
CENTRO DE INVESTIGACIÓN Y DE ESTUDIOS 

AVANZADOS 

DEL INSTITUTO POLITÉCNICO NACIONAL 

 
 

                   SEDE SUR 

 

                         DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGÍA 

 
 

 
Estudio del efecto del cannabidiol en monoterapia o en combinación 

con antiepilépticos, en la expresión de crisis convulsivas generalizadas 

recurrentes en rata 

 
 
 

TESIS  
 

Que presenta: 
 

M. EN C. CHRISTIAN LIZETTE FRÍAS SORIA 
 
 
 

Para obtener el grado de 
 
 

DOCTORA EN CIENCIAS 
 

EN NEUROFARMACOLOGÍA Y TERAPÉUTICA EXPERIMENTAL 
 
 
 
 

Directora de la Tesis: 
 

Dra. Luisa Lilia Rocha Arrieta 
 
 

 
 
 

Ciudad de México       Febrero, 2023 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Este proyecto fue realizado en el Laboratorio 8 del Departamento de 

Farmacobiología, ubicado en la Sede Sur del Centro de Investigación y de 

Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. La dirección de esta 

tesis estuvo a cargo de la Dra. Luisa Lilia Rocha Arrieta, Investigadora 

Cinvestav 3E y miembro del Sistema Nacional de Investigadores nivel III. 

 

El trabajo fue realizado gracias al apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y 

Tecnología (CONACyT)  

No. de Proyecto A3-S-26782 

No. de Beca 704471 

 

Adicionalmente agradezco a los Laboratorios HEMPMeds, LLC, USA por 

haber donado el cannabidiol utilizado durante el desarrollo del proyecto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Dedicatoria 

 

A mis padres, Yolanda Soria Arriola y Arturo Frías García, por su gran apoyo, 

cariño incondicional y por toda la dedicación que han mostrado a lo largo de 

mi formación profesional, ustedes han sido fundamentales para culminar este 

proceso. 

 

A mi hermana Yolanda María del Carmen Frías Soria, por todos sus cuidados, 

por la paciencia, su apoyo y cariño infinitos. Por estar siempre pendiente de 

mis necesidades para lograr cada una de mis metas. 

 

A mi hermano Arturo César Frías Soria que ha sido un ejemplo de fortaleza 

ante todos los retos personales y laborales que enfrenta día con día. 

 

A Eunice Yolanda Badillo Frías por su paciencia, confianza y apoyo, sin 

importar las circunstancias. 

 

A Francisco del Valle Orozco por sus cuidados y apoyo a pesar de las 

condiciones adversas. 

 

A mis sobrinos, César Patricio Frías Hernández y Génesis Abigail Frías 

Hernandez, por ser ese incentivo que nos hace mejorar en todos los aspectos 

de la vida. 

 

A CDK,  Luz María Luna Flores y Patricia Janette Hernández Villegas, porque 

a pesar de su breve paso por mi vida me dejaron grandes enseñanzas y 

nuevos retos. 

 

 

 

 



Agradecimientos 

A la Dra. Luisa L. Rocha Arrieta por darme su orientación y apoyo para la 

toma de decisiones, por abrir nuevamente las puertas de su laboratorio, por 

todos los desvelos, su gran paciencia y dedicación. Pero sobre todo por la 

confianza y motivación que me brindó durante los momentos más difíciles. 
 

A la Dra. Sandra A. Orozco Suárez y la Dra. Mónica E. Ureña Elisa 

Guerrero, gracias por darme la oportunidad de trabajar en su laboratorio, por 

dedicarme su tiempo, darme las herramientas y la orientación necesaria para 

realizar este trabajo. 
 

A mis sinodales: Dra. Claudia González Espinosa, Dra. Leticia Gómez 

Víquez y Dr. Francisco J. López Muñoz, agradezco su gran paciencia y sus 

aportaciones para enriquecer constantemente este trabajo. Al Dr. David 

Centurión Pacheco y a la Dra. Janet Murbartián Aguilar por su cálida 

atención como coordinadores del Programa de Doctorado.  
 

A la Dra. Vinnitsa Buzoianu Anguiano, el Dr. José Luis Castañeda Cabral, 

la Q.F.I. Francia Carmona Cruz y el Dr. Daniel Pérez Pérez muchas gracias 

por su amistad, por toda la paciencia para resolver todas y cada una de mis 

dudas (sin importar el día y la hora), por darme todas las facilidades para 

trabajar en las mejores condiciones.    
 

A Christopher Martínez Aguirre y Daniel Fonseca Barriendos, gracias por 

hacerme sentir bienvenida en el laboratorio desde el primer momento, por su 

esfuerzo para hacerme una persona “más sociable”, por todo su apoyo. A 

Cindy L. Santiago Castañeda, Alma Pinedo Rodríguez y Ángeles Nuñez 

Lumbreras, son un ejemplo de fortaleza, constancia y dedicación. Gracias por 

ser las mejores maestras, la mejor compañía, las mejores compañeras de 

viaje. A Adacrid Durán Colunga y Saúl Huerta de la Cruz gracias por su 

amistad y todas esas pláticas terapéuticas. Amigos tienen todo mi cariño y 

admiración! 
 

A Guadalupe Valle Dorado, Marysol Segovia Oropeza, Martín Saenz 

Castro, Monserrat Fuentes Mejía, Félix I. López Presa, aunque la 

convivencia fue breve, gracias por su confianza y sus comentarios en los 

seminarios. 
 

A mis amigos de Centro Médico: Josué, Angélica, Jared, Mayra, Stephany, 

Víctor y David, gracias por adoptarme y hacerme sentir como en casa. 
 

Agradezco el apoyo brindado por el personal del bioterio y al personal de 
vigilancia por brindarme siempre la mejor atención (a pesar de la hora). 



Índice 

Índice de Figuras ....................................................................................... 1 

Índice de Tablas ........................................................................................ 1 

Lista de abreviaturas ................................................................................ 2 

Resumen .................................................................................................... 4 

Abstract ...................................................................................................... 5 

1. Introducción ....................................................................................... 6 
1.1 Epilepsia ...................................................................................... 6 

1.1.1 La severidad intrínseca de la epilepsia ...................................... 7 
1.1.2 Cambios cerebrales inducidos por la actividad epiléptica ......... 8 
1.1.3 Cambios inducidos en la barrera hematoencefálica – unión 
neurovascular por la actividad epiléptica.............................................. 9 

1.2 Cannabidiol y epilepsia ............................................................ 14 
1.2.1 Farmacocinética del cannabidiol ............................................. 14 
1.2.2 Farmacodinamia del cannabidiol ............................................. 16 
1.2.3 Evidencias clínicas del uso del cannabidiol en epilepsias de 
difícil control ....................................................................................... 18 
1.2.4 Evidencias preclínicas del uso de cannabidiol en el control de 
crisis generalizadas ............................................................................ 19 

2. Justificación ..................................................................................... 21 

3. Hipótesis ........................................................................................... 21 
3.1 Hipótesis 1 ................................................................................. 21 
3.2 Hipótesis 2 ................................................................................. 21 

4. Objetivos ........................................................................................... 22 

5. Material y métodos ........................................................................... 23 
5.1 Metodología general ................................................................. 23 

5.1.1 Animales .................................................................................. 23 
5.1.2 Habituación ............................................................................. 23 
5.1.3 Grupos Experimentales ........................................................... 23 
5.1.4 Inducción de crisis convulsivas generalizadas repetidas, estado 
epiléptico y evaluación de la conducta ............................................... 25 
5.1.5 Ensayo cruzado ....................................................................... 26 

5.2 Western blot de proteínas de la barrera hematoencefálica ... 29 
5.3 Experimentos ............................................................................ 32 

5.3.1 Experimento 1: Caracterización de la actividad convulsiva 
durante la administración repetida de MP .......................................... 32 
5.3.2 Experimento 2: Evaluación del efecto de la administración 
aguda de CBD en animales sometidos a crisis convulsivas repetidas 32 
5.3.3 Experimento 3: Caracterización de la actividad convulsiva 
durante la administración repetida de CBD ........................................ 33 
5.3.4 Experimento 4: Evaluación del efecto de la administración 
aguda y subcrónica de CBD en combinación con antiepilépticos ...... 33 



5.3.5 Experimento 5. Determinación de la expresión de las proteínas 
de la barrera hematoencefálica .......................................................... 33 

5.4 Análisis de resultados .............................................................. 34 
5.4.1 Experimentos 1 a 4 .................................................................. 34 
5.4.2 Experimento 5 ......................................................................... 34 

6. Resultados ........................................................................................ 35 
6.1 Experimento 1. La inducción de crisis convulsivas generalizadas 
repetidas incrementó la severidad de la actividad convulsiva................ 35 
6.2 Experimento 2: La administración aguda de CBD redujo la 
prevalencia de estado epiléptico en animales sometidos a crisis 
convulsivas generalizadas repetidas ..................................................... 36 
6.3 Experimento 3: La administración subcrónica de CBD redujo la 
prevalencia de estado epiléptico en animales sometidos a crisis 
convulsivas generalizadas repetidas ..................................................... 36 
6.4 Experimento 4: La administración aguda de cannabidiol en 
combinación con fenobarbital mantuvo elevada la severidad de la 
actividad convulsiva (estado epiléptico) en el grupo MP ....................... 37 

6.4.1 En animales del grupo CBD-MP, el fenobarbital evitó las crisis 
mayores y disminuyó la severidad de la actividad convulsiva (estado 
epiléptico) ........................................................................................... 38 
6.4.2 El cannabidiol en combinación con fenitoína en los animales del 
grupo MP exacerbó la severidad de la actividad convulsiva (estado 
epiléptico ............................................................................................ 38 
6.4.3 En animales con antecedente de cannabidiol subcrónico la 
fenitoína evitó las crisis convulsivas mayores y mantuvo elevada la 
severidad de la actividad convulsiva (estado epiléptico ..................... 39 

6.5 Experimento 5 ........................................................................... 41 
6.5.1 La inducción de crisis convulsivas generalizadas repetidas se 
asoció a un incremento en la expresión de VEGF-A y claudina-5 ..... 41 
6.5.2 La administración aguda de CBD se asoció a una expresión de 
eNOS similar a condiciones control e incrementó la expresión de 
claudina-5 en animales sometidos a crisis convulsivas generalizadas 
repetidas ............................................................................................ 42 
6.5.3 La administración subcrónica de CBD evitó los efectos de las 
crisis convulsivas repetidas en la expresión de VEGF y eNOS ......... 43 

7. Discusión .......................................................................................... 44 

8. Conclusiones .................................................................................... 55 

9. Perspectivas y limitaciones ............................................................ 55 

10. Referencias ....................................................................................... 58 
 
 
 



 1 

 

Índice de Figuras  

Figura 1. Epilepsia y respuesta al tratamiento. .......................................... 6 
Figura 2. El daño a la barrera hematoencefálica favorece la 

hiperexcitabilidad neuronal. ............................................................... 12 
Figura 3. La liberación de VEGF favorece la disrupción de la barrera 

hematoencefálica. ................................................................................ 13 
Figura 4. Metabolismo del cannabidiol ..................................................... 15 
Figura 5. Blancos moleculares del cannabidiol ....................................... 17 
Figura 6. Diseño experimental ................................................................... 24 
Figura 7. Protocolo experimental usado para evaluar los efectos de los 

diferentes tratamientos en las ratas del grupo MP ........................... 28 
Figura 8. Protocolo experimental usado para evaluar los efectos de los 

diferentes tratamientos en las ratas del grupo CBD-MP .................. 29 
Figura 9. Tejido procesado para la determinación de expresión de 

proteínas por la técnica de Western blot ........................................... 30 
Figura 10. Fase de intensidad máxima de actividad convulsiva y 

prevalencia de estado epiléptico durante las administraciones 
repetidas de MP ................................................................................... 35 

Figura 11. Fase de intensidad máxima de la actividad convulsiva y 
prevalencia de estado epiléptico durante el tratamiento subcrónico 
con cannabidiol ................................................................................... 37 

Figura 12. Expresión de VEGF-A y de proteínas asociadas a su vía 
transduccional en animales control vs animales sometidos a crisis 
convulsivas generalizadas repetidas (grupo MP). ............................ 41 

Figura 13. Expresión de VEGF-A y de proteínas asociadas a su vía 
transduccional en animales sometidos a crisis convulsivas 
generalizadas repetidas tratados con una dosis única de CBD 
(grupo MP, 200 mg/kg v.o.). ................................................................ 42 

Figura 14. Expresión de VEGF-A y de proteínas asociadas a su vía 
transduccional en los animales de los grupos CBD-MP y CBD-MP.43 

Figura 15. Reguladores de la expresión de claudina-5 ........................... 49 
 
 
 

Índice de Tablas 

Tabla 1. Proteínas de unión de la barrera hematoencefálica .................. 11 
Tabla 2. Farmacocinética del cannabidiol en diferentes especies ......... 15 
Tabla 3. Antiepilépticos que comparten blancos moleculares con el 

cannabidiol ........................................................................................... 18 
Tabla 4. Escala de evaluación de crisis generalizadas ........................... 26 
Tabla 5. Anticuerpos utilizados en los ensayos de western blot para 

determinar la expresión de proteínas de la barrera hematoencefálica
 ............................................................................................................... 31 

Tabla 6. Latencia y prevalencia de las crisis convulsivas menores y 
mayores y estado epiléptico ............................................................... 40 

file://///Users/christian/Documents/CINVES/Doctorado/Proyecto%20CBD%20&%20CC/Tesis/Revisón-correcciones/CENTRO%20DE%20INVESTIGACIÓN%20Y%20DE%20ESTUDIOS%20AVANZADOS.docx%23_Toc126677539
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Resumen 

Las crisis convulsivas severas recurrentes se asocian al desarrollo de estado 
epiléptico y farmacorresistencia, por lo que existen gran interés en identificar 
fármacos que eviten dicha progresión. Además,  diversos estudios sugieren 
una relación entre la severidad de la epilepsia y el daño a la barrera 
hematoencefálica. El cannabidiol (CBD) es un fármaco con propiedades 
anticonvulsivas, antiinflamatorias y neuroprotectoras. El propósito de este 
trabajo fue evaluar el efecto de la administración de CBD en monoterapia o en 
combinación con antiepilépticos en la expresión y severidad de la actividad 
convulsiva; así como los efectos del CBD en la expresión de proteínas de la 
BHE. Metodología: Grupo MP:  Ratas Wistar macho recibieron ácido 3-
mercaptopropiónico (MP) i.p. cada 12 h por 5 días para inducir crisis 
convulsivas generalizadas repetidas. Los animales fueron sometidos a un 
ensayo cruzado, recibiendo CBD (200 mg/kg v.o.), fenitoína (PHT 75 mg/kg 
i.p.), fenobarbital (PB 15 mg/kg i.p.) en monoterapia y en combinación. Grupo 
CBD-MP: Las ratas se manipularon como el grupo MP, con la diferencia de 
que recibieron CBD (50 mg/kg v.o.) durante la inducción de crisis convulsivas 
repetidas. Grupo control: Las ratas se manipularon como el grupo MP, con la 
diferencia de que recibieron solución fisiológica (1 ml/kg/día i.p.) en lugar de 
MP. La administración de MP indujo crisis convulsivas mayores y menores. El 
estado epiléptico registrado durante las últimas administraciones se consideró 
como un marcador de severidad. La expresión de proteínas de la BHE en 
animales control se comparó con la de animales que recibieron tratamiento 
agudo y subcrónico con CBDl.  Resultados: El CBD no modificó la expresión 
de las crisis convulsivas, pero redujo la prevalencia de estado epiléptico en 
ambos grupos experimentales. PHT disminuyó la expresión de crisis 
convulsivas mayores pero no modificó la prevalencia de estado epiléptico 
(grupos MP y CBD-MP). El CBD combinado con PHT no modificó estos 
efectos. El PB disminuyó la expresión de crisis convulsivas mayores, un efecto 
más evidente cuando se combinó con CBD (grupos MP y CBD-MP). La 
combinación de PB y CBD redujo la expresión de estado epiléptico en el grupo 
CBD-MP.  La mortalidad en los grupos MP y CBD-MP al final del ensayo 
cruzado fue de 30% y 9% respectivamente (p=0.2). La inducción de crisis 
convulsivas generalizadas repetidas incrementó significativamente la 
expresión del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y claudina-
5 (CLD-5). El tratamiento con cannabidiol incrementó significativamente la 
expresión de CLD-5 en ambos grupos experimentales (MP y CBD-MP). 
Mientras que el grupo con antecedente de tratamiento subcrónico (grupo CBD-
MP) mostró una expresión del VEGF similar al grupo control. Conclusiones: 
El tratamiento subcrónico con CBD reduce la severidad de la actividad 
convulsiva e induce cambios en la expresión de VEGF y CLD-5. 
Adicionalmente, cuando el CBD subcrónico se asocia a fármacos 
anticonvulsivos apropiados reduce la expresión de crisis convulsivas mayores. 
Sin embargo, se requieren estudios adicionales para identificar las 
consecuencias funcionales de los cambios de expresión de VEGF y CLD-5 y 
su posible relación con la expresión/severidad de la actividad convulsiva. 
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Abstract 

 
Recurrent and high frequency severe seizures facilitate the drug resistant 
phenotype in epilepsy and status epilepticus, so there is great interest in 
identifying drugs that prevent such progression. Several studies suggest a 
relationship between the severity of epilepsy and blood-brain barrier (BBB) 
disruption. Cannabidiol (CBD) is a drug with anticonvulsant, anti-inflammatory 
and neuroprotective effects. The aim of this study was to evaluate the effects 
of cannabidiol alone or in combination with antiseizure drugs in the expression 
of recurrent generalized seizures in a rat model; as well as the effects of CBD 
on the expression of BBB proteins. Methodology: MP group: Male Wistar rats 
received 3-mercaptopropionic acid (MP) i.p. every 12 h for 5 days to induce 
recurrent generalized seizures. Thereafter, the animals were submitted to a 
crossover protocol to receive different treatments with CBD (200 mg/kg p.o.), 
phenytoin (PHT 75 mg/kg i.p.) and phenobarbital (PB 15 mg/kg i.p.), alone and 
in combination. CBD-MP group: Rats were manipulated as MP group, but they 
received CBD during the induction of recurrent seizures. Control group: Rats 
were handled as the MP group, but they received saline solution (1 ml/kg/día 
i.p.) instead of MP. Minor and major seizures were induced after each MP 
administration. Status epilepticus (SE) detected during the last MP 
administrations was considered a sign of high seizure severity. Moreover, the 
BBB proteins expression of the animals with acute administration (MP group) 
and subchronic administration of CBD (CBD-MP group), was compared with 
the control group. Results: CBD did not modify the expression of the MP 
induced seizures but reduced the prevalence of SE in both experimental 
groups. PHT decreased the expression of major seizures but did not modify 
the prevalence of SE (MP and CBD-MP groups). CBD combined with PHT did 
not modify these effects. PB diminished the expression of major seizures, an 
effect more evident when combined with CBD (MP and CBD-MP groups). The 
combination of PB and CBD reduced the expression of SE of group CBD-MP. 
The mortality rate of MP and CBD-MP groups at the end of the crossover 
protocol was 30% and 9%, respectively (p=0.2). Induction of repeated 
generalized seizures significantly increased the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) and claudin-5 (CLD-5). CBD significantly 
increased the expression of claudin-5 (CLD-5) in both experimental groups (MP 
and CBD-MP). While, the history of subchronic treatment (CBD-MP group) was 
related to a VEGF expression similar to the control group. Conclusions: 
Subchronic treatment with CBD reduces the seizure severity and induces 
changes in VEGF and CLD-5 expression. Additionally, when subchronic CBD 
is associated with appropriate anticonvulsant drugs, it reduces the expression 
of major seizures. However, further studies are required to identify the 
functional consequences of changes in VEGF and CLD-5 expression and their 
possible relationship with the expression/severity of seizure activity. 
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1. Introducción 

1.1 Epilepsia 

La epilepsia es una enfermedad neurológica que afecta a 

aproximadamente 50 millones de personas a nivel mundial (World Health 

Organization, 2019). Este padecimiento se caracteriza por la sincronización 

anormal de una población de neuronas, que ocurre de forma recurrente y 

espontánea. Estos eventos tienen consecuencias neurobiológicas, 

psicológicas y cognitivas (Fisher et al., 2014), sin embargo, las repercusiones 

trascienden más allá del individuo que la padece. La severidad de la 

enfermedad y la falta de respuesta al tratamiento (Fig. 1) tienen gran impacto 

a nivel económico (Beghi, Garattini, Ricci, Cornago, & Parazzini, 2004; Tetto 

et al., 2002) y familiar  (Jakobsen & Elklit, 2021). Adicionalmente, estos 

factores también incrementan el riesgo de muerte asociada a epilepsia 

(Devinsky, 2022; Hesdorffer et al., 2011; Kothare & Trevathan, 2018).  

 

Figura 1. Epilepsia y respuesta al tratamiento. 
En la epilepsia existe una predisposición al desarrollo de crisis epilépticas de manera 
recurrente y espontánea. Las crisis epilépticas son la manifestación clínica de la sincronización 
anormal de una población de neuronas. Aproximadamente la tercera parte de los pacientes 
no logra el control del padecimiento a pesar del tratamiento adecuado, esta falta de respuesta 
está influenciada por diversos factores (Löscher et al.,  2020). Para fines de este estudio 
destacan la severidad de la epilepsia y las alteraciones en la barrera hematoencefálica. 

 



 7 

1.1.1 La severidad intrínseca de la epilepsia 

El objetivo principal del tratamiento es el control de las crisis 

epilépticas con un mínimo de efectos adversos, sin embargo, esto no es 

posible en todos los casos (Wolfgang Löscher, 2002).  Hasta un tercio de los 

pacientes no logra alcanzar la libertad de crisis a pesar de la prescripción 

adecuada y el apego al tratamiento. Uno de los factores que podría ser 

determinante en la respuesta terapéutica es la severidad del padecimiento, 

ya que se considera que las epilepsias más severas son más difíciles de 

tratar. La hipótesis de la severidad intrínseca de la epilepsia se basa en 

estudios clínicos y preclínicos que han permitido establecer una asociación 

entre una alta frecuencia de crisis y el desarrollo de farmacorresistencia 

(Rogawski, 2013; Rogawski & Johnson, 2008). Hasta el momento, se han 

diseñado múltiples instrumentos para evaluar clínicamente la severidad de la 

epilepsia, en los cuales se han considerado factores adicionales a la 

frecuencia de las crisis (Todorova, Velikova, Kaprelyan, & Tsekov, 2013). 

Aunque estas escalas a menudo son subjetivas y no existe un consenso 

respecto a su aplicación, hay elementos en común que es posible monitorear, 

como el tipo de crisis epilépticas (p. Ej. crisis convulsivas generalizadas), su 

duración e intensidad (Beniczky, Arbune, Jeppesen, & Ryvlin, 2020; Cramer 

& French, 2008).    

Se ha sugerido que la duración de las crisis epilépticas podría ser 

un buen marcador de severidad, ya que las crisis epilépticas prolongadas 

favorecen el deterioro funcional del paciente (Claassen, Lokin, Fitzsimmons, 

Mendelsohn, & Mayer, 2002; Cramer & French, 2008). Por lo general, las 

crisis epilépticas son breves y autolimitadas (Betjemann & Lowenstein, 2015), 

debido a que durante el transcurso de éstas se desencadenan mecanismos 

homeostáticos que reducen la excitabilidad (Kovács et al., 2018). Sin 

embargo, en ocasiones puede presentarse una falla en el inicio de los 

mecanismos responsables de la terminación de la crisis epilépticas, 

perpetuando la hiperexcitabilidad y generando en consecuencia un estado 

epiléptico (Trinka et al., 2015). Dado que la presentación de estado epiléptico 
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se asocia a una alta morbi-mortalidad, éste se considera como la máxima 

expresión de la epilepsia (Walker, 2018). 

Se ha propuesto que las crisis epilépticas severas recurrentes no 

solo facilitan el fenotipo farmacorresistente (Rogawski, 2013; Rogawski & 

Johnson, 2008), sino que favorecen la presentación de estado epiléptico 

(Lambrechtsen & Buchhalter, 2008; Sánchez Fernández et al., 2014). Estas 

implicaciones tienen sustento en estudios preclínicos que muestran que las 

crisis convulsivas repetidas producen un incremento progresivo de su 

severidad (Auzmendi et al., 2014; Ferland & Applegate, 1998; Szot et al., 

2001) y eventualmente conducen a estado epiléptico (Auzmendi et al., 2014; 

Girardi, González, & Lazarowski, 2005).  

 

1.1.2 Cambios cerebrales inducidos por la actividad epiléptica 

Es posible que la progresión de la severidad sea consecuencia de 

los cambios bioquímicos, anatómicos y funcionales producidos por las crisis 

convulsivas repetidas (Cole, Koh, & Zheng, 2002; Kälviäinen & Salmenperä, 

2002;  Löscher & Friedman, 2020; Meldrum, 2001).  

 

1.1.2.1 Neuroinflamación inducida por la actividad epiléptica  

La inflamación es un proceso fisiológico que se desencadena en 

respuesta a un estímulo dañino, sin embargo, las alteraciones en su 

regulación se han relacionado con la progresión de enfermedades como la 

epilepsia. Cuando el proceso inflamatorio ocurre en el sistema nervioso 

central (SNC), participan astrocitos, neuronas, células endoteliales de la 

barrera hematoencefálica y células de la microglia. Dichas células liberan 

mediadores como la IL-1 y TNF-  que favorecen la respuesta inflamatoria 

y son capaces de modificar la excitabilidad neuronal (Vezzani, Balosso, & 

Ravizza, 2008; Vezzani, French, Bartfai, & Baram, 2011; Vezzani & Granata, 

2005; Vezzani, Ravizza, Balosso, & Aronica, 2008). La hiperexcitabilidad 

neuronal generada por las crisis epilépticas induce un proceso 
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neuroinflamatorio que se asocia a resistencia farmacológica (Kumar et al., 

2022) y al incremento en la severidad de la enfermedad (frecuencia y 

duración de las crisis) (Löscher et al., 2020; Vezzani, Balosso, & Ravizza, 

2019).  

 

 

1.1.2.2 Plasticidad neuronal 

Las crisis convulsivas de difícil control favorecen la formación de 

circuitos hiperexcitables que incrementan su actividad con el paso del tiempo 

(Fang, Xi, Wu, & Wang, 2011). La remodelación de circuitos neuronales 

secundaria a las crisis convulsivas repetidas genera cambios a largo plazo 

que inducen la formación de conexiones aberrantes. Los cambios en la 

plasticidad neuronal han sido caracterizados principalmente en modelos de 

crisis convulsivas secundariamente generalizadas (Pitkänen & Sutula, 2002). 

Este es el caso del kindling amigdalino, en donde se ha observado que los 

estímulos eléctricos subconvulsivos repetidos facilitan la propagación a 

estructuras como el tálamo y la corteza frontal. Estos cambios en la 

plasticidad de los circuitos neocórtico-límbicos se asocian estrechamente a 

la progresión de la severidad de las crisis convulsivas (intensidad máxima y 

duración) (Blumenfeld et al., 2007).  Por otra parte, la inducción de crisis 

generalizadas repetidas en la edad temprana se ha vinculado con la 

reorganización de circuitos sinápticos en el hipocampo que incrementan la 

susceptibilidad a la presentación de crisis convulsivas en la edad adulta, 

además de producir alteraciones en el aprendizaje y la memoria (Holmes, 

Gairsa, Chevassus-Au-Louis, & Ben-Ari, 1998). 

 

 

1.1.3 Cambios inducidos en la barrera hematoencefálica – unión 

neurovascular por la actividad epiléptica 

La microvasculatura cerebral tiene características únicas que le 

permiten regular el paso de moléculas y células del sistema inmune desde la 
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circulación sanguínea hacia el parénquima celular. Las células endoteliales 

de la barrera hematoencefálica carecen de fenestraciones y cuentan con 

uniones adherentes y uniones estrechas que les permiten regular de forma 

dinámica su permeabilidad paracelular (Hawkins & Davis, 2005). Tanto las 

uniones estrechas como las uniones adherentes, están conformadas por 

diversas proteínas transmembranales que interactúan con proteínas 

intracelulares de andamiaje (Tabla 1). La composición de estas proteínas en 

la microvasculatura cerebral y la comunicación cruzada (cross-talk) que se 

establece entre éstas es fundamental para la integridad y el adecuado 

funcionamiento de la barrera hematoencefálica (Tietz & Engelhardt, 2015). 

Destaca entre ellas la claudina-5, proteína esencial para la supervivencia que 

regula la permeabilidad paracelular de moléculas de bajo peso molecular 

(Nitta et al., 2003).  

El endotelio y la membrana basal actúan como una barrera física 

permitiendo una estricta regulación del microambiente cerebral (Xu, Nirwane, 

& Yao, 2019). La membrana basal está compuesta por un complejo proteico 

que además de dar soporte estructural, tiene  componentes que participan 

en vías de señalización relacionadas con crecimiento, diferenciación y 

migración celular (Yurchenco, 2011). Adicionalmente, las células endoteliales 

se encuentran en estrecha relación con astrocitos, pericitos y neuronas, 

conformando la unión neurovascular. Esta interacción tiene gran importancia 

para mantener la integridad de la barrera y modular el flujo sanguíneo 

cerebral (Bennett & Kim, 2021; Iadecola, 2017). La maduración de la barrera 

hematoencefálica (barriergénesis) requiere la formación de membrana basal, 

uniones estrechas y uniones adherentes. Este proceso está finamente 

regulado por el microambiente cerebral, por lo que en condiciones 

patológicas se puede alterar el equilibro entre la proliferación de células 

endoteliales (angiogénesis) y la barriergénesis (Umans et al., 2017; van 

Lanen et al., 2021).  
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Tabla 1. Proteínas de unión de la barrera hematoencefálica 

Uniones estrechas Uniones adherentes 
Proteínas 

intracelulares de 
andamiaje 

Claudinas 

CLD-1, CLD-2, CLD-3, 
CLD-5, CLD-11, CLD-12 

Cadherinas 

E-cadherina, VE-cadherina, 
N-cadherina 

Cateninas 

p120-catenina, α-
catenina, β-catenina, γ-

catenina 

Occludina 

Moléculas de adhesión 
de la unión 

JAM-A (1), JAM-B (2), 
JAM-C (3) 

Fosfotirosina fosfatasa 
específica endothelial 

VE-PTP Zonnula occludens 
ZO-1, ZO-2, ZO-3 

Tricelulina Nectina 

 

Es importante señalar que existe una gran diversidad en el origen, 

la composición molecular, la función y disposición de las distintas células que 

conforman la unión neurovascular. Esto, aunado a la variabilidad regional en 

la densidad y el diámetro de los capilares, le confiere diferencias funcionales 

(Noumbissi, Galasso, & Stins, 2018; Wilhelm, Nyúl-Tóth, Suciu, Hermenean, 

& Krizbai, 2016). Sin embargo, debido a que los procesos patológicos 

generan modificaciones en el microambiente cerebral aún quedan muchos 

aspectos por dilucidarse.   

Diversos estudios indican que la inducción de crisis convulsivas 

produce disrupción transitoria de la barrera hematoencefálica y extravasación 

de albúmina (Nitsch & Klatzo, 1983; Sahin, Ilbay, & Ates, 2003; Sokrab, 

Kalimo, & Johansson, 1989). Este compromiso en la integridad de la barrera 

se ha relacionado con cambios a largo plazo en la excitabilidad neuronal (Fig. 

2) (Ivens et al., 2007; Seiffert, 2004).  
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Figura 2. El daño a la barrera hematoencefálica favorece la hiperexcitabilidad neuronal. 
En el cerebro con epilepsia se establece un círculo vicioso en el que las alteraciones en la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica facilitan la presentación de crisis convulsivas 
generando inflamación, daño y en consecuencia más crisis convulsivas. La actividad 
convulsiva favorece la activación endotelial, la expresión de moléculas de adhesión (Icam, 
Vcam, P-selectina, E-selectina) promueve el reclutamiento e ingreso de células de sistema 

inmune. Los astrocitos y microglía activada liberan IL-1, TNF- y VEGF; en consecuencia 
hay cambios en la expresión de las proteínas de las uniones estrechas. Adicionalmente, la 
liberación de VEGF induce la formación de vasos aberrantes que exacerban las alteraciones 
en la permeabiliad. El incremento en la permeabilidad permite el paso de moléculas como la 

albúmina, la cual es capaz de activar al receptor de TGF-. Este evento genera alteraciones 
en la regulación del potasio favoreciendo la hiperexcitabilidad neuronal mediada por 

receptores NMDA (Wolfgang Löscher, 2020). Por otra parte, tanto la IL-1 como el TNF- 
pueden favorecer la neurotransmisión glutamatérgica a través de la fosforilación de receptores 
NMDA (Viviani et al., 2003) e incremento en la disponibilidad de receptores AMPA 
(Leonoudakis et al., 2004).   

 
 
 

Por otra parte, estudios recientes sugieren que la disfunción de la 

barrera hematoencefálica de pacientes con epilepsia resistente a fármacos, 

se asocia a cambios en la expresión de proteínas de las uniones estrechas y 

del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Castañeda-Cabral 

et al., 2020). Evidencias en modelos animales y pacientes con epilepsia 

indican que durante las crisis convulsivas e incluso en el periodo post-ictal 

hay hipoperfusión e hipoxia tisular (Farrell et al., 2016; Tran, George, Teskey, 

& Gordon, 2020). Esta situación, aunada al incremento en la actividad 

neuronal, pueden dar lugar al incremento de factores angiogénicos como el 

VEGF (van Lanen et al., 2021). La interacción del VEGF con su receptor 



 13 

VEGF-R2 incrementa la permeabilidad vascular (Fig. 3). Este círculo vicioso 

que se establece incrementa la severidad intrínseca de la enfermedad 

(Wolfgang Löscher et al., 2020), puesto que el daño a la barrera 

hematoencefálica es capaz de generar crisis epilépticas, contribuye al 

proceso de  epileptogénesis y favorece el sostenimiento de las crisis 

epilépticas (Marchi & Lerner-Natoli, 2013).     

 

Figura 3. La liberación de VEGF favorece la disrupción de la barrera hematoencefálica. 
La hiperexcitabilidad neuronal y la hipoxia inducida durante las crisis favorecen la liberación 
de VEGF. La activación del receptor 2 (VEGF-R2) en la célula endotelial produce la 
activación de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) que fosforila a la cinasa AKT y a su vez 
fosforila a la óxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) incrementando la producción de óxido 
nitríco. Adicionalmente AKT puede activar al factor de transcripción ETS e inducir en 
consecuencia a las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP2 y MMP9), produciendo la degradación 
de claudina-5 y en consecuencia inccrementando la permeabilidad. Modificado de Van 
Lanen et al (2021). 

 

Tanto en pacientes como en modelos animales de epilepsia focal 

se han descrito cambios en la expresión del VEGF (Rigau et al., 2007), por 

lo que se ha sugerido la utilidad de un tratamiento anti-VEGF para evitar los 

cambios progresivos en este tipo de epilepsia (Morin-Brureau, Rigau, & 

Lerner-Natoli, 2012). Benini et al. (2016) observaron que el tratamiento con 

sunitinib (inhibidor tirosina-cinasa de receptores VEGF-R1, VEGF-R2, PDGF-

R β) evita las crisis espontáneas post-estado epiléptico en el modelo de litio-
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pilocarpina. Sin embargo, dado que el VEGF es un factor neurotrófico 

importante identificar recursos terapéuticos que permitan modular la acción 

del VEGF, así como los posibles cambios en su expresión por la inducción 

de crisis generalizadas. 

 

 

1.2 Cannabidiol y epilepsia  

El cannabidiol (CBD) es un fitocannabinoide no psicotrópico de la 

planta del género Cannabis, que tiene dos subespecies principales Cannabis 

sativa y Cannabis indica. Los primeros esfuerzos por aislar los componentes 

de la planta llevaron a su hallazgo incidental en el siglo pasado  (Adams et 

al., 1941a; Adams et al, 1941b; Adams et al., 1940a; Adams et al., 1940b; 

Jacob & Todd, 1940), sin embargo, su estructura actual fue caracterizada 

hasta los años 60 (Mechoulam & Shvo, 1963).  

 

1.2.1 Farmacocinética del cannabidiol 

Actualmente existen pocos estudios que evalúen la farmacocinética 

del cannabidiol (administrado en monoterapia) en humanos sanos (Millar, 

Stone, Yates, & O’Sullivan, 2018). Los parámetros farmacocinéticos del 

cannabidiol varían con respecto a la dosis y la vía de administración (Tabla 

2).  

Adicionalmente, la variabilidad individual en la farmacocinética del 

fármaco está influenciada por el sexo y la composición corporal de los sujetos 

participantes en los estudios clínicos (Williams et al., 2021). Cuando la 

administración es por vía oral, tiene una baja biodisponibilidad (6%) ya que 

experimenta efecto de primer paso hepático e intestinal (Itin et al., 2020). 

Aunque la ingesta de alimentos incrementa la concentración plasmática y la 

biodisponibilidad del cannabidiol y sus metabolitos (7-COOH-CBD y 7-OH-

CBH) (Birnbaum et al., 2019; Crockett et al., 2020; Taylor et al., 2018), se han 

realizado diversos esfuerzos para mejorar las formas farmacéuticas (Atsmon, 

Heffetz, Deutsch, Deutsch, & Sacks, 2018; Knaub et al., 2019). 
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Tabla 2. Farmacocinética del cannabidiol en diferentes especies 

Especie Vía 
Dosis 

(promedio) 
Tmax 

(h) 
Cmax 

(ug/ml) 
Vm  
(h) 

Referencia 

Humano 

Oral 

1.5-20 mg 
(14±15 mg) 1.9±1.2 

0.0028 
± 

0.0022 

1.09-
1.97 (Atsmon et 

al., 2018; 
Crockett, et 
al., 2020; 
Nelson et 
al., 2020) 

100-800 mg 
(525±340 

mg) 
3.1±0.3 

0.131 
± 

0.082 

3.6-
41.3 

Inhalación 
1.5-20 mg 

(3.5±5.5 mg) 
0.3±0.3 

0.0353 
± 

0.0413 
≈ 2 

Rata 
Oral 120 mg/kg 2 a 6 2-3.2 4-4.6 

(Deiana et 
al., 2012) 

i.p 120 mg/kg 0.5 a 2 2.4-2.6 
7.75-
10.1 

Ratón 
Oral 120 mg/kg 1 2.2 2-6 

i.p. 120 mg/kg 2 14.3 4-24 

Cmax: Concentración plasmática máxima; i.p.: Intraperitoneal; Tmax: Tiempo en alcanzar la 
concentración plasmática máxima; Vm: Vida media 
 

 

 

   

Figura 4. Metabolismo del cannabidiol 
El proceso inicia en el tracto 
gastrointestinal, sin embargo, el hígado es 
el órgano principal donde se llevan a cabo 
las reacciones de oxidación, hidroxilación 
(CYP450) y glucuronidación (UGT). El 
cannabidiol puede producir inhibición o 
inducción enzimática y en consecuencia 
dar lugar a interacciones farmacológicas. 
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Al igual que otros cannabinoides la lipofilicidad del cannabidiol 

(LogP 6.3) le permite cruzar rápidamente la barrera hematoencefálica (Odi et 

al., 2020). El cannabidiol tiene una alta unión a proteínas (≈ 94%) 

(Biosciences Greenwich, 2022) y su metabolismo está mediado por enzimas 

de la familia del citocromo P450 (CYP450) (Jiang et al., 2011; Watanabe et 

al., 1995; Watanabe et al., 2007) y UGT-glucuronosiltransferasas (UGT) 

(Mazur et al., 2009). Adicionalmente el cannabidiol puede producir cambios 

en el metabolismo de fármacos que son substrato de esta familia de enzimas 

(Al Saabi et al., 2013; Kocis & Vrana, 2020) (Fig. 4).  

 

 

1.2.2 Farmacodinamia del cannabidiol 

Actualmente, el cannabidiol es conocido como un fármaco 

multiblanco, con propiedades anticonvulsivantes, antioxidantes y 

neuroprotectoras (Do Val-da Silva et al., 2017; Hosseinzadeh et al., 2016; 

Rosenberg et al., 2017). Entre sus blancos farmacológicos se encuentran 

canales iónicos, receptores y transportadores (Castillo et al., 2010; Costa et 

al., 2004; Elmes et al., 2015; Ghovanloo et al., 2018; Hind et al., 2016; Holland 

et al., 2006; Holland et al., 2008; Kathmann et al., 2006; Ross et al., 2008; 

Zhu et al., 2006) (Fig. 5). Sin embargo, es importante señalar que algunos de 

estos efectos han sido descritos únicamente in vitro o exclusivamente en 

algunas especies. 
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Figura 5. Blancos moleculares del cannabidiol 
5HT1A, 2A, 3: Receptores serotoninérgicos tipo 1A,2A y 3; Cav: Canales de calcio 
dependientes de voltaje, CB1, CB2: Receptor de cannabinoides 1 y 2; D2: Receptor 
dopaminérgico 2; DOR: Receptor opioide delta; GABA: Ácido gamma-aminobutírico; GPR: 
Receptor acoplado a proteína G; MOR: Receptor opioide mu; Nav: Canales de sodio 
dependientes de voltaje; PPAR: Receptor activados por proliferadores de peroxisomas; 
TRPA1: Receptor de potencial transitorio tipo A1; TRPV1-4: Receptor de potencial transitorio 
vanilloide subtipos 1-4.  

 

Con respecto a su acción anticonvulsiva, los estudios sugieren que 

podría deberse a que el cannabidiol comparte blancos moleculares con 

diversos antiepilépticos (Tabla 3). A estos efectos se suman la reducción de 

la excitabilidad neuronal a través de diferentes mecanismos: 

• El receptor GPR55 es un receptor huérfano acoplado a proteína 

G, que tiene la capacidad de reconocer diferentes 

endocannabinoides y cannabinoides (Pertwee, 2007). El 

bloqueo de este receptor regula la actividad epiléptica al 

disminuir la liberación de calcio intracelular en las sinapsis 

excitatorias CA1-CA3 en el hipocampo (Whalley et al., 2018). 

• El receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1) es 

un canal catiónico no selectivo permeable a calcio (Etemad, 

Karimi, Alavi, & Roohbakhsh, 2022). El cannabidiol actúa como 
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agonista TRPV1 e induce una rápida desensibilización, reduciendo los 

niveles de calcio extracelular (Iannotti et al., 2014). 

•  La disminución en la recaptura de aminoácidos inhibitorios 

como la adenosina (Nichol et al., 2019). 

