
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728112
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728113
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728114
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728114
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728115
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728116
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728116
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728117
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728118
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728118
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728119
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728119
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728120
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728121
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728122
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728122
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728123
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728124
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728124
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728125
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728126


 

 
237 

Figura 72. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45).

 __________________________________________________________________________________ 146 
Figura 73. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo. ______ 147 
Figura 74. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el 

tratamiento de CBD en múltiples dosis.). _________________________________________________ 148 
Figura 75. Ganancia de peso. __________________________________________________________ 149 
Figura 76. Efecto del CBD administrado de forma combinada sobre el porcentaje de lesión. ________ 150 
Figura 77. Puntuación de los test neuroconductuales realizados a medio (PND 14) y largo plazo (PND 45).

 __________________________________________________________________________________ 151 
Figura 78. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios a largo plazo. ______ 152 
Figura 79. Análisis del daño en la SB a largo plazo y su relación con el volumen de lesión en el 

tratamiento de CBD en múltiples dosis. __________________________________________________ 153 
Figura 80. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control, HIV + Veh y HIV + CBD 

llevado a cabo a PND 6.. ______________________________________________________________ 156 
Figura 81. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE. ____ 157 
Figura 82. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b / CD45 a PND 6. ____________________ 158 
Figura 83. Análisis por WB de los niveles de expresión de marcadores proinflamatorios. ___________ 159 
Figura 84. Niveles de glutamato, lactato, mioinositol y oxidación proteica. ______________________ 160 
Figura 85. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV vehículo y CBD 

llevado a cabo a PND 14. ______________________________________________________________ 161 
Figura 86. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE. ____ 162 
Figura 87. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b / CD45 a PND 14. ___________________ 163 
Figura 88. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores proinflamatorios. _________________ 164 
Figura 89. Imagen representativa de la extravasación de Gd en el grupo control y HIV vehículo y CBD 

llevado a cabo a PND 45. ______________________________________________________________ 165 
Figura 90. Análisis bioquímico de la expresión de marcadores de daño y permeabilidad de BHE. ____ 166 
Figura 91. Análisis por CF de los niveles de expresión CD11b / CD45 a PND 45. ___________________ 167 
Figura 92. Cambio en los niveles de expresión de marcadores inflamatorios a lo largo del tiempo. ___ 168 
Figura 93. Análisis de la afectación sobre el linaje oligodendroglial a medio plazo por CF. __________ 170 
Figura 94. Esquema representativo del desarrollo del daño en la HIV. __________________________ 184 
Figura 95. Efecto del CBD en la fisiopatología de la HIV. _____________________________________ 192 
Figura S2. El tratamiento con VCE 005.1 previene el déficit motor y cognitivo a medio y largo plazo.  _ 229 
Figura S1. Efecto del tratamiento con VCE 005.1 en la HIV. ___________________________________ 229 
Figura S3. Análisis del daño en la SB a largo plazo en el tratamiento con VCE 005.1. ______________ 230 
Figura S4. Niveles de ECs en el cerebro de las crías cuyas madres fueron tratadas con una dosis variable 

de CBD. ____________________________________________________________________________ 230 
Figura S5. Comparación entre los niveles de los niveles de iNOS / Arg-1 a corto y medio plazo en los 

controles. __________________________________________________________________________ 231 
Figura S6. Comparación entre los niveles de células Cd11b / Cd45 High y Low a corto y medio plazo en el 

grupo control. _______________________________________________________________________ 231 
Figura S7. Comparación de los diferentes parámetros entre los controles tratados prenatalmente con 

vehículo o con CBD. __________________________________________________________________ 232 
Figura S9. Comparación en el volumen de lesión entre sexos. _________________________________ 233 
Figura S8. Comparación entre los animales lesionados en función del grado de hemorragia a corto plazo.

 __________________________________________________________________________________ 233 

 

 

  

 

 

file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728127
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728127
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728128
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728129
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728129
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728130
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728131
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728132
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728132
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728133
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728134
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728134
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728135
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728135
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728136
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728137
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728138
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728139
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728140
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728140
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728141
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728142
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728143
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728144
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728144
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728145
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728146
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728147
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728148
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728149
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728150
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728151
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728152
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728153
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728154
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728154
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728155
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728155
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728156
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728156
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728157
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728157
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728158
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728159
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68728159


 

 
238 

Índice de Tablas 

 

Tabla 1. Lista principales secuelas a corto y largo plazo como consecuencia de la prematuridad y del 

extremado bajo peso del RN. ____________________________________________________________ 24 
Tabla 2. Papel de las distintas CKs en la fisiopatología de la HIV _______________________________ 51 
Tabla 3. Modelos preclínicos que reproducen la HIV _________________________________________ 57 
Tabla 4. Esquema temporal de los distintos tratamientos con CBD en los Diseños Experimentales 2 y 3 83 
Tabla 5.Relación de anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunohistoquímica _________________ 95 
Tabla 6. Relación de anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunotinción _____________________ 98 
Tabla 7. Relación de anticuerpos utilizados en los ensayos de CF ______________________________ 101 
Tabla 8. Niveles de CBD (pmol/mg) en tejido cerebral y en sangre en cada dosis administrada 

prenatalmente. _____________________________________________________________________ 143 
Tabla 9. Resumen de la comparación entre los diferentes tratamientos en las pruebas descritas 

anteriormente. ______________________________________________________________________ 155 

 

file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68727907
file:///C:/Users/Aarón/Desktop/TESIS/Tesis%20escritura/Tesis%20escrita/MANUSCRITO%20COMPLETO%20070421%20bis.docx%23_Toc68727907

	Tesis Aaron del Pozo Sanz
	PORTADA
	ABREVIATURAS
	ÍNDICE
	RESUMEN/ABSTRACT
	RESUMEN
	ABSTRACT

	INTRODUCCIÓN
	HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	MATERIALES Y MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXO




