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  Resumen 

“Efectos  de  la  exposición  prenatal  al  agonista  cannabinoide WIN55,212‐2  sobre  la 

proliferación, la migración y el citoesqueleto neuronal de la rata”. 

 

Resumen 

El sistema endocannabinoide (eCB), compuesto por los receptores cannabinoides 

(rCB1  y  rCB2),  ligandos  endógenos  (endocannabinoides),  y  enzimas  de  síntesis  y 

degradación,  está  presente  en  el  cerebro  desde  etapas  muy  tempranas  de  su 

desarrollo.  En  este  periodo,  el  sistema  eCB  está  involucrado  en  la  regulación  de  la 

proliferación  de  progenitores  neuronales,  en  la  especificación,  la  migración  y  la 

diferenciación  de  neuronas  piramidales  e  interneuronas  y  también  en  la 

sinaptogénesis.  El  consumo  de  marihuana  durante  la  gestación  representa  un  gran 

riesgo  para  el  desarrollo  del  sistema  nervioso  central  de  los  fetos,  dado  que  el  Δ9‐

tetrahidrocannabinol, el principal compuesto activo del cannabis, atraviesa la placenta 

y  la  barrera  hemato‐encefálica.  Estudios  realizados  en  niños  y  adolescentes  cuyas 

madres consumieron marihuana durante el embarazo, documentaron anormalidades 

cognitivas  y  comportamentales.  En  este  trabajo  se  demostró  la  expresión  del  rCB1 

durante  la  corticogénesis  en  neuronas  postmitóticas  en  migración,  así  como  en 

diversas poblaciones neuronales. Además, el presente trabajo aporta evidencias sobre 

los efectos que produce  la exposición materna a un agonista cannabinoide sobre  las 

neuronas  postmitóticas  en  migración  y  la  diferenciación  de  neuronas  del  linaje 

glutamatérgico.  Estos  resultados  contribuyen  al  conocimiento  sobre  los  sustratos 

neurobiológicos  que  determinarían  los  cambios  neuro‐comportamentales  que 

persistentes  en  las  funciones  cerebrales  durante  la  vida  postnatal.  Asimismo,  se 

demostró  que  ratones  CB1  knockout  mostraron  una  disminución  en  el  número  de 

progenitores  intermedios  y  un  aumento  en  el  número  de  neuronas  postmitóticas 

glutamatérgicas. Durante la vida postnatal, la deleción del rCB1 indujo una distribución 

de  interneuronas  anormal.  En  suma,  los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo 

constituyen  avances  originales  sobre  el  papel  del  sistema  endocannabinoide  en  el 

desarrollo de la corteza cerebral. 

 

Palabras clave: cannabinoides, exposición prenatal, desarrollo de la corteza cerebral, 

migración neuronal, diferenciación neuronal. 



  Abstract 

“Effect of prenatal exposure  to  the cannabinoide  receptor agonist WIN55,212‐2 on 

neuronal proliferation, migration and neuronal cytoskeleton in the cerebral cortex of 

the rat” 

 

Abstract 

The endocannabinoid system (eCB), formed by the cannabinoid receptors (rCB1 

and  rCB2),  endogenous  ligands  (endocannabinoids)  and  synthesis  and  degradation 

enzymes,  is present  since early  stages of brain development. During  this period,  the 

eCB  is  involved  in  the  regulation  of  proliferation  of  neural  progenitors  and  in 

specification, migration and differentiation of pyramidal neurons and  interneurons as 

well  as  in  synaptogenesis.  Marihuana  consumption  during  pregnancy  represents  a 

serious  risk  for  the  proper  development  of  the  fetus´s  brain  since  Δ9‐

tetrahidrocannabinol, main active compound of cannabis, can reach the fetus through 

placenta  and  hemato‐encephalic  barrier.  Cohort  studies  performed  on  children  and 

adolescents  of  mothers  who  consumed  marihuana  during  pregnancy,  reported 

cognitive and comportamental abnormalities  in  these  subjects.  In  the present  study, 

we demonstrated  the expression of  the  rCB1 during corticigenesis  in migrating post‐

mitotic neurons as well as  in other neuronal populations. Moreover, this Thesis work 

provides  evidence  on  the  effects  accounted  by  prenatal  exposure  to  a  cannabinois 

agonist  on  migrating  post‐mitotic  neurons  and  the  differentiation  of  glutamatergic 

neurons. The present results contribute to the knowledge on neurobiologic substrates 

that  determine  neuro‐comportamental  changes  that  will  persist  through  post‐natal 

life. Finally, it was also proved that CB1 knockout mice showed a diminished number of 

intermediate progenitors and a higher number of glutamatergic post‐mitotic neurons. 

During  post‐natal  life,  the  deletion  of  rCB1  induced  an  abnormal  distribution  of 

interneurons.  In  summary,  the  results  presented  in  this  Thesis  work  represent  an 

original  advance  in  the  understanding  of  the  role  played  by  the  eCB  system  in  the 

development of the cerebral cortex. 

 

Key words: cannabinoids, prenatal exposure, cerebral cortex development, neuronal 

migration, neuronal differentiation. 
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1. Introducción 

 

1.1. EL DESARROLLO DE LA CORTEZA CEREBRAL 

El telencéfalo es la estructura del sistema nerviosos central (SNC) responsable de 

las capacidades cognitivas superiores como el aprendizaje,  la memoria,  la conciencia, 

las  emociones,  la  percepción  de  los  sentidos  y  la  coordinación  motora  [Striedter, 

2006]. Está  constituido por  la  corteza  cerebral, el hipocampo, el bulbo olfatorio,  los 

ganglios  basales  y  la  amígdala.  Durante  el  desarrollo,  el  telencéfalo  se  divide  en 

telencéfalo dorsal o palio, el cual  formará  la corteza cerebral, y telencéfalo ventral o 

subpalio, el cual formará los ganglios de la base. La corteza cerebral se origina a partir 

del neuroepitelio localizado en la parte dorso‐caudal de las vesículas telencefálicas. 

La neocorteza de los mamíferos es una estructura laminada compleja constituida 

por seis capas de neuronas. Dentro de cada capa, las neuronas presentan identidades 

específicas y  forman conexiones  sinápticas  locales y de  larga distancia. En  la corteza 

cerebral  postnatal  existen  dos  poblaciones  neuronales:  las  neuronas  de  proyección 

excitatorias  (glutamatérgicas)  y  las  neuronas  de  circuito  local  o  interneuronas 

inhibitorias (GABAérgicas). Las neuronas de proyección representan el 80%  del total de 

la población neuronal, utilizan glutamato como neurotransmisor y forman sinapsis de 

tipo  excitatorias  con  otras  áreas  corticales;  el  tálamo,  el  cuerpo  estriado,  el  tallo 

encefálico y la medula espinal. Dichas neuronas se originan a partir de progenitores de 

la  zona  germinal  del  telencéfalo  dorsal  o  palio.  Por  su  parte,  las  interneuronas 

GABAérgicas  representan  el  20%   de  la  población  neuronal  y  utilizan  principalmente 

ácido  γ‐aminobutírico  (GABA)  como  neurotransmisor  y  forman  sinapsis  de  tipo 

inhibitoria  con  otras  neuronas  de  proyección  en  la  corteza.  Se  originan  en  la  zona 

germinal  del  telencéfalo  ventral  o  subpalio,  y  migran  tangencialmente  hacia  la 

neocorteza [Anderson y col., 2002; Tan y col., 1998]. De esta manera, múltiples zonas 

progenitoras  contribuyen  a  la  gran  variedad  de  tipos  neuronales  hallados  en  la 

neocorteza en desarrollo. 

El  desarrollo  normal  del  SNC  está  orquestado  por  eventos  moleculares  y 

celulares  sincronizados de manera precisa que  comprenden  la  inducción de  la placa 

neural, la proliferación neuronal, la especificación del destino neuronal, la migración y 

diferenciación neuronal, el crecimiento y  la guía axonal,  la sinaptogénesis y  la muerte 
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celular programada. Particularmente, el ensamble de la corteza cerebral se produce a 

través de múltiples procesos que tienen lugar durante su construcción, incluyendo: i) la 

regulación de un correcto número de neuronas producidas por progenitores neurales, 

ii)  la  generación  espacial  y  temporal  de  los  distintos  subtipos  neuronales,  y  iii)  el 

control  de  la  migración  y  posicionamiento  laminar  y  finalmente  la  diferenciación 

neuronal.  Todos  estos  procesos  son  blancos  potenciales  de  perturbación  por  la 

exposición a drogas durante periodos críticos del desarrollo. 