 

Tabla 3. Antiepilépticos que comparten blancos moleculares con el 
cannabidiol 

Antiepiléptico Blanco molecular Referencias  

Carbamazepina 
eslicarbazepina, fenitoína, 
fosfenitoína, lamotrigina, 
lacosamida, rufinamida, 
topiramato, zonisamida  

Canales de sodio 
dependientes de voltaje 

(Bakas et al., 
2017; Ghovanloo 

et al., 2018; 
Wolfgang Löscher 
et al., 2020; Ross 

et al., 2008) 

Etosuximida, zonisamida  
Canales de calcio 

dependientes de voltaje 
tipo T 

Benzodiacepinas, felbamato, 
fenobarbital, primidona, 
retigabina, topiramato 

Receptor GABAA 

 

1.2.3 Evidencias clínicas del uso del cannabidiol en epilepsias de difícil 

control 

Actualmente el cannabidiol cuenta con la aprobación por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y 

la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para el control de crisis 

generalizadas de difícil control asociadas al síndrome de Dravet, Lennox-

Gastaut (EMA, 2020; FDA, 2018) y esclerosis tuberosa (FDA, 2020). 

Los primeros estudios realizados en pacientes con crisis 

convulsivas secundariamente generalizadas, mostraron beneficios al añadir 

cannabidiol al tratamiento antiepiléptico al que previamente habían tenido 

poca respuesta (Carlini & Cunha, 1981; Cunha et al., 1980).  Las evidencias 

recientes indican que otros pacientes con epilepsias refractarias, podrían 

lograr una mejoría en el control de las crisis epilépticas y en su calidad de 
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vida, al combinar su tratamiento antiepiléptico habitual con cannabidiol 

(Rocha, Frías‐Soria, Ortiz, Auzmendi, & Lazarowski, 2020). Los resultados 

de un estudio abierto sugieren que el cannabidiol reduce la severidad de las 

crisis epilépticas en niños y adultos con epilepsia farmacorresistente 

(DeWolfe, Bebin, Cutter, Liu, & Szaflarski, 2016). En este caso, la disminución 

de la duración de las crisis epilépticas parece tener un papel importante 

(Szaflarski et al., 2018). Adicionalmente se ha señalado que los efectos en la 

severidad de las crisis podrían ser más notables en la población adulta 

(Gaston et al., 2021).  Sin embargo, al presente no hay estudios clínicos que 

evalúen cuáles son los antiepilépticos que ofrecen los mayores beneficios al 

combinarse con cannabidiol.  

 

1.2.4 Evidencias preclínicas del uso de cannabidiol en el control de crisis 

generalizadas 

Las primeras evidencias del efecto anticonvulsivo del cannabidiol 

surgieron en los años 70 (Carlini, Leite, Tannhauser, & Berardi, 1973; 

Izquierdo, Orsingher, & Berardi, 1973). Posteriormente se identificaron los 

posibles beneficios en control de las crisis convulsivas mayores al combinar 

el cannabidiol con antiepilépticos como fenobarbital (PB) o fenitoína (PHT) 

(Chesher & Jackson, 1974; Chesher, Jackson, & Malor, 1975). Sin embargo, 

los estudios preclínicos posteriores se han enfocado a evaluar los efectos del 

cannabidiol en monoterapia en modelos animales de crisis convulsivas 

agudas y modelos de epilepsia.   

 Estudios en modelos animales de crisis convulsivas generalizadas 

(Jones et al., 2010; Vilela et al., 2017), crisis convulsivas secundariamente 

generalizadas (Jones et al., 2012) y estado epiléptico (Patra et al., 2019), 

sugieren que el cannabidiol reduce la fase de intensidad máxima y duración 

de las crisis convulsivas, además de tener un efecto neuroprotector (Mao et 

al., 2015). Uno de los mecanismos más estudiados en estos modelos es su 

acción en algunos elementos del sistema endocannabinoide. El sistema 
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endocannabinoide es un modulador endógeno de la actividad epiléptica, 

incluso se ha destacado el papel del receptor CB1 en la terminación y la 

duración de las crisis convulsivas secundariamente generalizadas (Wallace 

et al., 2003). Aunque el cannabidiol tiene una baja afinidad por los receptores 

cannabinoides (CB1 y CB2), al parecer ejerce una acción indirecta sobre 

éstos al inhibir la hidrólisis y recaptura de anandamida (Bisogno et al., 2001), 

de manera que se ha reportado que la administración de antagonistas CB1 y 

CB2 revierte los efectos observados en la duración de las crisis convulsivas 

(Vilela et al., 2017). Sin embargo, estos hallazgos son controversiales, ya que 

en otros estudios se ha señalado que los efectos anticonvulsivos del 

cannabidiol son independientes del receptor CB1 (Wallace et al., 2001) y 

CB2; destacando la participación del receptor GPR55 (Kaplan, Stella, 

Catterall, & Westenbroek, 2017), vías como mTOR y la reducción de los 

niveles de glutamato en la duración de las crisis convulsivas generalizadas 

(Gobira et al., 2015). 

Por otra parte, dado que el cannabidiol es un fármaco multiblanco 

que generalmente se administra por vía sistémica, es importante evaluar los 

posibles efectos del cannabidiol en otros elementos del sistema nervioso 

central. Este es el caso de la barrera hematoencefálica, que, como se revisó 

previamente juega un papel importante en la severidad intrínseca de la 

epilepsia (sección 1.1.3). En un modelo experimental de diabetes tipo 1 el 

tratamiento con cannabidiol fue capaz de prevenir la ruptura de la barrera 

hematorretiniana y reducir la expresión de VEGF en retina (El-Remessy et 

al., 2006), por lo que cabe la posibilidad de que pueda ejercer un efecto 

similar en la barrera hematoencefálica. Esto destaca la importancia de 

identificar si el cannabidiol ejerce algún efecto a este nivel en asociación con 

cambios en la severidad en un modelo de crisis convulsivas generalizadas 

severas. 
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2. Justificación 

Diversas evidencias sugieren que las crisis convulsivas repetidas 

producen alteraciones a nivel cerebral que facilitan la progresión de su 

severidad. Debido a que los cambios en la barrera hematoencefálica podrían 

estar relacionados con los cambios progresivos en la severidad de las crisis 

epilépticas, es necesario identificar alteraciones en la expresión de proteínas 

de la barrera hematoencefálica secundarias a la inducción de crisis 

convulsivas repetidas.  

Por otra parte, estudios clínicos sustentan que el tratamiento con 

cannabidiol, en combinación con antiepilépticos, reduce la aparición de crisis 

generalizadas y de difícil control. Sin embargo, al presente se desconoce si 

el cannabidiol evita la progresión de la severidad secundaria a la inducción 

de crisis convulsivas generalizadas repetidas. 

 

3. Hipótesis 

3.1 Hipótesis 1 

El cannabidiol reduce la expresión de VEGF y las alteraciones en 

proteínas asociadas a su vía de señalización, ocasionadas por la 

inducción de crisis convulsivas generalizadas repetidas. 

 

3.2 Hipótesis 2 

 

El cannabidiol en monoterapia y/o en combinación con 

antiepilépticos disminuye la severidad de la actividad convulsiva 

asociada a crisis convulsivas generalizadas repetidas en un modelo 

preclínico. 
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4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Analizar el efecto del cannabidiol en la expresión de VEGF y las 

alteraciones en proteínas asociadas a su vía de señalización, 

inducidas por la inducción de crisis convulsivas generalizadas 

repetidas. Así como evaluar el efecto del cannabidiol en 

monoterapia y en combinación con antiepilépticos en la severidad 

de la actividad convulsiva en un modelo preclínico  de crisis 

convulsivas generalizadas repetidas. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

En animales sometidos a crisis convulsivas generalizadas 

repetidas: 

4.2.1 Caracterizar la severidad de la actividad convulsiva y los cambios 

en la expresión de proteínas de la barrera hematoencefálica. 

4.2.2 Determinar el efecto de la administración aguda de cannabidiol en 

la severidad de la actividad convulsiva y en la expresión de 

proteínas de la barrera hematoencefálica. 

4.2.3 Analizar el efecto de la administración subcrónica de cannabidiol en 

la severidad de la actividad convulsiva y en la expresión de 

proteínas de la barrera hematoencefálica. 

4.2.4 Evaluar el efecto de la administración aguda y subcrónica de 

cannabidiol en combinación con fenobarbital o fenitoína en la 

expresión y severidad de la actividad convulsiva (estado epiléptico). 
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5. Material y métodos 

5.1 Metodología general 

5.1.1 Animales 

Se utilizaron ratas Wistar macho (n=40) con un peso de 250-300 g. 

Los animales fueron alimentados ad libitum y se mantuvieron en condiciones 

controladas de humedad (50-60%) y temperatura (20-22 ºC), en una 

habitación con aire acondicionado y ciclos de luz/oscuridad de 12 h. El 

cuidado, el manejo y el uso de los animales de experimentación se llevó a 

cabo de acuerdo con los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el 

Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio (NOM-062-ZOO-1999). 

 

5.1.2 Habituación 

Con la finalidad de evitar las consecuencias del estrés asociado a 

la manipulación (Skilbeck, Johnston, & Hinton, 2010), se realizó un periodo 

de habituación de cinco días en el que se administró por vía intraperitoneal 

solución de cloruro de sodio al 0.9% (SS) 1 ml/kg/día. Adicionalmente, todos 

los animales fueron habituados a la cánula orogástrica con la administración 

de 1 ml de agua por vía oral durante cinco días. Veinticuatro horas después 

de la última administración i.p. de SS, los animales (n=40) fueron divididos 

en los diferentes grupos experimentales.  

 

5.1.3 Grupos Experimentales 

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo, los animales 

fueron divididos en tres grupos básicos (Fig. 6): 

• Grupo MP (n=18): Los animales fueron sometidos a crisis convulsivas 

generalizadas repetidas cada 12 horas durante 5 días  (ver sección 

5.1.4).  

• Grupo CBD-MP (n=18): Los animales recibieron el mismo tratamiento 

que el grupo MP, con la diferencia de que se administró cannabidiol (50 

mg/kg v.o.) 120 minutos antes de la inducción de cada crisis convulsiva 

generalizada. 
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• Grupo control (n=4): La manipulación de los animales fue igual al grupo 

MP, excepto que recibieron administraciones de 1 ml/kg i.p. de solución 

de cloruro de sodio al 0.9% en lugar de ácido 3-mercaptopropiónico. 

 

 

Figura 6. Diseño experimental 
Los animales fueron divididos en tres grupos básicos para llevar a cabo los diferentes 
experimentos, el grupo control permitió la determinación basal de la expresión de proteínas 
de la barrera hematoencefálica. La caracterización de la actividad convulsiva en los 
experimentos 1 y 3 se consideró como la expresión basal de la actividad convulsiva, 
permitiendo evaluar el efecto del CBD solo y en combinación con antiepilépticos 
(experimento 4). BHE: Barrera hematoencefálica, CBD: Cannabidiol, FAE: Fármaco 
anticonvulsivante,  MP: Ácido 3-mercaptopropiónico. 
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5.1.4 Inducción de crisis convulsivas generalizadas repetidas, estado 

epiléptico y evaluación de la conducta  

Para la inducción de crisis convulsivas generalizadas se eligió la 

administración repetida de ácido 3-mercaptopropiónico (MP). Este agente 

convulsivante inhibe competitivamente y de forma transitoria la enzima 

glutamato descarboxilasa (GAD) (Lamar, 1970); adicionalmente activa a la 

enzima GABA transaminasa (GABA-T) encargada de la degradación del 

ácido gamma-aminobutírico (GABA) (De Lores et al., 1973). La combinación 

de ambos mecanismos reduce notablemente los niveles del neurotransmisor 

en diferentes estructuras cerebrales (Karlsson et al., 1974). Conductualmente 

la administración de MP induce crisis convulsivas severas de tipo clónico-

tónico generalizadas, que se caracterizan por tener un inicio abrupto entre 

los 4 a 8 min posteriores a su administración (Lazarowski et al; 2004; W 

Löscher, 1979).  

El MP fue preparado diariamente antes de cada administración en 

solución de cloruro de sodio al 0.9%, previo ajuste del pH con Trizma base 

(pH 7.4).  Los animales recibieron ácido 3-mercaptopropiónico (MP, Sigma 

CAT. M5801) cada 12 horas durante 5 días (8 am y 8 pm). La latencia y 

prevalencia de las crisis convulsivas fue evaluada con base en la escala 

modificada de Velísková et al. (1990, Tabla 4).  La dosis inicial fue de 30 

mg/kg de peso y las dosis subsecuentes se incrementaron paulatinamente 

hasta llegar a una dosis máxima de 37.5 mg/kg. El escalamiento de la dosis 

se llevó a cabo para inducir una respuesta conductual de fase ≥ III en cada 

administración, con una mortalidad reducida. Los cambios conductuales se 

registraron durante los 90 min posteriores a la administración de MP. Las 

fases I a III fueron clasificadas como crisis menores, mientras que las fases 

IV y V se catalogaron como crisis mayores.  
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Tabla 4. Escala de evaluación de crisis generalizadas 

(Modificado de Velíšková et al., 1990) 

Fase Cambios conductuales Tipo de crisis 

I Mioclonias aisladas 

Menores II Clonus incompleto (unilateral, asimétrico) 

III Clonus completo (bilateral, simétrico) 

IV Salto salvaje o corrida salvaje 
Mayores 

V Crisis tónico-clónica 

 

Para fines de este estudio consideramos como un marcador de 

severidad la presentación de estado epiléptico (crisis convulsivas con 

duración ≥ 5 min), por lo que se registró su prevalencia en cada 

administración. En el estudio realizado por Girardi et al., (2005), la 

administración de 45 mg/kg i.p. de MP cada 24 horas condujo a estado 

epiléptico fatal en el 100% de los animales en la administración 13.  

 

5.1.5 Ensayo cruzado  

Durante más de cuarenta años, los ensayos cruzados han permitido 

analizar la respuesta a dos o más tratamientos en un mismo sujeto 

experimental. Se han utilizado con frecuencia para evaluar nuevos fármacos, 

siendo de gran utilidad para comparar sus efectos con las terapias estándar 

(Hedayat & Yang, 2005; Mills et al., 2009). El uso de este diseño es frecuente 

a nivel preclínico y en ensayos clínicos de padecimientos del sistema 

nervioso central (Wellek & Blettner, 2012), tal es el caso de la epilepsia 

(Grabenstatter & Dudek, 2008, 2019; Grabenstatter, Ferraro, Williams, 

Chapman, & Dudek, 2005). Asimismo, ha permitido evaluar la respuesta a 

cannabinoides en sus diferentes usos terapéuticos (Friedman, French, & 

Maccarrone, 2019; Whiting et al., 2015). Entre las ventajas de los ensayos 

cruzados destaca la oportunidad de estimar el efecto del tratamiento con una 

disminución de la variabilidad entre los animales (cada sujeto se evalúa como 

su propio control)  y la reducción de costos (menor número de sujetos 
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experimentales). Este diseño resultó ideal para el presente trabajo, ya que 

nos permitió comparar el efecto del cannabidiol con el de fármacos usados 

en el tratamiento estándar, así como el efecto de la combinación de estos en 

el mismo sujeto experimental. A continuación se describen los tratamientos 

administrados aleatoriamente durante el ensayo cruzado:  

• CBD-PB-MP: Se administró cannabidiol (200 mg/kg v.o.), 60 min 

después se administró fenobarbital (15 mg/kg i.p.) y finalmente 60 min 

después el convulsivante MP (37.5 mg/kg i.p.).   

• CBD-PHT-MP: Se administró de forma similar a lo descrito en el 

tratamiento CBD-PB-MP, excepto que recibieron fenitoína (75 mg/kg 

i.p.) en lugar de fenobarbital.  

• PB-MP: El tratamiento fue similar al enunciado en CBD-PB-MP, excepto 

que se administró vehículo en lugar de cannabidiol.  

• PHT-MP: Se administró de forma similar a lo descrito en el tratamiento 

CBD-PHT-MP, excepto que se administró vehículo en lugar de 

cannabidiol.  

• CBD-MP:  El tratamiento fue similar al mencionado en CBD-PB-MP, 

excepto que se administró vehículo en lugar de fenobarbital. 

 

En el grupo MP se probaron aleatoriamente los 5 tratamientos, 

aplicando uno cada 48 h (Fig. 7). Entre cada uno de los tratamientos se 

indujeron crisis convulsivas con la administración de MP (37.5 mg/kg i.p.). 

Los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos se compararon con 

lo obtenido con el MP solo durante el ensayo cruzado. 

Por otra parte, los animales del grupo CBD-MP recibieron 

únicamente tres de los tratamientos descritos previamente: CBD-PB-MP, 

CBD-PHT-MP, CBD-MP (Fig. 8).  En este caso el estímulo convulsivo se 

mantuvo con 37.5 mg/kg i.p. de MP previa administración de CBD (50 mg/kg 

v.o. 120 min antes).  
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Figura 7. Protocolo experimental usado para evaluar los efectos de los diferentes 
tratamientos en las ratas del grupo MP  
Línea temporal del protocolo y representación esquemática del ensayo cruzado. Después de 
los 5 días de habituación, los animales recibieron MP (30-37.5 mg/kg i.p.) cada 12 h durante 
5 días. El día 6 los animales fueron sometidos a ensayo cruzado en donde recibieron 
aleatoriamente uno de cinco tratamientos cada 48 h. Para mantener el estímulo convulsivo 24 
h después de los tratamientos se aplicó una dosis de MP (37.5 mg/kg i.p). B) Diagrama del 
procedimiento para la aplicación de tratamientos durante el ensayo cruzado. Inicialmente se 
administró CBD (200 mg/kg v.o.) o vehículo (VEH). Sesenta minutos después los animales 
recibieron fenitoína (PHT, 75 mg/kg i.p.) o fenobarbital (PB, 15 mg/kg i.p.) o vehículo. 
Finalmente, sesenta minutos después de la administración del anticonvulsivante (FAE), se 
administró MP (37.5 mg/kg i.p.). La actividad convulsiva se registró durante los 90 min 
posteriores a la administración de MP. 

 
 
 

A) 

B) 
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Figura 8. Protocolo experimental usado para evaluar los efectos de los diferentes 
tratamientos en las ratas del grupo CBD-MP  
A) Línea temporal del protocolo. Después de los 5 días de habituación, los animales recibieron 
CBD (50 mg/kg v.o.) 120 minutos antes de la administración de MP cada 12 h durante 5 días. 
El día 6 los animales fueron sometidos a ensayo cruzado en donde recibieron aleatoriamente 
uno de tres tratamientos cada 48 h. Para mantener el estímulo convulsivo 24 h después de 
los tratamientos se aplicó una dosis de CBD (50 mg/kg v.o.) 120 minutos antes de la 
administración de MP (37.5 mg/kg i.p). B) Diagrama del procedimiento para la aplicación de 
tratamientos durante el ensayo cruzado. Inicialmente se administró CBD (200 mg/kg v.o.). 
Sesenta minutos después los animales recibieron fenitoína (PHT, 75 mg/kg i.p.) o fenobarbital 
(PB, 15 mg/kg i.p.). Finalmente, sesenta minutos después de la administración del 
anticonvulsivante (FAE), se administró MP (37.5 mg/kg i.p.). La actividad convulsiva se registró 
durante los 90 min posteriores a la administración de MP. 

 
 

5.2 Western blot de proteínas de la barrera hematoencefálica 

Para identificar los cambios en la expresión de las proteínas de la 

barrera hematoencefálica, el tejido de los animales sometidos a crisis 

convulsivas generalizadas repetidas fue comparado con tejido de animales 

control.  

A) 

B) 
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Los cerebros fueron colocados uno a uno en una caja de Petri sobre 

una superficie a  -4 ºC para obtener el tejido de interés. Se realizaron dos 

cortes coronales entre el quiasma óptico y los pedúnculos cerebrales, 

posteriormente se realizó un corte sagital sobre la línea media (Fig. 9). 

 

Figura 9. Tejido procesado para la determinación de 
expresión de proteínas por la técnica de Western blot 
Se esquematiza la cara ventral del cerebro de rata en 
donde se representan con líneas sólidas los cortes 
realizados. El segmento identificado con la flecha roja y 
sombreado gris muestra la zona de interés. 

 

Los bloques de tejido cerebral congelado fueron homogenizados en 

solución amortiguadora de radio inmunoprecipitación (RIPA: Tris-HCl 50 mM, 

NaCl 150 mM, EDTA 1 mM y Tritón X-100 1%, pH 7.4), en presencia de un 

coctel de inhibidores de proteasas (Complete, Roche Diagnostics, CAT. 

04693116001) a 4 ºC. Los homogenados se centrifugaron a 13,000 rpm 

durante 30 min a 4 ºC y las alícuotas de los extractos de proteína fueron 

resguardadas inmediatamente a -70 ºC.  La cuantificación de proteínas se 

realizó con el método de Lowry (DC Protein Assay Bio-Rad, CAT. 5000116) 

usando albúmina sérica bovina (BSA, Bio-Rad, CAT. 500-0007 ) como 

estándar. 

El día del experimento se tomó el volumen correspondiente a 30 μg 

de proteína y se añadió solución amortiguadora de Laemmli (Tris-HCl 500 

mM pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, beta-mercaptoetanol 10%, azul de 

bromofenol 0.1%), colocando cada una de las muestras en baño maría para 

su ebullición durante 6 min (volumen final de 20 μl). Para la electroforesis se 

empleó una cámara de western blot conectada a una fuente de poder (Bio-

Rad), en la que se montaron geles de poliacrilamida con duodecil sulfato de 

sodio (SDS-PAGE) al 8% y 10% de acuerdo al peso molecular de la proteína 

de interés. Las muestras y el marcador de peso molecular (4 μl, Thermo 

Scientific Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, CAT. 26634) 
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fueron cargados en el carril correspondiente, colocando solución 

amortiguadora de carga (Laemmli 5 μl) en los carriles vacíos.  

La electroforesis se realizó en solución amortiguadora (Tris 25 mM, 

glicina 192 mM, SDS 0.1%, pH 8.3; Bio-Rad, CAT. 1610723) a 85 V durante 

30 min, seguida de 95 V durante 150 min. Posteriormente los geles y las 

membranas de nitrocelulosa (0.45 µm, GE Healthcare Life Sciences, CAT. 

GE10600002) se montaron en la cámara de transferencia con solución 

amortiguadora (Trizma base 25 mM, glicina 250 mM, metanol 20%, SDS 

0.01%, pH 8.3) a 110 V durante 30 min. Las membranas se lavaron en tres 

ocasiones con PBS-Tween 20 al 0.1% y se incubaron a 4 ºC  durante 1 h en 

agitación suave con el bloqueador inespecífico al 5% (Blot-QuickBlocker, 

EMD Millipore, CAT. WB57) disuelto en PBS-Tween 20 al 0.1%. 

Posteriormente, las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C 

con los anticuerpos primarios (Tabla 5). A continuación, las membranas se 

lavaron en tres ocasiones con PBS-Tween 20 al 0.1% y se incubaron durante 

2 h en agitación suave con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasas 

(Tabla 5). Para eliminar los anticuerpos secundarios de las membranas de 

nitrocelulosa, se sometieron a tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.1% (PBS-

T) y uno con PBS (5 min c/u).  

 

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en los ensayos de western blot para 
determinar la expresión de proteínas de la barrera hematoencefálica 

Anticuerpo Origen Dilución Marca Catálogo 

VEGF-A Conejo 1:1000 (PBS 1X) Abcam Ab46154 

VEGF-R2 Conejo 1:500 (WV) Abcam Ab39256 

eNOS Conejo 1:1000 (PBS 1X) Abcam Ab5589 

Claudina-5 Ratón 1:1000 (PBS 1X) Invitrogen 35-2500 

-Actina Conejo 1:5000 (PBS 1X) Abcam Ab8227 

Anti-mouse Cabra 1:10000 (PBS 1X) Li-Cor 926-80010 

Anti-Rabitt Cabra 
1:10000 (PBS 1X) 
1:7500 (PBS 1X) 

Li-Cor 926-80011 

WV: WestVision Block and Diluent, Vector, CAT. SP-7000 
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Finalmente, las membranas se expusieron durante 5 min a la 

solución de revelado (Thermo Western ECL Blotting Substrate) y se 

analizaron con el software Image Studio (LI-COR).  

 

5.3 Experimentos 

5.3.1 Experimento 1: Caracterización de la actividad convulsiva durante 

la administración repetida de MP  

El propósito de este experimento fue analizar la progresión de la 

severidad de la actividad convulsiva en los animales del grupo MP (n=18). Al 

completar el periodo inicial de inducción de crisis convulsivas generalizadas 

(MP cada 12 horas durante  5 días), los animales continuaron con las 

administraciones de 37.5 mg/kg de MP cada 24 horas hasta completar 

dieciocho administraciones. La prevalencia y la latencia de crisis convulsivas, 

así como la presentación de estado epiléptico convulsivo se registró de 

acuerdo a lo enunciado previamente (sección 5.1.4). 

 

5.3.2 Experimento 2: Evaluación del efecto de la administración aguda de 

CBD en animales sometidos a crisis convulsivas repetidas  

El propósito de este experimento fue determinar el efecto del 

tratamiento agudo con cannabidiol en la severidad de la actividad convulsiva 

y en la expresión de proteínas de la barrera hematoencefálica. Para este 

experimento se utilizaron los animales del grupo MP (n=18, Fig. 6), 

previamente sometidos a la administración repetida de MP. Se evaluó el 

efecto del tratamiento CBD-MP durante el ensayo cruzado (ver sección 5.1.5, 

Fig. 7).  
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5.3.3 Experimento 3: Caracterización de la actividad convulsiva durante 

la administración repetida de CBD  

El propósito de este experimento fue analizar el efecto del 

pretratamiento subcrónico con cannabidiol a lo largo del procedimiento 

experimental. Se usaron animales del grupo CBD-MP. En estos animales se 

caracterizó la actividad convulsiva durante la inducción repetida de crisis 

convulsivas generalizadas y durante el ensayo cruzado cuando recibieron el 

tratamiento CBD-MP (n=18, Fig. 6).  

 

5.3.4 Experimento 4: Evaluación del efecto de la administración aguda y 

subcrónica de CBD en combinación con antiepilépticos 

Un aspecto relevante para el presente trabajo fue indagar si el 

efecto del cannabidiol en la severidad de la actividad convulsiva se mantenía 

al administrarlo en combinación con fármacos antiepilépticos. El propósito de 

este experimento fue determinar el efecto del tratamiento agudo y subcrónico 

con cannabidiol en combinación con antiepilépticos en la severidad de la 

actividad convulsiva. Para este experimento, se utilizaron animales del grupo 

MP (Fig. 7) y del grupo CBD-MP (Fig. 8), los cuales se sometieron a un 

ensayo cruzado (ver sección 5.1.5).  

Los animales fueron sacrificados por decapitación cuatro horas 

después del último tratamiento. Inmediatamente después se obtuvo el tejido 

cerebral y se resguardó a -70 ºC para determinar la expresión de las 

proteínas de la barrera hematoencefálica por la técnica de western blot (ver 

sección 5.2). 

 

5.3.5 Experimento 5. Determinación de la expresión de las proteínas de 

la barrera hematoencefálica  

El propósito de este experimento fue analizar la expresión de las 

proteínas de las uniones estrechas en animales sometidos a crisis 

convulsivas generalizadas repetidas y los posibles efectos del tratamiento 

subcrónico con cannabidiol. Para los ensayos de western blot se utilizó el 
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tejido de animales de los grupos MP y CBD-MP (sección 5.2). Los resultados 

obtenidos se compararon con el grupo control, los cuales fueron sacrificados 

cuatro horas después de la última administración de solución de cloruro de 

sodio al 0.9%. La disposición, el resguardo y procesamiento del tejido se 

realizó con el mismo procedimiento para todos los grupos experimentales 

(sección 5.2).  

 
 

5.4 Análisis de resultados 

5.4.1 Experimentos 1 a 4 

Los valores obtenidos se expresaron como la media ± error 

estándar. El análisis de datos se realizó con el software GraphPad Prism 

versión 7 para Mac OS X. Inicialmente se llevó a cabo el análisis de datos 

con la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la distribución de los datos 

(paramétrica o no paramétrica). La latencia de las crisis mayores y menores 

se analizó mediante la prueba de ANOVA seguida de la prueba de Tukey 

como prueba post hoc. Los datos que mostraron una distribución no 

paramétrica fueron analizados utilizando la prueba de Kruskall-Wallis, 

seguida de la prueba de Dunn. La prevalencia de crisis menores, mayores y 

estado epiléptico se expresó como porcentaje y se analizó con la prueba 

exacta de Fisher. Se consideró un nivel de significancia de α = 0.05.   