 

1.1.1. Neurogénesis durante el desarrollo:  

Durante  el  proceso  de  neurogénesis  en  la  neocorteza  en  desarrollo,  se 

describieron  tres  tipos  básicos  de  progenitores  neurogénicos:  las  células 

neuroepiteliales  (cNE),  las  células  de  la  glía  radial  (cGR)  y  las  células  progenitoras 

intermedias (cPI) [Kriegstein y col., 2009] (Tabla 1).  

 

Abreviaturas: cNE, célula neuroepitelial; cGR, célula de la glía radial; cPI, célula progenitora intermedia; 

N, neurona postmitótica. 

 

Células  neuroepiteliales.  Previo  al  comienzo  de  la  neurogénesis,  la  placa  y  el 

tubo neural se componen de una sola capa pseudoestratificada de cNE que limitan con 

la luz del ventrículo y forman la zona ventricular (ZV). Las cNE muestran características 

típicas de  las células epiteliales: polarización a  lo  largo de su eje basal‐apical, uniones 

estrechas  y  adherentes  en  el  dominio  latero‐apical,  expresión  de  receptores  en  el 

Tabla 1. Células progenitoras neurogénicas en la corteza cerebral en desarrollo de roedores. 

  cNE  cGR  cPI 

Edad  E9,5‐E13,5  E11,5‐P0,5  E10,5‐P0,5 

Morfología  radial  radial 
multipolar  

(pocas radial) 

Migración nuclear  intercinetica  intercinética  multipolar 

Mitosis  apical  apical  basal (rara apical) 

Ciclos mitóticos  ilimitados  ≥10  1‐3 

Destino de las células 

hijas 
cNE, cGR, cPI, N  cGR, cPI, N  cPI, N 

Marcador  nestina, prominina 1,  
Pax6, vimentina, nestina, 

GLAST 
Tbr2, Cux1, Cux2 
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dominio basal para compuestos de  la  lámina basal y proteínas  transmembrana en el 

dominio  apical.  Si bien  las  cNE  se dividen principalmente de manera  simétrica para 

expandir  el  pool  de  progenitores  multipotentes,  un  pequeño  porcentaje  se  divide 

asimétricamente para generar las primeras neuronas postmitóticas [Gotz y col., 2005; 

Kriegstein y col., 2009].  

 

Células  de  la  glía  radial.  Después  del  inicio  de  la  neurogénesis  cortical, 

aproximadamente  en  el  día  embrionario  9‐10  (E9‐10)  en  los  roedores,  las  cNE  dan 

origen a las cGR. Las cGR presentan características residuales de las células epiteliales 

(expresión de nestina, presencia de uniones  adherentes  y el mantenimiento de una 

superficie  apical  con  la  característica  polaridad  basal‐apical),  así  como  también  las 

características asociadas a células de la glía (expresión del transportador de glutamato 

específico de astrocitos (GLAST), la proteína de unión a Ca2+ S100β. A su vez, en forma 

adicional, expresan filamentos intermedios en sus procesos radiales, como vimentina, 

y proteínas asociadas a estos,  como  la proteína  célula  radial 1 y 2  (RC1 y RC2) y en 

algunas  especies  la  proteína  acida  fibrilar  glial  (GFAP)[Campbell  y  col.,  2002;  Gotz, 

2003; Gotz  y  col.,  2005;  Kriegstein  y  col.,  2009;  Kriegstein  y  col.,  2003; Mori  y  col., 

2005]. Las cGR presentan una larga prolongación radial que se extiende desde la pared 

del ventrículo hasta  la superficie pial y que se mantiene anclada a ambas superficies 

por  uniones  adherentes.  Las  cGR  representan  progenitores  neurales  (PN)  con  un 

destino más restrictivo que las cNE, dado que la mayoría de las cGR están restringidas 

a  la  generación  de  un  solo  tipo  celular:  astrocitos,  oligodendrocitos  o  neuronas 

[Malatesta y col., 2003; Malatesta y col., 2000; McCarthy y col., 2001]. Las cGR sufren 

división  celular  simétrica  para  expandir  la  reserva  de  progenitores multipotentes,  o 

división  celular  asimétrica  para  generar  neuronas  o  cPI.  Por  lo  tanto,  en  la  corteza 

cerebral,  las  cGR  generan neuronas mediante  tres mecanismos:  i) directamente por 

división  celular  asimétrica;  ii)  indirectamente por  generación de  cPI  y una  ronda de 

amplificación; o iii) indirectamente a través de cPI pero con dos rondas de divisiones y 

posterior  amplificación  [Kriegstein  y  col.,  2009].  Después  del  periodo  de  migración 

neuronal,  las  cGR  retraen  sus prolongaciones  radiales y  se diferencian a astrocitos y 

más tarde, a oligodendrocitos;[Sauvageot y col., 2002; Tramontin y col., 2003]. 
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Células progenitoras intermedias. Las cPI o progenitores basales se originan por 

mitosis y diferenciación de las cNE y cGR [Noctor y col., 2004]. A diferencia de las cNE y 

las cGR, el núcleo de las cPI sufre mitosis en el lado basal de la ZV y se localizan en la 

ZSV. En  forma  frecuente, presentan neuritas multipolares que no contactan ni con  la 

superficie ventricular ni pial. A su vez, se diferencian de las cNE y cGR en la expresión 

ciertos  factores  de  transcripción:  tipo‐cut  1  y  2  (CUX1  y  CUX2)  y  T‐box  2  (Tbr2) 

[Englund y col., 2005b]. Las cPI representan los progenitores más abundantes durante 

los estadios tardíos de la neurogénesis del telencéfalo y contribuyen a la neurogénesis 

generando  dos  neuronas  o  dos  cPI  por  división  celular  simétrica  y  posterior 

diferenciación [Haubensak y col., 2004]. El número de veces que las cPI se dividen varía 

en  las  diferentes  regiones  del  cerebro  y  también  en  las  diferentes  especies.  Por 

ejemplo,  el  cerebro  fetal  de  los  primates  contienen  una  extensa  zona  proliferativa 

periventricular o  ZSV externa,  la  cual podría  contribuir  a  la enorme expansión de  la 

corteza  cerebral  observada  en  dichas  especies  [Smart  y  col.,  2002].  Por  lo  tanto,  la 

función de  las cPI podría ser  la de  incrementar el número de neuronas, permitiendo 

rondas de divisiones celulares posteriores a  las generadas en  la ZV  [Kriegstein y col., 

2006] (Figura 1).  

 

A.  Neurogénesis directa (GR     1PN) B.  Neurogénesis indirecta (GR     1PI     2PN)

PC

IZ

ZSV

ZV

ciclo 
celular

tipo 
celular

fase de migración

radial

G1       S  G2    Ma  postmitosis G1     S   G2   Ma  G1      S    G2      Ma             postmitosis

cGR                neuronas inmaduras cGR                          cPI neuronas inmaduras

1     2   3    4                                                           1               2              3           4 
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Figura 1. Tipos de secuencias neurogénicas que dan origen a las neuronas piramidales de proyección 

durante el desarrollo cortical. Las secuencias de expresión de factores de transcripción se indican en las 

barras  coloreadas  y  corresponden  con  el  color  del  núcleo  celular.  La  secuencia  neurogénica  se 

correlaciona con  las fases del ciclo celular,  la  identidad del tipo celular y  la fase de migración (ver más 

adelante). A: neurogénesis directa de una neurona postmitótica desde la glía radial. Esta vía predomina 

durante estadios  tempranos del desarrollo neocortical. B: Neurogénesis  indirecta genera dos a cuatro 

neuronas  postmitóticas  desde  la GR.  Las  cGR  produce  una  cPI,  que  se  divide  una  o  dos  veces  para 

producir  dos  o  cuatro  neuronas  postmitóticas.  Esta  vía  predomina  durante  las  fases  tardías  de 

neurogénesis  cortical.  Abreviaturas:  Ma,  divisiones  asimétricas;  Ms,  divisiones  simétricas.  Esquema 

adaptado de [Hevner y col., 2006].  

 

 

1.1.2. Origen de las neuronas de proyección corticales 

En  los  ratones,  a  partir  del  día  E10,5,  las  cNE  de  la  ZV  del  palio  comienzan  a 

dividirse  por mitosis  generando  las  primeras  neuronas  postmitóticas  de  proyección. 