 

5.4.2 Experimento 5 

Los datos obtenidos fueron normalizados con respecto a actina para 

obtener los valores de densidad relativa. Posteriormente estos se expresaron 

como el porcentaje de cambio ± error estándar. Debido a que éstos mostraron 

una distribución paramétrica (prueba de Shapiro-Wilk), el análisis estadístico 

se realizó con la prueba de ANOVA, seguida de Tukey como prueba post 

hoc. Se consideró un nivel de significancia de α = 0.05. 
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6. Resultados 

6.1 Experimento 1. La inducción de crisis convulsivas generalizadas 

repetidas incrementó la severidad de la actividad convulsiva 

Durante toda la etapa experimental el grupo MP presentó crisis 

convulsivas clónico-tónicas con una fase de intensidad máxima entre III y IV  

en cada administración (Fig. 10).  

 

 

Figura 10. Fase de intensidad máxima de actividad convulsiva y prevalencia de estado 
epiléptico durante las administraciones repetidas de MP 
(A) La administración repetida de MP indujo crisis convulsivas generalizadas, la fase de 
intensidad máxima se mantuvo constante durante todo el protocolo experimental. (B) En las 
primeras diez administraciones de MP (30-37.5 mg/kg i.p.), algunos animales presentaron 
estado epiléptico. Sin embargo, es notable un incremento progresivo en la prevalencia de 
estado epiléptico durante las últimas administraciones de MP (37.5 mg/kg i.p.). 
 
 

Aunque algunos animales presentaron estado epiléptico durante las 

primeras administraciones de MP, es notable el incremento progresivo de la 

prevalencia, que alcanzó el 67% durante las últimas administraciones de MP 

(dosis 16-18, Fig. 10). La duración del estado epiléptico fue de 14.83 ± 2.7 

min, los animales presentaron crisis menores (61 %) y mayores (39 %).  El 
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grupo MP presentó una tasa de mortalidad del 30% al finalizar el protocolo 

experimental.  

 

 

6.2 Experimento 2: La administración aguda de CBD redujo la 

prevalencia de estado epiléptico en animales sometidos a crisis 

convulsivas generalizadas repetidas  

Durante el ensayo cruzado del grupo MP, el tratamiento CBD-MP 

no modificó la latencia y prevalencia de crisis convulsivas menores (296.5 ± 

39.7 s, 100%) y mayores (591.4 ± 68.8 s, 77.8%). Sin embargo, se observó 

una menor prevalencia de estado epiléptico (22%, p<0.01 vs MP, Tabla 6). 

Estos resultados sugieren que la administración aguda de cannabidiol en 

animales sometidos a crisis convulsivas repetidas reduce la severidad de la 

actividad convulsiva (estado epiléptico). 

 

 

6.3 Experimento 3: La administración subcrónica de CBD redujo la 

prevalencia de estado epiléptico en animales sometidos a crisis 

convulsivas generalizadas repetidas  

En los animales del grupo CBD-MP, tanto la fase de intensidad 

máxima (Fig. 11A) como la latencia y prevalencia de las crisis convulsivas 

menores (338.8 ± 56.2 s, 100%) y mayores (478.9 ± 64.5 s, 62.5%) fueron 

similares a las observadas en el grupo MP (Tabla 6). Sin embargo, la 

prevalencia de estado epiléptico en el grupo CBD-MP fue menor (13%, 

p<0.05 vs MP, Fig. 11B y Tabla 6). Esto sugiere que la administración 

subcrónica de cannabidiol reduce la severidad de la actividad convulsiva 

(estado epiléptico). En este grupo se observó una tasa de mortalidad del 9% 

al finalizar el protocolo experimental (p=0.2 vs MP), que fue 

significativamente mayor a la observada en el grupo control? O no? 
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Figura 11. Fase de intensidad máxima de la actividad convulsiva y prevalencia de 
estado epiléptico durante el tratamiento subcrónico con cannabidiol  
(A) El grupo CBD-MP sometido a la administración repetida de cannabidiol (50 mg/kg v.o.) 
durante la inducción de crisis generalizadas repetidas mostró una fase de intensidad máxima 
similar al grupo MP durante todo el protocolo experimental. (B) Algunos animales del grupo 
CBD-MP presentaron estado epiléptico en las primeras diez administraciones, sin embargo, 
es notable la disminución en la prevalencia de estado epiléptico durante las últimas 
administraciones del protocolo experimental en comparación con los animales del grupo MP. 

 
 
 

6.4 Experimento 4: La administración aguda de cannabidiol en 

combinación con fenobarbital mantuvo elevada la severidad de la 

actividad convulsiva (estado epiléptico) en el grupo MP 

En el ensayo cruzado del grupo MP, la administración de los 

tratamientos PB-MP y CBD-PB-MP no produjo modificaciones en la latencia 

y prevalencia de crisis convulsivas menores (Tabla 6). Sin embargo, se 

observó un incremento en la latencia (1060 ± 235.6, p<0.05 vs MP) y una 

disminución en la expresión de las crisis convulsivas mayores (27.3 %, 

p<0.05 vs MP). A pesar de que la expresión de crisis menores y mayores fue 

similar entre los tratamientos PB-MP y CBD-PB-MP, se observaron 

diferencias en la prevalencia de estado epiléptico; i.e., cuando se administró 
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el tratamiento PB-MP la prevalencia de estado epiléptico (27%, p <0.05 vs 

MP) fue menor a lo observado en el grupo MP. Sin embargo, la 

administración del tratamiento combinado con cannabidiol mantuvo elevada 

la prevalencia de estado epiléptico (CBD-PB-MP 75%, p=0.5 vs MP, Tabla 

6). Debido a que la administración de CBD-PB-MP evitó el efecto en la 

severidad de la actividad convulsivo observado con cada fármaco por 

separado, era indispensable evaluar su efecto en animales con 

administraciones repetidas de cannabidiol (grupo CBD-MP). 

 

6.4.1 En animales del grupo CBD-MP, el fenobarbital evitó las crisis 

mayores y disminuyó la severidad de la actividad convulsiva (estado 

epiléptico) 

En el ensayo cruzado del grupo CBD-MP, el tratamiento CBD-PB-

MP no modificó la latencia (302.9 ± 69.3, p>0.99 vs MP) y prevalencia (100%, 

p>0.99 vs MP) de crisis convulsivas menores en comparación con el grupo 

MP. Sin embargo, evitó la expresión de las crisis convulsivas mayores (0%, 

p<0.01 vs MP). Por otra parte, a diferencia de lo obtenido con el tratamiento 

CBD-PB-MP en el grupo MP, en los animales grupo CBD-MP se observó una 

reducción significativa en la prevalencia de estado epiléptico cuando se 

administró fenobarbital (13%, p <0.05 vs CB-PB-MP y MP, Tabla 6). 

 

 

6.4.2 El cannabidiol en combinación con fenitoína en los animales del 

grupo MP exacerbó la severidad de la actividad convulsiva (estado 

epiléptico)  

En el grupo MP la administración de PHT-MP y CBD-PHT-MP 

durante el ensayo cruzado, no modificó la latencia (PHT-MP 201.2 ± 34.3, 

p>0.99 vs MP; CBD-PHT-MP 268.2 ± 40, p>0.99 vs MP) y expresión de crisis 

convulsivas menores (PHT-MP 100%, p>0.99 vs MP; CBD-PHT-MP 100%, 

p>0.99 vs MP), aunque disminuyó la prevalencia de crisis mayores en 

comparación con las condiciones basales (PHT-MP 8.3%, p>0.01 vs MP; 
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CBD-PHT-MP 15.4%, p>0.01 vs MP, Tabla 6). Con respecto a la expresión 

de estado epiléptico, el tratamiento con PHT-MP no modificó su prevalencia 

(42%, p=0.2 vs MP) e incluso se observó un incremento al combinar con 

cannabidiol (CBD-PHT-MP 100%, p <0.05 vs MP, Tabla 6). 

 

 

6.4.3 En animales con antecedente de cannabidiol subcrónico la fenitoína 

evitó las crisis convulsivas mayores y mantuvo elevada la severidad 

de la actividad convulsiva (estado epiléptico)  

Durante el ensayo cruzado del grupo CBD-MP, el tratamiento con 

CBD-PHT-MP no indujo cambios en la latencia (239.4 ± 33.3, p vs MP) y 

expresión de crisis convulsivas menores (100%, p>0.99 vs MP) en 

comparación con el grupo MP. Sin embargo, el tratamiento con CBD-PHT-

MP disminuyó la prevalencia de crisis mayores  (14.3 %, p< 0.05 vs MP, Tabla 

6). Con respecto a la expresión de estado epiléptico, el tratamiento CBD-

PHT-MP no indujo cambios significativos en la prevalencia con respecto a los 

animales del grupo MP (71%, p=0.6 vs MP, Tabla 6). 
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Tabla 6. Latencia y prevalencia de las crisis convulsivas menores y 
mayores y estado epiléptico 

 
 

 
La expresión de la actividad convulsiva en los grupos MP y CBD-MP se consideró como la 
expresión basal, permitiendo evaluar el efecto del CBD solo y en combinación con 
antiepilépticos (tratamientos- ensayo cruzado). Valores de latencia expresados en 
segundos, valores de prevalencia expresados en porcentaje. CBD: Cannabidiol; MP: Ácido 
3-Mercaptopropiónico; NP: No presentó; PB: Fenobarbital, PHT: Fenitoina. Los valores de 
latencia fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba post 
hoc de Dunn. Los valores de prevalencia fueron analizados con la prueba exacta de Fisher 
de una cola. 
*p<0.05 vs MP, **p<0.01 vs MP 
& p<0.05 vs CBD-MP, &&& p<0.001 vs CBD-MP, &&&& p<0.0001 vs CBD-MP 
‡ ‡ p<0.005 vs PHT-MP  
$p<0.05 vs CBD-PB-MP  
¥ p<0.05 vs CBD-MP 

 
Crisis Menores Crisis Mayores 

Estado  
epiléptico 

Grupo MP 
237.5 ± 62.9 

(100 %) 
495 ± 58.9 

(83.3%) 
67% 

 

CBD-MP 
296.5 ± 39.7 

(100 %) 
591.4 ± 68.8 

(77.8 %) 
22% ** 

PB-MP 
192.1 ± 31.4 

(100 %) 
1060 ± 235.6* & 

(27.3 %)* & 
27% * 

CBD-PB-MP  
280 ± 45.4 

(100 %) 
NP 

(0%)** &&& 75% & 

PHT-MP 
201.2 ± 34.3 

(100 %) 
692 

(8.3 %)** &&& 
42% 

CBD-PHT-MP 
268.2 ± 40 

(100 %) 
1195 ± 21* & 

(15.4 %)** &&& 
100% * &&&& 

‡ ‡ 

Grupo CBD-MP 
338.8 ± 56.2 

(100 %) 
478.9 ± 64.5 

(62.5%) 
13%* 

 

CBD-PB-MP 
302.9 ± 69.3 

(100 %) 
NP 

(0%)**  ¥ 
13%* $ 

CBD-PHT-MP  
239.4 ± 33.3 

(100 %) 
875 

(14.3 %)* 
71%  ¥ 
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6.5 Experimento 5 

6.5.1 La inducción de crisis convulsivas generalizadas repetidas se 

asoció a un incremento en la expresión de VEGF-A y claudina-5  

El análisis de la expresión de VEGF-A mostró un incremento del 

37.7% ± 8.1, p< 0.01 en los animales del grupo MP con respecto al grupo 

control (Fig. 12). No se observaron diferencias significativas en la expresión 

de VEGF-R2  (-5% ± 5.6, p=0.528) y eNOS (9.1% ± 4.7, p=0.264) entre 

ambos grupos. Sin embargo, se observó un aumento en la expresión de 

claudina-5 en el grupo MP (58.4% ± 11, p<0.01, Fig. 12). 

 
 

Figura 12. Expresión de VEGF-A y de proteínas asociadas a su vía transduccional en 
animales control vs animales sometidos a crisis convulsivas generalizadas repetidas 
(grupo MP).  
eNOS: Sintasa de óxido nítrico endotelial; CLD-5: Claudina-5, CBD: Cannabidiol, VEGF: Factor de 
crecimiento endotelial vascular A; VEGF-R2: Receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular. 
n=4, Media ± error estándar.  Prueba t de Student, ** p<0.01 
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6.5.2 La administración aguda de CBD se asoció a una expresión de 

eNOS similar a condiciones control e incrementó la expresión de 

claudina-5 en animales sometidos a crisis convulsivas 

generalizadas repetidas  

Los animales del grupo MP presentaron menor expresión de eNOS 

cuando recibieron el tratamiento agudo con cannabidiol (CBD-MP) en 

comparación con las condiciones basales (CBD-MP -14% ± 2.3 vs MP 9.1% 

± 4.7, p<0.05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la 

expresión de eNOS entre el tratamiento CBD-MP y el grupo control (p=0.362, 

Fig. 13). Por otra parte, con el tratamiento CBD-MP se observó un incremento 

en la expresión de claudina-5 en comparación con el grupo control (126.1% 

± 6.2, p<0.0001) y las condiciones basales (CBD-MP 126.1% ± 6.2 vs MP 

58.4% ± 11, p<0.005, Fig. 13). No se observaron diferencias significativas en 

la expresión de VEGF (MP 37.7% ± 8.1 vs CBD-MP 17.8% ± 3.7, p=0.076) y 

VEGF-R2 (MP -5% ± 5.6 vs CBD-MP 14.9% ± 13.8, p=0.312) entre las 

condiciones basales (MP) y el tratamiento CBD-MP. 

 

 

Figura 13. Expresión de VEGF-A y de proteínas asociadas a su vía transduccional en 
animales sometidos a crisis convulsivas generalizadas repetidas tratados con una 

dosis única de CBD (grupo MP, 200 mg/kg v.o.).  
eNOS: Sintasa de óxido nítrico endotelial; CLD-5: Claudina-5, CBD: Cannabidiol, VEGF: 
Factor de crecimiento endotelial vascular A; VEGF-R2: Receptor 2 del factor de cremiento 
endotelial vascular. n=4, Media ± error estándar.  Prueba ANOVA de una vía, post hoc Tukey, 
, * p< 0.05,  ** p<0.005, **** p< 0.0001 
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6.5.3 La administración subcrónica de CBD evitó los efectos de las crisis 

convulsivas repetidas en la expresión de VEGF y eNOS 

La segunda parte del experimento reveló que el tratamiento 

subcrónico con cannabidiol (grupo CBD-MP) mantiene la expresión de 

VEGF-A (6.6% ± 6.3, p=0.848) y eNOS (-16.2% ± 7.4, p=0.195) en valores 

similares a los observados en el grupo control (Fig. 14). Adicionalmente, el 

grupo CBD-MP mostró un incremento en la expresión de claudina-5 (148.8% 

± 15.3, p<0.0001) en comparación con los grupos control y MP (CBD-MP 

148.8% ± 15.3 vs MP 58.4 ± 11 p<0.001, Fig. 14). Sin embargo, al comparar 

los efectos del tratamiento agudo con cannabidiol (grupo MP) con el grupo 

CBD-MP que recibió la administración subcrónica, únicamente se observaron 

diferencias en la expresión del receptor VEGF-R2 (CBD-MP 14.9% ± 13.8 vs 

CBD-MP -21.6% ± 2.1, p<0.05, Fig. 14). 