Estas  primeras  neuronas  migran  radialmente  hacia  una  capa  transitoria  llamada 

preplaca  (PP) o  capa plexiforme primordial.  En el día E12,5,  la  siguiente  cohorte de 

neuronas postmitóticas migra hacia la PP y forma la placa cortical (PC, futuras capas II‐

VI). Así, la PP es dividida en una capa superficial, llamada zona marginal (ZM) y en una 

capa  transitoria  inferior,  llamada  subplaca  (SP).  Las  sucesivas  oleadas  de  nuevas 

neuronas postmitóticas se posicionan en una secuencia “dentro‐fuera” (inside‐out), de 

manera  que  las  neuronas  nacidas  más  tempranamente  se  ubican  en  la  capa  más 

profunda (capa VI), y  las neuronas nacidas más recientemente migran atravesando  la 

SP y  las capas ya establecidas para ubicarse en una capa más superficial. Por  lo tanto 

migran hacia su destino final estableciéndose en diferentes estratos según su fecha de 

nacimiento  [Rakic,  1972;  Rakic,  1974;  Rakic,  1990].  A  medida  que  progresa  la 

neurogénesis, sobre  la ZV se  forma una nueva capa proliferativa que contiene cPI,  la 

ZSV. Estas  cPI van a  contribuir  con  la generación de más neuronas postmitóticas de 

proyección. Sobre  la ZSV se  forma una zona migratoria denominada zona  intermedia 

(ZI)  y  que,  además,  contiene  los  axones  en  desarrollo  de  las  primeras  neuronas 

postmitóticas de proyección. Hacia el final de la neurogénesis, la mayor parte de estas 

neuronas postmitóticas se diferencian a neuronas de proyección luego de posicionarse 

en una capa específica. La ZM contiene principalmente células de Cajal‐Retzius (cC‐R), 
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las  cuales mueren  durante  la  primera  semana  postnatal.  En  forma  posterior,  la  ZM 

formará  la  capa  I  de  la  corteza madura,  constituida  principalmente  por  una  red  de 

dendritas apicales de las neuronas de proyección. Desde el día E13,5 al día E18,5 en el 

ratón, la PC originará las capas II a VI de la corteza madura [Takahashi y col., 1996]. La 

SP desaparece después del nacimiento y sus células se incorporan en la capa VI o son 

eliminadas por muerte  celular programada.  La ZSV  también desaparece después del 

nacimiento,  a  excepción  de  la  pared  lateral  de  los  ventrículos  laterales,  donde  los 

precursores  neurales  forman  un  nicho  neurogénico  que  continúa  produciendo 

neuronas  olfatorias  en  la  adultez  [Ming  y  col.,  2005].  Al  finalizar  la  neurogénesis, 

aproximadamente  a  partir  del  día  E17,5,  los  PN  se  transforman  en  gliogénicos  y 

generan los astrocitos y las células ependimarias de la corteza adulta [Sauvageot y col., 

2002] (Figura 2). 

 

 

Figura  2.  Generación  de  neuronas  de  proyección  y  migración  radial  en  la  corteza  cerebral  de  los 

roedores. La migración  tangencial y el posicionamiento  laminar de  las  interneuronas no  fué  ilustrado. 

Abreviaturas: Ast, astrocito; cC‐R, células de Cajal‐Retzius; cE, célula ependimaria; cGR, células de la glía 

radial; cPI, célula progenitora intermedia; Inf Pir, neuronas piramidales de capas inferiores; L2‐6, capas 

2‐6; MNKI, migración nuclear  intercinética; PC, placa cortical; PN, progenitor neural; PP, preplaca; SB, 

sustancia blanca; SP, subplaca; Sup Pir, neuronas piramidales de capas superiores; Vs, vaso sanguíneo; 

ZM, zona marginal, ZSV, zona subventricular; SV, zona ventricular. Adaptado de [Kwan y col., 2012]. 
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Los  diferentes  subtipos  de  neuronas  de  proyección  presentes  en  la  corteza 

madura  se  generan  en  una  secuencia  temporal  precisa  y  se  posicionan  en  láminas 

específicas de la corteza cerebral. Las neuronas de proyección asociativas se localizan 

en las capas I a VI y forman conexiones axonales locales dentro del mismo hemisferio 

cortical. Por otro  lado,  las neuronas de proyección comisurales o corticocorticales se 

localizan  principalmente  en  las  capas  II/III  (aprox.  80% ),  y  en menor  número  en  las 

capas V  (aprox. 20% ) y VI; proyectan sus axones a  través del cuerpo calloso hacia el 

hemisferio  contra‐lateral  o  hacia  el  cuerpo  estriado.  Finalmente,  las  neuronas  de 

proyección corticofugales  incluyen  las neuronas corticotalámicas y  las subcerebrales. 

Las neuronas de proyección corticotalámicas se localizan principalmente en la capa VI 

aunque una pequeña población también se localiza en la capa V; proyectan sus axones 

hacia  diferentes  núcleos  del  tálamo,  mientras  que  las  neuronas  de  proyección 

subcerebrales  se  localizan  en  la  capa  V  y  proyectan  sus  axones  hacia  el  tronco 

encefálico y la medula espinal [Molyneaux y col., 2007]. 

 

1.1.3. Origen de las interneuronas corticales 

Durante  el  desarrollo  prenatal  del  telencéfalo,  las  interneuronas  corticales  se 

originan  en  el  subpalio  y  migran  de  manera  tangencial  hacia  el  palio,  donde  se 

posicionan  en  láminas  especificas  de  la  corteza  [Anderson  y  col.,  2002].  El  subpalio 

embrionario se subdivide en eminencia ganglionar media (EGM),  lateral (EGL), caudal 

(EGC) y los dominios anteroentopeduncular (AEP). Cada una de estas regiones produce 

diferentes subtipos de interneuronas, contribuyendo así con la gran diversidad de tipos 

neuronales presentes en  la corteza [Anderson y col., 2001; Marín y col., 2001]. En  los 

roedores, la mayoría de las interneuronas corticales se generan en la EGM y en la EGC 

entre el día E12,5 y el día postnatal 0 (DP0) [Marín y col., 2003].  

En la actualidad, la clasificación de los subtipos de interneuronas GABAérgicas de 

la corteza cerebral se basa en criterios morfológicos, electrofisiológicos y moleculares 

[Ascoli y col., 2008]. Uno de los criterios comunmente usados en la clasificación de los 

diferentes  subtipos  de  interneuronas  es  el  perfil  de  expresión  de  marcadores 

moleculares. Estos incluyen la expresión de proteínas de unión a calcio (parvalbumina 

(PV),  calbindina  (CALB)  y  calretinina  (CALR)),  neuropeptidos  (somatostatina  (SST), 

péptido  intestinal vaso‐activo (VIP), neuropéptido‐Y y colecistoquinina (CCK)), canales 
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de potasio (Kv3.1 y Kv3.2), glucoproteína reelina, óxido nítrico sintetasa y el receptor 

de serotonina 5HT3a [Faux y col., 2012].  

Un creciente número de evidencias sugieren que la especificación de los diversos 

subtipos de  interneuronas está dada por  la activación de distintas combinaciones de 

factores  de  transcripciones,  los  cuales  se  activan  en  los  progenitores  de  las 

interneuronas en dominios específicos del subpalio [Nery y col., 2002; Xu y col., 2004]. 

La EGM genera la mayoría de las interneuronas PV+
, SST+ y NPY+ corticales, así como un 

pequeño número de  interneuronas CALR+. Mientras que,  las  interneuronas corticales 

CALR+ derivan de progenitores Nkx2.1–/Dlx+ de la EGC [Butt y col., 2005; Lopez‐Bendito 

y  col.,  2004;  Nery  y  col.,  2002;  Xu  y  col.,  2004].  Durante  el  desarrollo  prenatal,  la 

reelina  se  expresa  específicamente  en  cC‐R,  sin  embargo,  en  la  vida  postnatal 

temprana se expresa de forma secuencial en  interneuronas GABAérgicas [Alcántara y 

col., 1998]. Por otro  lado, un estudio reciente demostró que una gran proporción de 

interneuronas  GABAérgicas  derivadas  de  la  EGC  expresan  reelina  [Miyoshi  y  col., 

2010].  Por  otro  lado,  la  EGL  es  la  principal  fuente  de  origen  de  las  interneuronas 

estriatales (EGL ventral), así como de un subgrupo de interneuronas de la amígdala y el 

bulbo olfatorio (EGL dorsal) [Kohwi y col., 2007] 

 

1.1.4. Origen de las células de Cajal‐Retzius 

Durante el desarrollo prenatal del telencéfalo en desarrollo, existe además una 

población  neuronal,  transitoria,  localizada  en  la  zona  marginal  de  la  corteza  en 

desarrollo: las cC‐R [Wonders y col., 2006]. Las cC‐R son una de las primeras neuronas 

en  formar  la PP cortical  [Hevner y col., 2003], y  luego de  la partición de  la PP, estas 

células  permanecen  asociadas  a  la  ZM  a  lo  largo  de  la  corticogénesis.  Solo  una 

pequeña  proporción  de  estas  células  van  a  sobrevivir  en  la  adultez,  dado  que  la 

mayoría muere  por  apoptosis  antes  de  la  segunda  semana  postnatal  [Chowdhury  y 

col., 2010]. En el ratón, el mayor número de cC‐R son generadas entre  los días E10 y 

E12  en,  al menos,  tres  sitios  distintos:  el  cortical  hem,  el  septum  y  el  palio  ventral 

[Garcia‐Moreno y col., 2007; Takiguchi‐Hayashi y col., 2004]. Desde estos sitios migran 

de  forma  tangencial hacia el manto  cortical;  sin embargo  las  cC‐R originadas en  los 

distintos sitios podrían eventualmente poblar distintas regiones corticales [Bielle y col., 

2005]. 
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1.1.5. Migración neuronal en el telencéfalo en desarrollo 

Hasta  la  fecha  se  describieron  dos  tipos  de  migración  neuronal  durante  el 

desarrollo de la neocorteza: i) la migración radial, en la cual las neuronas postmitóticas 

abandonan  la ZV y ZSV y utilizan  las  fibras  radiales de  las cGR como andamiaje para 

migrar hacia su destino final en la PC [Rakic, 1971]; y ii) la migración tangencial, en la 

cual las interneuronas guiadas por señales químicas y por axones migran paralelas a la 

superficie pial hacia su posición final en la neocorteza [Nadarajah y col., 2002].  

 

1.1.5.1. Migración radial 

Mediante  la  utilización  de  imágenes  de  video  de  lapso  de  tiempo  (time‐lapse 

imaging) en  fetas de  corteza  cerebral, Nadarajah y  colaboradores, demostraron que 

existen  dos  formas  distintas  de  movimiento  celular,  translocación  somática  y 

locomoción, responsables de la migración radial de los neuroblastos post‐mitóticos. En 

la translocación somática,  las neuronas en migración extienden una  larga neurita de 

avance (leading process) que se adhiere a la superficie pial, luego el núcleo se transloca 

a  lo  largo de esta neurita  (“nucleocinesis”) y  finalmente  la neurita posterior  (training 

process), que se extiende desde  la ZV, se  retrae. Por su parte, en  la  locomoción,  las 

neuronas  en  migración  también  extienden  una  corta  neurita  de  avance  y  otra 

posterior,  pero  no  alcanzan  a  contactar  con  la  superficie  pial  ni  ventricular.  Los 

neuroblastos migran adheridos a lo largo de las fibras de la glía radial. La existencia de 

dos  mecanismos  de  migración  radial  se  debe  a  la  expansión  que  sufre  la  corteza 

cerebral durante su desarrollo: los neuroblastos en migración utilizan el mecanismo de 

translocación somática en etapas  tempranas del desarrollo cortical, cuando  la pared 

cerebral  es  aun  delgada;  mientras  que  la  locomoción  ocurre  en  etapas  tardías 

[Nadarajah y col., 2001].  

En  general,  el  patrón  dinámico  de  la  migración  radial  en  la  corteza  cerebral 

puede  ser  resumido  en  5  fases:  i)  los  neuroblastos  post‐mitóticos  abandonan 

rápidamente la ZV y se dirigen a lo largo de las fibras radiales hasta la ZSV; ii) en la ZSV, 

los  neuroblastos  adoptan  una  morfología  multipolar  mientras  quedan  arrestados 

durante por  lo menos 24h antes de continuar con  su migración;  iii)  los neuroblastos 

multipolares migran retrógradamente hacia  la ZV. La funcionalidad de esta migración 

retrograda  sería  la  de  coordinar  la  migración  de  estos  neuroblastos  con  la  de  las 
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interneuronas  destinadas  a  la  misma  columna  radial  o  capa  cortical;  iv)  los 

neuroblastos pierden su morfología multipolar, extienden una neurita de avance hacia 

la superficie pial y ascienden hacia la PC a lo largo de las fibras de la glía radial [Noctor 

y  col., 2004];  v) una  vez que  la neurita de avance de  los neuroblastos en migración 

alcanzan la ZM, reciben una señal de parada dada por la reelina secretada por las cC‐R. 

Subsecuentemente, los neuroblastos se disocian de las fibras de la glía radial y forman 

las capas corticales [Nadarajah y col., 2002] (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Esquema de  las  fases de  la dinámica de migración neuronal  radial. Adaptado de  [Noctor y 

col., 2004]. 

 

 

1.1.5.2. Migración tangencial 

Las  trayectorias migratorias  de  las  interneuronas  presentan  distintos  patrones 

temporales  y  espaciales.  En  estadios  tempranos  del  desarrollo  (E12),  la  primera 

cohorte de  interneuronas  se origina principalmente en  la  EGM, migra  ventralmente 

atravesando el estriado en desarrollo, e ingresan al palio por una corriente migratoria 

superficial  a  lo  largo  de  la  ZM  y  la  SP.  En  estadios  intermedios  (E13,5‐14,5),  las 

interneuronas originadas en  la EGM, circunvalan el manto estriatal y migran por una 

corriente migratoria profunda, atravesando el palio por la ZSV y la ZI inferior, mientras 

que  una  menor  proporción  de  interneuronas  continúan  migrando  por  la  corriente 

superficial. Finalmente, en estadios tardíos, entre E15,5 y E16,5, tanto  la EGL como  la 

EGM  contribuyen  con  la  generación  de  interneuronas  corticales  y  estas  siguen 

principalmente  la  corriente migratoria  profunda  [Ang  y  col.,  2003;  Kriegstein  y  col., 
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2006;  Marín  y  col.,  2010;  Tanaka  y  col.,  2006].  Una  vez  completa  la  migración 

tangencial,  las  interneuronas  invade  la PC por migración radial y alcanzan su posición 

laminar final [Ang y col., 2003; Metin y col., 2006; Nadarajah y col., 2002; Tanaka y col., 

2006] (Figura 4).  

 

 

Fi

gura 4. Rutas de migración tangencial de interneuronas inmaduras desde el subpalio hacia la palio. A: 

esquema de una sección coronal de cerebro de ratón de día E15. La línea azul punteada muestra la ruta 

tangencial  de  las  interneuronas  que  se  originan  tempranamente,  mientras  y  la  línea  roja  punteada 

muestra la ruta de las interneuronas originadas tardíamente. Una vez que se forma la PC, se forma una 

ruta  tangencial  adicional  que  transcurre  por  la  SP  (línea  verde  punteada).  B:  esquema  de  los 

movimientos tangenciales y radiales de las interneuronas corticales una vez que alcanzan el palio dorsal. 

Adaptado de [Hernández‐Miranda y col., 2010]. 

 

 

Una vez que alcanzan la PC, una gran proporción de interneuronas GABAérgicas 

buscan  la misma  localización  inside‐out de  las neuronas excitatorias nacidas al mismo 

tiempo [Rymar y col., 2007; Valcanis y col., 2003; Xu y col., 2004]; mientras que otras 

interneuronas, parecen reconocer señales especificas de cada lámina provistas por las 

neuronas  excitatorias  para  alcanzar  su  posición  final  [Lodato  y  col.,  2011].  Sin 

embargo,  ciertas  interneuronas  no  parecen  seguir  ninguna  de  estos  mecanismos 

[Rymar  y  col.,  2007].  Por  lo  tanto,  la  correcta  proporción  de  neuronas 

GABAérgicas/glutamatérgicas debe ser alcanzado en el contexto de  la generación de 

neuronas en espacios y tempos dispersos espacial y temporalmente dispersas. 
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1.1.5.3. Mecanismos celulares de migración neuronal 

Los mecanismos celulares que regulan el proceso de migración neuronal pueden 

ser  disociados  en  varios  pasos:  los  mecanismos  que  controlan  el  modo  de  división 

celular en  la ZV; aquellos que determinan  la polaridad celular y despegamiento de  la 

superficie  ventricular;  la  extensión de un proceso de  avance  y  su  elección de  la  vía 

migratoria; la adhesión de la neuroblasto en migración a la superficie de la fibra de la 

cGR; el control de la translocación nuclear, la disociación del neuroblasto de la fibra de 

la cGR; el cese de  la migración una vez alcanzado el destino  final. Cada uno de estos 

pasos  posee  una  maquinaria  molecular  compleja  para  su  regulación  [Marín  y  col., 

2010].  

 

Dinámica de las neuritas de avance 

Las  neuritas  de  avance  de  los  neuroblastos  en  migración  actúan  como  una 

brújula, direccionando la migración en respuesta a señales quimiotáctiles [Marín y col., 

2010].  Hasta  la  fecha  se  conoce  poco  acerca  de  los  mecanismos  moleculares  que 

regulan  la  dinámica  de  los  procesos  de  avance  en  las  neuronas  en  migración. 