 

 

Figura 14. Expresión de VEGF-A y de proteínas asociadas a su vía transduccional en 
los animales de los grupos CBD-MP y CBD-MP.  
eNOS: Sintasa de óxido nítrico endotelial; CLD-5: Claudina-5, CBD: Cannabidiol, VEGF: Factor de 
cremiento endotelial vascular A; VEGF-R2: Receptor 2 del factor de cremiento endotelial vascular.  
n=4, Media ± error estándar.  Prueba ANOVA de una vía, post hoc Tukey , * p< 0.05, ** p<0.005, 
***p<0.001, **** p< 0.0001 
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7. Discusión 

 
Existe una estrecha relación entre la severidad de la epilepsia y el 

desarrollo de farmacorresistencia, por lo que resulta de gran utilidad contar 

con recursos terapéuticos que eviten dicha progresión. En este trabajo 

evaluamos en un modelo preclínico el efecto de la administración aguda y 

subcrónica de cannabidiol en la expresión y severidad de la actividad 

convulsiva, así como en la expresión de proteínas de la barrera 

hematoencefálica. Debido a que en la práctica clínica el cannabidiol se 

administra en combinación con otros fármacos, también se evaluó el efecto 

de la combinación con antiepilépticos en la expresión y severidad de la 

actividad convulsiva. 

Inicialmente llevamos a cabo la inducción de crisis convulsivas 

generalizadas repetidas con MP. Debido a que la actividad convulsiva se 

puede expresar como un evento sostenido y letal, consideramos al estado 

epiléptico como marcador de severidad máxima.  

Nuestros resultados mostraron un incremento progresivo en la 

severidad de la actividad convulsiva (que se asoció a estado epiléptico 

convulsivo). Estudios en modelos animales han evidenciado que las crisis 

convulsivas tienen consecuencias a nivel celular y molecular que ocurren a 

diferentes intervalos de tiempo: Alteraciones en las subunidades de 

receptores, en la función de canales iónicos, en la función sináptica, 

alteraciones en la expresión de genes, activación glial, muerte neuronal, 

alteraciones en la neurogénesis, etc. (Cole et al., 2002; Meldrum, 2001). 

Diversos estudios sugieren que la inducción de una crisis convulsiva 

con MP favorece cambios en sistemas de neurotransmisión que son clave 

para la terminación de las crisis: 

• Reducción en los niveles de ATP (Folbergrová, 1977). 

• Incremento en la unión a receptores de adenosina A1 en diversas capas 

de CA1, CA2, CA3 e hilus (Giraldez et al., 1998; Vanore et al., 2001). 
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• Incremento en la unión a receptores de adenosina A2 estriatales 

(Giraldez, Zanetti, & Girardi, 1999).  

• Incremento en los niveles de enzima citrato sintasa 5-nucleotidasa 

(enzima clave para la síntesis de adenosina) en corteza, cerebelo e 

hipocampo (Giraldez et al., 1998; Girardi et al., 1989). 

• Incremento en la actividad específica de la acetilcolinesterasa (AChE) 

en el hipocampo (Girardi et al., 1994). 

Al presente, las evidencias del efecto de las crisis convulsivas 

repetidas inducidas con MP son limitadas. En el estudio realizado por Girardi 

et al., (2005), la administración repetida de MP cada 24 horas condujo a 

estado epiléptico fatal en el 100% de los animales en la administración 13. 

Respecto a los cambios a nivel molecular, es importante señalar que el 

número de eventos parece ser un factor determinante. Se ha documentado 

que la inducción de crisis convulsivas repetidas con MP (cada 24 horas 

durante 4 días) incrementa la expresión de la subunidad GluN2A  (Gori & 

Girardi, 2013) y disminuye la expresión de la subunidad NRB2B de 

receptores NMDA hipocampales.  En contraste, cuando los animales son 

sometidos a 7 crisis convulsivas (cada 24 horas) tienen una expresión de la 

subunidad NRB2B similar a los animales control (Auzmendi et al., 2009).   

Aunque las evidencias sugieren que los efectos mencionados son 

transitorios y tienen la finalidad de modular la actividad convulsiva, el proceso 

adaptativo podría favorecer la excitabilidad y con ello el incremento en la 

severidad de las crisis (prevalencia de estado epiléptico). 

Entre los factores que podrían estar implicados en el incremento en 

la severidad de las crisis, destacan la producción de especies reactivas de 

oxígeno y la muerte neuronal. La inducción de una crisis convulsiva con MP 

genera un aumento transitorio en las especies reactivas de oxígeno. Este 

efecto ha sido reportado principalmente en la corteza cerebral y el cerebelo 

(Lores Arnaiz et al., 1998). Adicionalmente, las crisis convulsivas inducidas 

con MP pueden producir daño en diferentes estructuras cerebrales (sustancia 

nigra pars reticulata, hipotálamo y globo pálido), condición que tiene una 
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relación estrecha con la duración del evento (O’Connell et al., 1988). Una de 

las estructuras con daño significativo es la sustancia nigra (Towfighi et al., 

1989), la cual tiene un importante papel como supresor endógeno de la 

actividad convulsiva (Velíšková & Moshé, 2006). Por lo que es posible que el 

incremento en la severidad observado en este trabajo, esté relacionado con 

el daño producido en la sustancia nigra (Brodovskaya & Kapur, 2019) y otras 

áreas cerebrales.  

 El desarrollo de estado epiléptico no se debe exclusivamente al 

fracaso de los mecanismos implicados en la terminación de las crisis 

convulsivas (Trinka & Kälviäinen, 2017). La inflamación, el incremento en la 

expresión de péptidos proepileptogénicos (p. Ej. sustancia P, hormona 

liberadora de corticotropina) y la ruptura de la barrera hematoencefálica son 

factores que pueden interferir con este proceso (Janković & Đešević, 2022; 

Walker, 2018). En los últimos años, se ha dado gran importancia a la 

disfunción-remodelación cerebrovascular y la ruptura de la barrera 

hematoencefálica, ya que ambos factores pueden favorecer y/o mantener las 

crisis convulsivas (Marchi, Banjara, & Janigro, 2016; Marchi & Lerner-Natoli, 

2013).  

Respecto a la disfunción-remodelación vascular, existen evidencias 

preclínicas que sustentan que las crisis convulsivas pueden inducir el 

desacople de la unión neurovascular. En condiciones normales durante la 

actividad convulsiva se produce vasodilatación en respuesta al incremento 

de las demandas metabólicas. Sin embargo, las crisis convulsivas repetidas 

se asocian a daño progresivo de los pericitos y en consecuencia a respuestas 

hemodinámicas inversas (vasoconstricción). Ambos factores interfieren con 

la repolarización neuronal (Arango-Lievano et al., 2018; Friedman, 2011; 

Prager et al., 2019; Van Vliet et al., 2015) y al prolongarse la despolarización 

neuronal también se retarda la terminación de las crisis convulsivas 

(Friedman, 2011).  Debido a que las alteraciones en el flujo sanguíneo 

cerebral  son una consecuencia temprana de la disrupción de la barrera 
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hematoencefálica (Amtul & Hepburn, 2014), resulta de gran importancia 

identificar recursos terapéuticos con efecto protector.  

Por otra parte, durante el periodo ictal y post-ictal se ha 

documentado hipoperfusión e hipoxia tisular (Farrell et al., 2017; Parfenova et 

al., 2005), condiciones que pueden desencadenar un aumento de VEGF-A 

(Croll et al., 2004). Asimismo, la liberación de IL-1 y TNF- durante las crisis 

convulsivas induce la liberación de VEGF-A en neuronas y células gliales 

(Vezzani, 2005).  Adicionalmente se ha propuesto que la actividad neuronal 

durante las crisis convulsivas también podría contribuir a este incremento (van 

Lanen et al., 2021). Es por ello que en este trabajo decidimos evaluar la 

expresión de VEGF-A. 

El aumento en los niveles de VEGF-A ha sido estudiado en 

diferentes poblaciones celulares del cerebro, entre las que destacan neuronas 

y células gliales. Se considera que inicialmente el VEGF-A podría ejercer un 

papel neuroprotector y neurotrófico a través de la activación del receptor 2 

(VEGFR-2) (Croll, Goodman, et al., 2004). Además, la producción autocrina y 

paracrina de VEGF-A ejerce un papel fundamental para la proliferación, 

migración y supervivencia de las células endoteliales (Koch & Claesson-

Welsh, 2012). Sin embargo, el VEGF-A también puede desencadenar efectos 

deletéreos ya que su liberación por astrocitos y microglia favorece la disrupción 

de la barrera hematoencefálica (Lange et al., 2016).     

El incremento en los niveles de VEGF-A asociado a cambios en la 

permeabilidad y angiogénesis han sido documentados en tejido de pacientes 

y modelos animales de epilepsia del lóbulo temporal (Castañeda-Cabral et al., 

2020; Rigau et al., 2007). Se ha sugerido que bastan 30 min de exposición a 

VEGF-A para comprometer la permeabilidad de la barrera hematoencefálica. 

Aunque el proceso de degradación de VEGF-A dura un par de horas, sus 

efectos tardíos (hasta 24 horas post exposición) se relacionan con su efecto 

angiogénico (Dobrogowska et al., 1998). 

Nuestros resultados mostraron un incremento en la expresión de 

VEGF-A, efecto que no se asoció a cambios en la expresión de otras proteínas 
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de la vía de señalización del receptor VEGF-R2 en células endoteliales (Fig. 

3). En el estudio de Castañeda-Cabral et al. (2020), el incremento en la 

expresión de VEGF-A se acompañó de un incremento en la expresión del 

receptor VEGFR-2. Estudios en animales sugieren que un aumento del 

receptor VEGFR-2  se relaciona con una menor duración de la actividad 

convulsiva (Nikitidou et al., 2012). Con base en esta información, es posible 

hipotetizar que las diferencias observadas en la expresión de VEGFR-2 

podrían estar relacionadas con la cronicidad y con el tipo de crisis convulsivas 

que se presentan en la epilepsia del lóbulo temporal (focales secundariamente 

generalizadas).  

Una de las limitaciones de nuestro trabajo es que la determinación 

en la expresión de VEGF-A se realizó en un bloque de tejido. Por lo que sería 

de gran utilidad llevar a cabo el análisis de la expresión por estructura 

cerebral, así como realizar estudios que permitan identificar la población 

celular involucrada en su producción, así como las células blanco de ese 

factor de crecimiento, que deberían expresar al VEGFR2 u otro receptor.   

Debido a la estrecha relación entre la expresión elevada de VEGF-

A y los cambios en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, el 

siguiente paso fue evaluar la expresión de claudina-5. Nuestros resultados 

mostraron un incremento en la expresión de esta proteína de las uniones 

estrechas de la barrera hematoencefálica. El aumento  de claudina-5 se ha 

reportado anteriormente en tejido cerebral obtenido de pacientes con 

epilepsia del lóbulo temporal farmacorresistente (Castañeda-Cabral et al., 

2020). Sin embargo, parece ser un fenómeno dinámico ya que en un modelo 

de estado epiléptico se observó una reducción en la expresión de claudina-5 

a las 12 h, seguido de un incremento a los tres días (Kim, Ko, Hyun, & Kang, 

2015). Ya que claudina-5 regula la permeabilidad paracelular en la barrera 

hematoencefálica, su sobreexpresión podría ser un mecanismo protector 

(Ohtsuki et al., 2007) como parte de un proceso reparativo (Kim et al., 2015).  
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A nivel molecular existen múltiples elementos reguladores de la 

expresión de claudina-5 (Fig. 15), por lo que es posible que las crisis 

convulsivas repetidas favorezcan la acción de alguno de éstos.    

 
 
Figura 15. Reguladores de la expresión de claudina-5 
CCL-2: Proteína quimioatrayente de monocitos 1, GNDF: Factor neurotrófico derivado de la 
glía, MMPs: Metaloproteinasas de matriz extracelular,  PKA: Proteína cinasa A, PKC: Proteína 

cinasa C, Rho: Cinasa Rho, SHH: Proteína sonic hedgehog, TGF-: Factor de crecimiento 

transformante , VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular (Greene, Hanley, & 
Campbell, 2019). 

 

La administración aguda y subcrónica de cannabidiol redujo la severidad 

de la actividad convulsiva en animales sometidos a crisis convulsivas 

repetidas   

En diversos estudios clínicos el cannabidiol ha mostrado reducir la 

severidad de las crisis convulsivas generalizadas y de difícil control, como las 

que se presentan en los síndromes de Dravet y Lennox-Gastaut. Asimismo, el 

cannabidiol reduce la intensidad máxima de las crisis convulsivas en diversos 

modelos de crisis agudas (Patra et al., 2019b). En este trabajo evaluamos la 

eficacia de la administración oral de cannabidiol en el control de las crisis 

convulsivas generalizadas repetidas. Estudios preliminares de nuestro grupo 

de trabajo sugieren que una dosis de cannabidiol (200 mg/Kg v.o.) incrementa 

el umbral post-descarga en ratas normales (Pinedo-Rodríguez, 2020). Es 
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importante señalar que nuestro trabajo es el primero en evaluar el efecto del 

cannabidiol en un modelo de crisis severas de difícil control. Esta característica 

podría ser un factor determinante en la respuesta al tratamiento, por lo que 

también consideramos evaluar el efecto de la administración subcrónica de 

cannabidiol (50 mg/Kg v.o.) durante la inducción de crisis repetidas 

generalizadas. Además, consideramos que la administración subcrónica de 

cannabidiol (200 mg/Kg v.o.) en ratas podría modificar la expresión de las crisis 

convulsivas inducidas con MP, tal como se ha visto en otros modelos de crisis 

convulsivas secundariamente generalizadas (Patra et al., 2019a).  