Lisencefalina‐1  y doblecortina  (DCX), dos proteínas  asociadas  a microtúbulos  (MAP), 

están involucradas en la regulación de la ramificación de las neuritas de avance en las 

interneuronas en migración [Kappeler y col., 2006; Nasrallah y col., 2006]. Las neuritas 

de avance de las interneuronas deficientes de DCX presentan más ramificaciones pero 

estas son muy  inestables. Esto sugiere que DCX es necesaria para  la estabilización de 

las nuevas  ramificaciones,  y que  la  inestabilidad en el  citoesqueleto de éstas podría 

impulsar a  las neuronas a extender un número mayor de  ramificaciones  [Kappeler y 

col., 2006]. En contraste,  las neuritas de avance de  las  interneuronas de ratones Lis+/‐ 

se ramifican con menor frecuencia y, en consecuencia, son más largas que en ratones 

salvajes [Nasrallah y col., 2006]. 

 

Nucleocinesis 

La translocación del núcleo dentro de la neurita de avance es el mecanismo que 

mejor  define  a  la  migración  neuronal.  Estudios  de  imagen  de  lapso  de  tiempo 

revelaron que  la nucleocinesis ocurre en dos pasos: primero, se forma una dilatación 

perinuclear  que  contiene  el  centrosoma  y  el  aparato  de  Golgi  sobre  la  neurita  de 
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avance  y  luego  la  red perinuclear de microtúbulos  arrastra  al núcleo hasta  alcanzar 

esta dilatación. Estos dos pasos se repiten produciendo el movimiento saltatorio típico 

de  las neuronas en migración [Schaar y col., 2005; Tsai y col., 2005]. Varias proteínas 

motoras relacionasdas con el cotoesqueleto, incluida doblecortina, están implicadas en 

este proceso.  

 

1.1.5.4. Mecanismos moleculares de regulación de la migración neuronal 

El mecanismo que  subyace  la movilidad direccionada de una neurona  requiere 

de  la  coordinación  de  múltiples  señales  extracelulares  en  un  determinado 

microambiente. Las señales de guía extracelular son interpretadas por receptores que 

transmiten  su  señal  a una  red de  señalización  intracelular,  las  cuales  convergen, en 

última instancia, en el citoesqueleto neuronal.  

 

Doblecortina 

Dado que  los microtúbulos proveen estabilidad a  las neuritas en crecimiento y 

además  cumplen  un  papel  importante  en  la  asociación  del  centrosoma  al  núcleo 

durante  la  nucleocinesis,  es  necesaria  una  apropiada  regulación  de  la  dinámica  de 

microtúbulos durante  la migración neuronal. Un evento clave en  la migración y en  la 

división celular es la estabilización de microtúbulos controlada por proteínas asociadas 

a microtúbulos (MAPs). La DCX es una MAP neuronal de 40 kDa [Gleeson y col., 1999], 

encargada  de  la  estabilización  de  los  microtúbulos  y  fundamental  para  la 

reorganización del citoesqueleto en neuronas postmitóticas en migración  [Bai y col., 

2008]. Estudios realizados con ratones machos carentes del gen de DCX demostraron 

que estos presentan defectos  similares  a  los observados en  la  lisencefalia, mientras 

ratones hembras presentan una PC secundaria por debajo de  la PC primaria o “doble 

corteza” [Gleeson y col., 1999]. Si bien estos efectos en mutantes fueron atribuidos a 

defectos en  la migración radial, experimentos recientes demostraron un retraso en  la 

migración de  interneuronas desde  la EG hacia  la corteza al bloquear  la expresión de 

DCX [Friocourt y col., 2007] .  

DCX  interactúa  directamente  con  los  microtúbulos  de  los  extremos  de  las 

neuritas de avance de neuronas en migración, así como también con los microtúbulos 

de los extremos de las neuritas en neuronas diferenciadas. La extensión de las neuritas 
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depende, no solo del transporte a través de microtúbulos, sino también de  la adición 

de membrana  en  los  conos  de  crecimiento  axonal. A  su  vez,  se  demostró  que DCX 

interactúa  con  complejos  adaptadores  involucrados  en  el  tráfico  de  vesículas, 

probablemente  al  facilitar  la  disociación  de  las  vesículas  transportadas  desde  los 

microtúbulos, y permitir la adición de nueva membrana a las neuritas en crecimiento. 

Más  aún, DCX  estaría  involucrada  en  la  regulación  de  la  endocitosis  y  reciclado  de 

moléculas de adhesión y  receptores en  las neuritas en  crecimiento  [Friocourt y  col., 

2003].  

 

Reelina 

La  reelina  es  una  glucoproteína  de  matriz  extracelular  secretada  por  las  cC‐R 

durante el desarrollo de  la  corteza  cerebral. Extensas evidencias demuestran que  la 

reelina  cumple  un  papel  esencial  en  la  organización  de  la  migración  radial, 

orquestando la correcta laminación de la corteza cerebral y favoreciendo el gradiente 

insidie‐out de posicionamiento de  las neuronas de proyección  [Rice y col., 2001]. Las 

neuronas  postmitóticas  que  migran  radialmente  hacia  la  PC  expresan  en  sus 

membranas los receptores sobre los cuales actúa la reelina: el receptor de lipoproteína 

de muy baja densidad (Vldlr) y el receptor de apolipoproteína E 2 (ApoER2) [Herz y col., 

2006]. La unión de la reelina a estos receptores induce la fosforilación de los residuos 

de tirosina del adaptador proteico  intracelular Dab‐1,  [Leemhuis y col., 2010], el cual 

activa  diferentes  vías  de  señalización  que,  en  última  instancia,  actúan  sobre  la 

dinámica del citoesqueleto de las neuronas en migración [Chai y col., 2009]. 

La deficiencia en la expresión de reelina, Vldlr, ApoER2 o Dab1 en ratones resulta 

en un  fenotipo  reeler, caracterizado por una severa alteración en el posicionamiento 

de  las neuronas en  las  laminas corticales  [Curran y col., 1998]. Este comportamiento 

aberrante en las neuronas deficientes en la vía de señalización de la reelina tiene dos 

componentes:  la  incapacidad  temprana  de  las  primeras  neuronas  en  migración  de 

dividir la PP, y la incapacidad tardía de las neuronas guiadas por la glía radial de migrar 

atravesando las laminas corticales ya formadas [Frotscher, 2010]. 

Estudios  recientes  demostraron  que  la  reelina, mediante  la  fosforilación  de  la 

proteína asociada a actina, n‐cofilina, promueve  la estabilización del citoesqueleto de 

actina en las neuritas de avance de neuronas en migración, lo cual permite anclar estas 
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neuritas a la superficie pial de la corteza en desarrollo [Chai y col., 2009]. La n‐cofilina 

es una proteína depolimerizante de actina que une filamentos de actina y promueve su 

desensamblaje y en consecuencia, desestabiliza el citoesqueleto de los lamelipodios y 

conos de crecimiento [Kiuchi y col., 2007]. La estabilización de las neuritas de avances 

sería necesaria para arrastrar el soma neuronal de las neuronas en migración a las que 

todavía les resta atravesar la barrera de las neuronas nacidas con anterioridad [Förster 

y col., 2010]. Por lo tanto, la tensión de las neuritas de avance por la estabilización del 

citoesqueleto de actina es  importante para  la translocación del núcleo de  la neurona 

en la fase final de la migración cortical [Cooper, 2008].  

 

 

1.2. EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE DURANTE EL DESARROLLO  

 

El Δ9‐tetrahidrocannabinol (THC), el principal compuesto psicoactivo derivado de 

la planta Cannabis sativa, ejerce sus efectos en el SNC debido a que es similar a una 

familia de moléculas producidas prácticamente por todos  los animales,  incluido el ser 

humano  y  los  roedores,  y  cuya  acción  por  tanto  mimetiza.  Estas  moléculas  se 

denominan  cannabinoides  endógenos  o  endocannabinoides  (eCB).  Por  otro  lado,  se 

han obtenido diversos análogos sintéticos, como el HU‐210 y WIN55,212‐2, los cuales 

son  extensamente  utilizados  como  herramientas  farmacológicas  en  la  investigación 

sobre cannabinoides. Tanto los eCB como sus análogos sintéticos, actúan mediante su 

unión a sus receptores específicos, los receptores cannabinoides tipo 1 (rCB1) y tipo 2 

(rCB2). El  rCB1 es el  receptor de siete pasos  transmembrana acoplados a proteína G  

más abundantes en el SNC, y  su activación  regula una gran variedad de  sistemas de 

señalización  celular.  Los  eCB,  junto  con  sus  receptores  y  sistemas  específicos  de 

síntesis,  metabolización,  transporte  y  degradación,  constituyen  el  sistema  de 

señalización eCB [De Petrocellis y col., 2009]. 

En  el  cerebro  postnatal,  el  sistema  eCB  constituye  un  mecanismo  de 

neuromodulación  de  las  sinapsis  en  el  SNC:  los  eCB  sintetizados  a  demanda  en  la 

postsinápsis actúan como mensajeros retrógrados uniéndose a rCB1 presinápticos de 

aferencias  excitatorias  e  inhibitorias,  los  cuales  atenúan  la  liberación  de 

neurotransmisores  [Chevaleyre  y  col.,  2006].  Además  de  esta  función,  bien 
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caracterizada en  las sinapsis adultas, hallazgos  recientes demostraron que el sistema 

eCB  está  involucrado  en  procesos  esenciales  del  desarrollo  del  SNC,  tales  como  la 

proliferación,  diferenciación,  migración,  especificación  neuronal,  la  elongación  y 

fasciculación de axones y la sinaptogénesis [Harkany y col., 2007].  

 

1.2.1. Ontogenia del sistema endocannabinoide  

El descubrimiento de un sistema eCB en el cerebro en desarrollo de mamíferos y 

de  las  variaciones  espacio‐temporales  de  su  expresión,  ha  conducido  a  numerosos 

estudios que soportan la importancia de la participación de la señalización eCB en los 

principales eventos relacionados con el desarrollo del SNC (Figura 5).  

 

 

 
Figura 5. Rol propuesto del sistema eCB durante el desarrollo. El panel superior muestra  la variación 

temporal en  las cantidades disponibles de  los principales eCB, 2‐AG y AEA a  lo  largo de  las etapas de 

desarrollo. El panel  inferior  ilustra  los principales eventos de embriogénesis y desarrollo del SNC que 

estarían  regulados  por  la  señalización  eCB  a  través  del  rCB1  (coloreado  de  naranja).  Adaptado  de 

[Harkany y col., 2007]. 

 

 

1.2.1.1. Receptor cannabinoide tipo 1 (rCB1) 

El  rCB1  se  expresa  desde  estadios  muy  tempranos  en  el  desarrollo  del 

telencéfalo de roedores. Hasta la fecha se describió la expresión de dicho receptor en 

PN  de  la  ZV,  en  cPI  de  la  ZSV,  y  en  células  en división  activa  [Aguado  y  col.,  2005; 

Mulder y col., 2008]. La expresión postnatal del rCB1 en células tipo glía radial (radial 
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glia‐like)  y  en  poblaciones  de  células  madres  neurales  tipo‐B  [Aguado  y  col.,  2005; 

Aguado y col., 2007; Arévalo‐Martín y col., 2007; Jin y col., 2004], sugiere  la conexión 

de un sistema eCB  funcional en  las áreas neurogénicas desde el periodo de embrión 

hasta la adultez [Galve‐Roperh y col., 2007]. 

Durante  el  periodo  de  corticogénesis  en  los  roedores,  la  expresión  del  rCB1 

también se observa en las células ya comprometidas al linaje neuronal. A partir del día 

E12,5  el  rCB1  se  expresa  en  las  cC‐R  reelina+  en  la  PP  y  luego  en  neuronas 

postmitóticas  en  la  PC  y  en  axones  en  crecimiento  en  la  ZI,  identificadas  con  el 

marcador de neuronas  tempranas Tuj1  [Mulder  y  col., 2008; Vitalis  y  col., 2008].  La 

expresión del rCB1 en la corteza en desarrollo alcanza su máximo en el día E16, y luego 

disminuye  gradualmente  hacia  el  nacimiento,  lo  cual  se  podría  correlacionar  con  el 

patrón  temporal de diferenciación neuronal  [Harkany y  col., 2007]. Por otro  lado,  la 

expresión del rCB1 en las interneuronas GABAérgicas corticales se detectó en estadios 

tardíos de  la  corticogénesis,  cuando  las  interneuronas  comienzan a desviarse de  sus 

corrientes migratorias  tangenciales  para migrar  radialmente  hacia  la  PC  [Berghuis  y 

col., 2007].  

La presencia transitoria del rCB1 durante el desarrollo embrionario también fue 

detectada en axones y conos de crecimiento de neuronas de proyección cortical, en 

áreas donde transcurren los axones corticofugales en desarrollo. La expresión del rCB1 

en  estas  zonas  se  reduce marcadamente  durante  la  gestación  tardía  y  el  desarrollo 

postnatal temprano [Berghuis y col., 2007; Mulder y col., 2008; Vitalis y col., 2008]. Por 

lo  tanto,  esta  localización  del  rCB1  sugiriere  un  rol  del  sistema  eCB  en  el 

establecimiento y organización de las redes neuronales.  

En  cerebros  fetales humanos  también  se demostró  la expresión de un  sistema 

eCB  funcional.  Estudios  por  hibridación  in  situ  y  ensayos  de  unión  a  ligandos 

radiactivos muestran la expresión del rCB1 en áreas límbicas, como la corteza cerebral 

y el hipocampo. Así como ocurre en los roedores, se detectó una alta densidad de rCB1 

en áreas de  sustancia blanca durante el desarrollo  fetal humano  [Mato y col., 2003; 

Mulder y col., 2008]. 
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1.2.1.2 Receptor cannabinoide tipo 2 (rCB2) 

Hasta el momento,  la expresión del  rCB2 en el cerebro embrionario solo se ha 

podido demostrar en estudios in vitro. Estudios por inmunohistoquímica, western blot 

y  RT‐PCR  realizados  en  cultivos  de  células  madres  neurales  y  en  neuroesferas 

preparados a partir de tejido cerebral de ratón de día E15,5‐17,5 y DP2, muestran  la 

expresión del  rCB2 en PN 
[Arévalo‐Martín y  col., 2007; Molina‐Holgado y  col., 2007; 

Palazuelos y col., 2006]. En el cerebro adulto de roedores, el rCB2 se expresa en células 

madres  neurales  (células  nestina+)  de  la  zona  subgranular  del  giro  dentado  en 

hipocampo  y  en  la  ZSV  de  ratón  adulto,  una  de  las  áreas  neurogénicas  mas 

importantes a  lo  largo de  la vida postnatal. [Arévalo‐Martín y col., 2007; Goncalves y 

col.,  2008;  Palazuelos  y  col.,  2006].  Sin  embargo,  hasta  la  fecha  no  se  dispone  de 

evidencias concretas acerca de la expresión del rCB2 en el cerebro en desarrollo. 

 

1.2.1.3. Endocannabinoides y enzimas de síntesis y degradación 

Los  eCB  son  amidas,  esteres  y  éteres  de  ácidos  grasos  de  cadena  larga  poli‐

insaturada.  Dos  de  los  principales  eCB,  el  2‐araquidonilglicerol  (2‐AG)  y  el  N‐

araquidoniletanolamida  o  anandamida  (AEA),  pertenecen  a  la  familia  de  los 

eicosanoides. Los niveles de 2‐AG y AEA muestran una variación temporal durante el 

desarrollo prenatal del cerebro: la síntesis de 2‐AG aumenta gradualmente durante el 

desarrollo embrionario, alcanza un pico luego del nacimiento y se estabiliza durante el 

desarrollo postnatal, mientras que los niveles de AEA aumentan gradualmente durante 

el desarrollo postnatal y alcanza su máximo durante la adultez. A lo largo del desarrollo 

del cerebro,  la concentración de 2‐AG  (2‐8 nmol/g  tejido) es aproximadamente 1000 

veces mayor que la de AEA (3‐6 pmol/g tejido) [Berrendero y col., 1998; Berrendero y 

col., 1999].  

La  coordinación  espacial  y  temporal  de  la  liberación  de  eCB  requiere  de  una 

ajustada  expresión  de  sus  enzimas  metabólicas.  Las  sn‐1‐diacilglicerol  lipasa  α  y  β 

(DAGLα/β) son las principales enzimas de síntesis del 2‐AG [Bisogno y col., 2003]. Esta 

enzima  se  expresa  en  axones  corticotalámicos  en  elongación  de  neuronas  de 

proyección a partir del día E14,5, y coincide con la expresión del rCB1 en estos axones. 

Sin  embargo,  a  partir  del  día  E18,5,  al  comienzo  de  la  sinaptogénesis,  la  enzima  se 

transloca  hacia  las  espinas  dendríticas  postsinápticas  de  neuronas  de  proyección 



    Introducción 

19 

 

glutamatérgicas,  donde  tendrá  lugar  la  señalización  retrograda  en  la  vida  postnatal. 

Esto  sugiere  que  la  liberación  autocrina  de  2‐AG  regularía  el  crecimiento  del  cono 

axonal y la formación de sinapsis rCB1+ [Berghuis y col., 2007]. Durante el desarrollo de 

la  corteza perinatal,  la expresión postsináptica de  la DAGLα  excede  la de  la DAGLβ, 

siendo ésta última más abundante durante la vida postnatal [Bisogno y col., 2003]. 