 Nuestros resultados muestran que la administración aguda o 

subcrónica de cannabidiol no modifica la expresión de crisis convulsivas 

mayores y menores inducidas por MP. Adicionalmente, la administración de 

cannabidiol durante el periodo de inducción de crisis tampoco modifica la 

expresión de las crisis convulsivas.  Esta falta de efectos podría deberse a que 

la eficacia del cannabidiol en el manejo de las crisis de difícil control, se 

observa cuando los pacientes lo reciben en combinación con antiepilépticos 

durante al menos 4 semanas (Gofshteyn et al., 2017). Incluso, se ha 

recomendado completar un periodo de hasta doce semanas de tratamiento 

para alcanzar el efecto anticonvulsivo (Australian Government, Department of 

Health, 2017).  

En relación al estado epiléptico, encontramos que la administración 

aguda o subcrónica de cannabidiol reduce su prevalencia (grupos MP y  

CBD-MP). Estos datos sugieren que, aunque el cannabidiol no modificó la 

expresión de la actividad convulsiva en ratas sometidas a crisis 

generalizadas repetidas, el cannabidiol en monoterapia reduce su severidad.   

Los efectos del cannabidiol en la severidad de la actividad 

convulsiva podrían estar relacionados con su acción en sistemas de 

neurotransmisión involucrados en la terminación de las crisis. El cannabidiol 

produce un aumento del tono de adenosina al incrementar los niveles 

extracelulares (Mijangos-Moreno et al., 2014), ya que ejerce un efecto 

inhibitorio de la recaptura de adenosina (Liou et al., 2008; Nichol et al., 2019).  
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La adenosina tiene un papel fundamental en la prevención del estado 

epiléptico (Avsar & Empson, 2004; Young & Dragunow, 1994).  Incluso se ha 

sugerido que podría contrarrestar el desacople de la unión neurovascular, la 

inflamación, así como ejercer un efecto neuroprotector en condiciones de 

hipoxia postictal. Es por ello que la inhibición de la recaptura de adenosina 

es un mecanismo de gran utilidad en la regulación de la actividad convulsiva 

(Gray & Whalley, 2020; Purnell et al., 2021).  

 

 

La administración aguda y subcrónica de cannabidiol 

incrementa la  expresión de claudina-5 en animales sometidos a crisis 

convulsivas generalizadas repetidas  

La administración de cannabidiol (200 mg/kg v.o.) en animales de 

los grupos MP y  CBD-MP, mantuvo la expresión de VEGF-A, VEGF-R2 y 

eNOS en valores similares a los observados en el grupo control.  

Se ha sugerido que la administración de un tratamiento anti-VEGF 

(sunitinib, inhibidor tirosina-cinasa  de receptores VEGF-R1, VEGF-R2, 

PDGF-R β) podría evitar la progresión de la epilepsia del lóbulo temporal en 

el modelo de litio pilocarpina (Benini et al., 2016). Sin embargo, no podemos 

ignorar que a corto plazo el VEGF-A parece tener efecto neuroprotector 

(Croll, Goodman, et al., 2004) y que los niveles bajos de VEGF-A han sido 

vinculados con procesos neurodegenerativos (Storkebaum & Carmeliet, 

2004).  Estas evidencias destacan la importancia de contar con un fármaco 

modulador, que favorezca la neuroprotección y además reduzca el efecto 

inflamatorio y angiogénico que induce la exposición prolongada a VEGF-A 

(Croll, Ransohoff, et al., 2004). En el diseño de este trabajo consideramos 

que el cannabidiol podría cumplir con estas características. 

El efecto del cannabidiol en la expresión de VEGF-A ya había sido 

evaluado previamente a nivel de la barrera hematorretiniana (El-Remessy et 

al., 2006).  A diferencia de este estudio, nuestro trabajo consistió en 

determinar la expresión a nivel de la barrera hematoencefálica. En estudios 
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in vitro se ha reportado que el cannabidiol es capaz de inhibir procesos 

mediados por VEGF a través de la activación del receptor VEGFR-2: 

migración de células endoteliales, formación de estructuras similares a 

capilares, así como la actividad de metaloproteinasas 2 y 9 (Solinas et al., 

2012). Estas evidencias sugieren que el tratamiento con cannabidiol podría 

reducir los efectos angiogénicos del VEGF-A, que a largo plazo pueden 

mantener las alteraciones en la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica y que son evidentes en el cerebro con epilepsia (Morin-

Brureau et al., 2012; Rigau et al., 2007). Adicionalmente, son bien conocidas 

las propiedades antiinflamatorias y neuroprotectoras del cannabidiol (Castillo 

et al., 2010; El-Remessy et al., 2006; Rosenberg et al., 2017).   

Un hallazgo interesante fue el incremento en la expresión de 

claudina-5 en los animales con administración aguda (grupo MP) y 

subcrónica de cannabidiol (grupo CBD-MP). Este efecto podría estar 

favorecido por la menor actividad de las metaloproteinasas. Sin embargo, no 

se pueden descartar otros mecanismos, ya que la proteína VE-cadherina es 

un modulador transcripcional de claudina-5 y la estimulación del receptor 

VEGF-R2 por el VEGF interfiere con este proceso (Gavard & Gutkind, 2008).     

 

La combinación de fenobarbital con cannabidiol subcrónico 

evitó las crisis mayores y disminuyó la severidad de la actividad 

convulsiva  

Debido a que a nivel clínico, los beneficios del tratamiento con 

cannabidiol se han observado en pacientes sometidos a politerapia, se 

decidió incluir el tratamiento combinado con otros fármacos anticonvulsivos. 

La modulación de la neurotransmisión GABAérgica mediada por 

antiepilépticos y fitocannabinoides es considerada un enfoque terapéutico 

para controlar la epilepsia (Brodie & Kwan, 2012; Cifelli et al., 2020). Algunos 

estudios indican que el cannabidiol modifica los efectos de antiepilépticos 

específicos en modelos de crisis convulsivas agudas parciales y 

generalizadas. En este trabajo encontramos que el fenobarbital no modifica 
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las crisis convulsivas menores, sin embargo, reduce la expresión de crisis 

convulsivas mayores en ratas sometidas a crisis convulsivas repetidas. Este 

efecto no fue modificado cuando fenobarbital fue combinado con cannabidiol 

en los grupos MP y CBD-MP. Estos hallazgos indican que el cannabidiol no 

modifica el efecto anticonvulsivo inducido por una dosis única de fenobarbital. 

De hecho estos resultados coinciden con la falta de efectividad de la 

administración aguda de fenobarbital en combinación con cannabidiol (50 

mg/kg) para modificar la extensión de miembros superiores en un modelo 

experimental de crisis convulsivas generalizadas (Cherscher et al., 1975). 

Por otra parte, la administración aguda de CBD-PB evitó el efecto 

protector en la severidad de la actividad convulsiva (estado epiléptico) 

inducido por cada fármaco por separado. Si bien la administración de 

fenobarbital solo reduce la prevalencia de estado epiléptico, es importante 

señalar que esto podría estar relacionado con la reducción en la prevalencia 

de crisis convulsivas mayores. Sin embargo, es posible que al administrar la 

combinación se favorezca la sincronización neuronal por un incremento de la 

neurotransmisión GABAérgica (Burman et al., 2019; Cock, 2015), ya que 

ambos fármacos son moduladores alostéricos del receptor GABAA (Bakas et 

al., 2017). Por otra parte, es importante considerar las posibles interacciones 

farmacocinéticas entre ambos fármacos. El fenobarbital es metabolizado en 

el hígado por hidroxilación y glucoronidación principalmente por la enzima 

CYP2C9. Ya que el cannabidiol es un inhibidor de las enzimas responsables 

del metabolismo de fenobarbital (CYP2C9 y CYP2C19) (Kocis & Vrana, 

2020), la combinación de ambos fármacos podría incrementar los niveles de 

fenobarbital y en consecuencia inducir efectos tóxicos que faciliten el estado 

epiléptico.  

Un hallazgo relevante fue que la combinación aguda de cannabidiol 

con fenobarbital en animales pretratados subcrónicamente con cannabidiol 

evitó las crisis mayores y mantuvo baja la severidad (estado epiléptico). Esto 

sugiere que la administración subcrónica de cannabidiol podría generar 

cambios en la estructura, localización y función de receptores (Abbas, 
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Nogueira, & Azmitia, 2007; Kumar et al., 2019; Yu & Rasenick, 2012) que 

faciliten los efectos inhibitorios a largo plazo y reduzcan la excitabilidad 

neuronal. Al presente no hay información al respecto, por lo que es 

importante llevar a cabo estudios adicionales que nos permitan evaluar los 

efectos del cannabidiol a nivel cerebral.  

 

La administración de cannabidiol en combinación con 

fenitoína mantuvo elevada la severidad de la actividad convulsiva  

Algunos estudios indican que el cannabidiol incrementa el efecto de 

la fenitoína en el modelo de crisis inducidas por electroshock. En el presente 

estudio encontramos que la administración aguda o subcrónica de 

cannabidiol en combinación con fenitoína exacerba o mantiene elevada la 

prevalencia de estado epiléptico convulsivo. Algunas evidencias 

experimentales indican que la fenitoína puede exacerbar la expresión de las 

crisis, efectos que posiblemente dependan del estado neuronal previo y de la 

falla de mecanismos homeostáticos (Jurna, 1985; Wolfgang Löscher, 

Cramer, & Ebert, 1998; Thomas & Petrou, 2013). Por otra parte, es posible 

que el efecto de la combinación de cannabidiol con fenitoína se deba a la 

acción de ambos fármacos en la cinética de los canales de sodio 

dependientes de voltaje, puesto que comparten este mecanismo de acción 

(Ghovanloo et al., 2018). Sin embargo, en este caso tampoco podemos 

descartar la posibilidad de interacciones farmacocinéticas. Fenitoína también 

es metabolizada por las enzimas CYP2C9 y CYP2C19, adicionalmente tiene 

una alta unión a proteínas (90%) por lo que la administración conjunta con 

cannabidiol (unión a proteínas > 94%) podría incrementar la fracción libre del 

fármaco (Kocis & Vrana, 2020; Patsalos et al., 2020) y en consecuencia 

agravar las crisis convulsivas (Osorio, Burastine, Render, Manon-Espaillat, & 

Reed, 1989; Troupin & Ojemann, 1975).      
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8. Conclusiones 

La disminución en la prevalencia de estado epiléptico inducida por 

el cannabidiol sugiere que este fitocannabinoide es capaz de modificar la 

severidad de las crisis convulsivas repetidas. Sin embargo, se requieren 

estudios adicionales para sustentar que la administración de cannabidiol al 

inicio de las crisis convulsivas podría evitar el fenotipo farmacorresistente en 

pacientes con crisis convulsivas severas. Una limitación de nuestro estudio es 

la falta de evaluación del daño histológico por las crisis convulsivas repetidas 

inducidas con MP. Por otra parte, aunque el cannabidiol reduce la expresión 

de VEGF e incrementa la expresión de Claudina-5, se requieren estudios 

adicionales para identificar las consecuencias funcionales y su posible relación 

con la expresión/severidad de la actividad convulsiva. 

 

9. Perspectivas y limitaciones 

Aunque existen evidencias de las acciones del cannabidiol en 

múltiples blancos terapéuticos (receptores, canales iónicos, transportadores), 

al presente se desconoce cómo modifica la actividad convulsiva. Es 

indispensable llevar a cabo un análisis más detallado que permita determinar 

los mecanismos participantes en la reducción de la severidad de la actividad 

convulsiva. Para este propósito se puede hacer uso de antagonistas. Por 

ejemplo, dado el papel de la adenosina en la terminación de las crisis y la 

inhibición de su recaptura con el uso de cannabidiol, la administración de un 

antagonista de adenosina permitiría confirmar o descartar su participación. 

Otro aspecto importante es el estudio de la combinación de 

cannabidiol con diferentes fármacos antiepilépticos para reducir la severidad 

de la actividad convulsiva. A nivel clínico la administración de cannabidiol 

puede realizarse en combinación con uno o más fármacos anticonvulsivantes. 

No es infrecuente que durante los ensayos clínicos algunos participantes se 

retiren del estudio por la aparición de efectos adversos. Esta situación, aunada 

a nuestros resultados destacan la importancia  de identificar las combinaciones 

con mayores beneficios y el menor potencial de efectos adversos. Para este 
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propósito un análisis isobolográfico sería de gran utilidad, permitiendo 

determinar el tipo de interacción entre fármacos. Algunos de los efectos 

adversos, podrían requerir de la realización de un estudio farmacocinético con 

un perfil bioquímico que incluya enzimas hepáticas.  

Por otro lado como se mencionó previamente, una de las 

limitaciones de nuestro estudio fue el análisis de la expresión de proteínas en 

un bloque de tejido. Debido a la participación de los mediadores inflamatorios 

en la disrrupción de la barrera hematoencefálica, en una primera aproximación 

pensamos llevar a cabo la determinación de la expresión de IL-1 y TNF-. 

Este análisis resulta interesante, ya que su reducción ha sido vinculada con la 

disminución en la duración de las crisis convulsivas. Sin embargo, tanto para 

el estudio de los mediadores inflamatorios como para la expresión de proteínas 

de la barrera hematoencefálica, aportaría mayor información la determinación 

por estructura cerebral. Incluso, el análisis de la expresión de proteínas de la 

barrera hematoencefálica podría complementarse con estudios de 

inmunofluorescencia que permitan identificar la población celular que está 

participando.   

Con respecto a los efectos del cannabidiol en la expresión proteica 

de VEGF-A, sería de gran utilidad un análisis con la técnica de ELISA que 

permita detectar los cambios en la concentración de isoformas específicas 

(Vernes & Meng, 2015). Este enfoque permitiría dilucidar las posibles 

consecuencias funcionales, ya que a pesar de tener afinidad similar por los 

receptores, las isoformas de VEGF-A pueden tener efectos opuestos en la 

señalización (por ejemplo, efecto angiogénico vs antiangiogénico) (Bates et 

al., 2013). 

De igual manera, el efecto biológico de la sobreexpresión de 

claudina-5 a consecuencia de la inducción de crisis y el tratamiento con 

cannabidiol requiere de un estudio más profundo. El uso de trazadores como 

el azul de Evans (el cual tiene un peso molecular similar a la albúmina) puede 

ser de gran utilidad para evaluar la integridad de la barrera y determinar si 

efectivamente la sobreexpresión de claudina-5 podría tener un efecto 
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protector. Adicionalmente es indispensable el estudio de otras proteínas de las 

uniones estrechas como ZO-1 y occludina. 

Finalmente, dadas las tendencias actuales para tomar en 

consideración el sexo en la investigación preclínica y las posibles diferencias 

farmacocinéticas que podrían presentarse con el uso del cannabidiol, sería de 

gran utilidad evaluar los efectos estudiados en ratas hembra.   
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