La N‐acil‐fosfatidiletanolamina  fosfolipasa D  (NAPE‐PLD),  la principal enzima de 

síntesis  de  la  AEA  [Ueda  y  col.,  2005]  se  expresa  a  partir  del  día  E18,5  asociada  a 

espinas  dendríticas  de  neuronas  de  proyección  corticales.  Las  interneuronas 

GABAérgicas  no  expresan  la  enzima  hasta  que  adquieren  su  compromiso  en  la 

migración radial  intra‐cortical, coincidiendo con el  inicio de  la selección de su blanco 

postsináptico [Berghuis y col., 2007].  

Las  enzimas  Monoacilglicerol  lipasa  1/2  (MGL)  [Dinh  y  col.,  2002]  y  la  amido 

hidrolasa  de  ácidos  grasos  (FAAH)  [Cravatt  y  col.,  1996]  son  las  principales  enzimas 

catabólicas que degradan el 2‐AG y la AEA, respectivamente. A partir del día E12,5, la 

expresión  de  MGL  coincide  con  la  expresión  del  DAGL  y  del  rCB1  en  los  axones 

corticotalámicos  en  crecimiento  de  las  neuronas  de  proyección  [Keimpema  y  col., 

2010].  Por  otro  lado,  la  FAAH  es  detectada  en  las  cGR  (células  RC2+)  durante  la 

gestación  tardía  y  en  edades  postnatales  tempranas  [Aguado  y  col.,  2006].  Sin 

embrago, en las neuronas, la expresión de la FAAH aún no se ha detectado. 

 

1.2.2. El rol del sistema endocannabinoide durante el desarrollo 

La expresión dinámica del sistema eCB funcional durante el desarrollo neuronal, 

cuando  los  procesos  neurogénicos  se  encuentran  más  activos,  sugiere  que  los  eCB 

están  involucrados  en  la  regulación  de  importantes  decisiones  en  el  destino  celular 

[Galve‐Roperh y col., 2009]. Por lo tanto, la completa comprensión del papel que juega 

el  sistema  eCB  durante  el  desarrollo  cerebral  es  de  extrema  importancia  a  fin  de 

evaluar las consecuencias de la exposición prenatal a cannabinoides (Figuras 5 y 6). 
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Figura  6.  Papel  de  la  señalización  eCB  vía  rCB1  durante  la  especificación  neuronal.  Las  flechas 

continuas indican el probable rol de los eCB sobre sus células blanco y las flechas punteadas indican la 

probable  regulación  autocrina  a  través  de  la  expresión  de  DAGL  intrínseca  y  la  liberación  de  eCB 

regulada. Los signos de  interrogación denotan  la probable participación de otros receptores CB (CB2R, 

GPR55). Adaptado de [Harkany y col., 2008]. 

 

 

1.2.2.1. Regulación de la proliferación de progenitores neurales 

El  delicado  balance  entre  proliferación  y  muerte  celular  programada  de  los 

progenitores neurales garantiza la generación de una adecuada cantidad de neuronas 

en el cerebro en desarrollo. Numerosas evidencias de la participación del sistema eCB 

en  la  proliferación  de  PN  se  encuentran  extensamente  soportadas  por  estudios  de 

manipulación  farmacológica  y  genética,  tanto  in  vivo  como  in  vitro  [Harkany  y  col., 

2007]. 

Durante  el  desarrollo  de  la  corteza  cerebral,  el  rCB1  presente  en  la  ZV/ZSV 

participa  en  la  regulación  de  la  proliferación  de  progenitores  piramidales  y  en  el 

tamaño del pool de estas células: estudios de pulsos de BrdU en embriones de ratones 

CB1
‐/‐ demostraron una  inhibición de  la proliferación de PN  corticales, mientras que 

embriones  FAAH‐/‐  presentaron  un  incremento  en  su  proliferación.  Experimentos 

realizados  en  cultivos organotípicos  corticales de día  E14,5  expuestos  a un  agonista 
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cannabinoide  sintético no  selectivo  (HU‐210) o  a un  inhibidor de  la  FAAH  (URB597) 

mostraron  un  incremento  en  el  número  de  células  que  incorporaron  BrdU  en  la 

ZV/ZSV.  Ratones  con  una  deleción  condicional  del  rCB1  en  neuronas  piramidales 

(CB1
f/f,NEX‐Cre

) presentaron una significativa disminución en  la  tasa de proliferación de 

PN en  las ZV/ZSV de  la corteza de embriones,  lo cual sugiere una acción del sistema 

eCB sobre  los progenitores de neuronas piramidales [Mulder y col., 2008].  In vitro,  la 

deleción del rCB1 (CB1‐/‐
) o la inhibición farmacológica del rCB1 reduce la proliferación 

de PN y la generación de neuroesferas [Aguado y col., 2007]. Otros estudios in vitro en 

neuroesferas, mostraron que  la activación de  los  rCB2 a  través del agonista HU‐210, 

promueve  la proliferación celular a través de  la activación de  las vías de señalización 

de  fosfoinositol‐3 Kinasa /Akt y ERK1/2  [Molina‐Holgado y col., 2007]. Por otro  lado, 

estudios  in  vivo  en  ratones  CB1‐/‐  adultos  demostraron  una  disminución  en  la 

proliferación de PN en el giro dentado y en  la ZSV, mientras que  los  ratones FAAH‐/‐ 

mostraron  un  incremento  de  estos  progenitores  [Aguado  y  col.,  2005;  Jiang  y  col., 

2005; Jin y col., 2004]. 

Experimentos  realizados  en  cultivos  organotípicos  corticales  de  día  E14,5 

mostraron que el tratamiento agudo con un agonista selectivo para el rCB2 (HU‐308) 

induce un incremento en la proliferación de PN en las ZV/ZSV y que éste incremento es 

prevenido  por  el  tratamiento  con  un  antagonista  del  rCB2  (SR‐144528).  Estos 

experimentos  además demuestran que el  tratamiento  agudo  con HU‐308  induce un 

incremento  de  células  p27Kip1  fosforiladas  en  las  ZV/ZSV  y  que  éste  efecto  es 

prevenido por el tratamiento con el antagonista del rCB2 [Palazuelos y col., 2012]. La 

proteína p27Kip1 inhibe la transición de la fase G1‐S de los PN y cumple un importante 

rol en el balance entre proliferación de PN versus la diferenciación neuronal [Nguyen y 

col., 2006]. Varios autores sugieren que  la regulación negativa del rCB2 a  lo  largo del 

proceso de diferenciación neuronal permitiría a los PN progresar más allá de su auto‐

renovación  y  comprometerse  con  el  linaje  neuronal  [Molina‐Holgado  y  col.,  2007; 

Palazuelos y col., 2012]. Simultáneamente,  la expresión del rCB1 en  los PN sufre una 

fuerte  regulación positiva  luego de  la diferenciación  inicial hacia neurona  [Mulder  y 

col., 2008]. Esto sugeriría que los bajos niveles en la expresión del rCB1 son necesarios 

para  mantener  un  estado  proliferativo,  pero  que  la  tasa  de  proliferación  estaría 
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regulada por la alteración de los niveles de eCB que señalizan a través del rCB2 [Anavi‐

Goffer y col., 2009]. 

 

1.2.2.2. Regulación de la migración neuronal 

Durante  la  corticogénesis,  los  progenitores  piramidales  nacidos  en  la  ZV/ZSV 

migran radialmente hacia  la PC hasta su destino final en las distintas capas corticales. 

Estudios en  ratones neonatos deficientes en el  rCB1 mostraron una acumulación de 

neuronas  postmitóticas  en  las  capas  más  profundas  de  la  corteza  en  desarrollo, 

mientras  que  ratones  deficientes  en  la  FAAH  mostraron  una  acumulación  de  estas 

neuronas en  las capas más superficiales. Por otro  lado, el  tratamiento  farmacológico 

con  un  inhibidor  de  la  FAAH  (UR‐597)  o  un  agonista  del  rCB1  (HU‐210)  en  cultivos 

organotípicos de corteza cerebral de día E14,5 promueve  la migración radial desde  la 

zona ZSV/ZV hacia la PC. La sobre‐expresión de FAAH en embriones de ratón produce 

una  acumulación  de  neuronas  en  la  ZV/ZSV,  lo  cual  sugiere  un  deterioro  en  la 

migración radial [Mulder y col., 2008]. 

Por otro lado, las interneuronas que pueblan el hipocampo y la corteza nacen en 

la eminencia ganglionar y migran tangencialmente una larga distancia hasta su destino. 

Experimentos recientes demostraron que un grupo de  interneuronas recién formadas 

en la EG y que expresaban el rCB1, dan origen a la población de interneuronas reelina‐

/CALR
+  y  CCK+  en  el  hipocampo  y  la  corteza  [Morozov  y  col.,  2009].  A  su  vez, 

experimentos  in  vivo  demostraron  que  la  administración  crónica  de  THC  durante  la 

gestación  incrementa  la densidad de  interneuronas CCK+ en el hipocampo de  la rata, 

mientras que experimentos in vitro, demostraron que la estimulación de interneuronas 

CCK
+  con  AEA  estimula  la  migración.  Si  bien,  la  deleción  selectiva  del  rCB1  en 

interneuronas  GABAérgicas  corticales  (CB1f/f;Dlx5/6‐Cre
)  no  afecta  el  número  total  de 

diferentes  subpoblaciones  de  interneuronas  corticales  [Berghuis  y  col.,  2007],  sería 

necesario  realizar  un  análisis  más  detallado  sobre  la  distribución  de  las  diferentes 

subpoblaciones  neuronales  en  las  distintas  capas  corticales,  tanto  en  ratones  CB1‐/‐ 

como  en  animales  expuestos  prenatalmente  a  agonistas  cannabinoides,  a  fin  de 

comprender el rol de los eCB en el control de la migración neuronal. 
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1.2.2.3. Regulación de la guía axonal y sinaptogénesis  

La supervivencia de grupos de neuronas definidas neuroquímicamente requiere 

el  correcto  modelado  (patterning)  de  axones  y  el  establecimiento  de  sinapsis 

funcionales.  Evidencias  recientes  sugieren  un  papel  fundamental  en  la  señalización 

eCB,  a  través  del  rCB1,  en  la  regulación  de  la  fase  inicial  de  la  especificación 

neuroquímica y en la navegación del cono de crecimiento axonal, la elongación axonal, 

la dendritogénesis  y  la  sinaptogénesis de  interneuronas GABAérgicas  y neuronas de 

proyección  glutamatérgicas  en  el  cerebro  de  los  roedores  [Berghuis  y  col.,  2005; 

Berghuis y col., 2007; Kawaguchi y col., 2010; Mulder y col., 2008; Vitalis y col., 2008; 

Wu y col., 2010].  

Estudios de inmunohistoquímica e hibridación in situ mostraron una distribución 

atípica y transitoria del rCB1 en los tractos axonales en expansión de la ZI, entre el día 

E13,5 y DP0 del cerebro de roedores  [Berghuis y col., 2007; Mulder y col., 2008]. Un 

estudio más detallado reveló que el rCB1 se expresa en los axones corticotalámicos en 

desarrollo  y  mientras  que  la  enzima  de  síntesis  de  2‐AG,  DGLβ,  se  expresa  en  los 

axones  talamocorticales. Este patrón de expresión sugiere que el 2‐AG producido en 

los  axones  talamocorticales  actúa  sobre  el  rCB1  expresado  en  los  axones 

corticotalámicos  y  modularía  el  patterning  axonal  durante  el  desarrollo  [Wu  y  col., 

2010]. Esto podría  indicar un rol de  los eCB en  la guía axonal y en  la supresión de  la 

formación de axones colaterales [Anavi‐Goffer y col., 2009]. 

En  relacion  a  dicha  hipótesis,  la  deleción  del  rCB1  en  la neuronas  piramidales 

(CB1R
f/f,NEX–Cre

) o el bloqueo farmacológico mediante  la administración  in utero de un 

antagonista  del  rCB1  produce  aberraciones  en  la  fasciculación  de  los  axones 

corticotalámicos de las neuronas de proyección L1‐NCAM+
, los cuales fallan en invadir 

el  estriado  dorsal.  Estudios  in  vitro  en  cultivo  primario  de  neuronas  corticales 

estimuladas con AEA, demostraron un incremento en la elongación del axón primario y 

una supresión de la ramificación axonal en cultivo de neuronas corticales primarias de 

embrión estimulada con AEA [Mulder y col., 2008].  

Adicionalmente,  los  axones  y  conos  de  crecimiento  de  interneuronas 

GABAérgicas  inmaduras  expresan  el  rCB1  y  su  estimulación  con  AEA  inhibe  la 

ramificación  y  el  crecimiento  de  neuritas  inducido  por  BDNF  (factor  neurotrófico 
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derivado de cerebro) y a su vez induce la repulsión del cono de crecimiento [Berghuis y 

col., 2007].  

Los  rCB1  también  están  involucrados  en  procesos  de  neuritogénesis  y 

sinaptogénesis,  dado  que  se  demostró  que  la  sobre‐expresión  de  rCB1  en  cultivos 

primarios  de  neuronas  hipocampales  regula  negativamente  el  crecimiento  de  las 

neuritas [Vitalis y col., 2008]. Estudios realizados en  líneas celulares mostraron que  la 

activación  del  rCB1  puede  inducir  tanto  el  crecimiento  como  la  retracción  de  las 

neuritas  [He  y  col.,  2005;  Jordan  y  col.,  2005;  Zhou  y  col.,  2001].  En  células  de 

neuroblastoma Neuro2A, la activación del rCB1 induce crecimiento de las neuritas vía 

Rap1, tirosina kinasa src, Stat‐3 [He y col., 2005; Jordan y col., 2005]. Por el contrario, 

la retracción de las neuritas depende de la inhibición de la activación sostenida de ERK 

mediada  por  Rap1/B‐Raf  [Rueda  y  col.,  2002]  y  la  regulación  de  la  dinámica  del 

citoesqueleto vía proteína‐G Rho [Ishii y col., 2002]. El establecimiento de  las sinapsis 

glutamatérgicas  también  es  regulado  por  el  rCB1.  En  particular,  la  inhibición  de  la 

síntesis  de  2‐AG  en  neuronas  piramidales  redujo  la  expresión  de  vGlut1  y  alteró  la 

expresión  de  marcadores  de  sinapsis  glutamatérgicas  como  SNAP25  y  sinaptofisina 

[Mulder y col., 2008]. 

 

 

1.3. CONSECUENCIAS DE LA EXPOSICION PRENATAL A CANNABINOIDES 

La  marihuana  es  la  droga  de  abuso  ilegal  más  utilizada  entre  en  la  mujeres 

embarazadas  de  las  sociedades  occidentales  [Fried  y  col.,  2001].  Los  cannabinoides 

pueden atravesar la barrera placentaria durante la gestación [Berrendero y col., 1999] 

y además ser transferidos a través de la leche materna durante la lactancia [Romero y 

col., 1997]. Por lo tanto, debido a que la barrera hemato‐encefálica del embrión y del 

recién nacido es aún  inmadura, estos compuestos pueden alcanzar el cerebro  fetal y 

neonatal en cantidades sustanciales. Puesto que el sistema eCB está presente desde 

muy  temprano  en  el  desarrollo,  los  componentes  activos  del  cannabis  y  sus 

metabolitos  pueden  afectar  directamente  el  desarrollo  del  cerebro  mediante  la 

alteración  de  la  señalización  eCB,  los  neurotransmisores  relacionados  con  éste  y  el 

sistema neuroendócrino [Campolongo y col., 2011]. 
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Esta perturbación del delicado balance de cannabinoides endógenos durante  la 

gestación, tanto por el consumo de marihuana como por el consumo de antagonistas 

comercializados como droga anti‐obesidad, puede tener profundas consecuencias para 

el  cerebro  en  desarrollo.  Actualmente  existe  un  creciente  número  de  evidencias, 

obtenidas  tanto  a  partir  de  la  investigación  en  animales  así  como  de  estudios  en 

humanos,  que  sugieren  que  la  manipulación  exógena  del  sistema  eCB  en  periodos 

específicos  en  el  desarrollo  tiene  consecuencias  deletéreas  a  lo  largo  de  la  vida 

postnatal (revisado en [Wu y col., 2011]). 

 

1.3.1. Consecuencias de la exposición prenatal a la marihuana en humanos 

Hasta  la  fecha existen pocos estudios de  cohorte  longitudinal en  los  cuales  se 

evaluaron  las  funciones  cognitivas  de  niños  nacidos  de  madres  consumidoras  de 

marihuana durante la gestación (revisado en [Wu y col., 2011]). En dichos estudios, los 

niños  expuestos  a  marihuana  durante  el  primer  y  segundo  trimestre  de  gestación 

mostraron un menor rendimiento en  la memoria a corto plazo y en el razonamiento 

verbal evaluado mediante la escala de inteligencia de Stanford‐Binet. Mientras que en 

edades  adolescentes,  mostraron  problemas  de  depresión,  hiperactividad,  falta  de 

atención e impulsividad, lo cual sugiere un deterioro en procesos cognitivos complejos 

tales como las funciones ejecutivas [Day y col., 2011; Goldschmidt y col., 2012; Gray y 

col., 2005]. Dichas  funciones ejecutivas comprenden diferentes capacidades, como  la 

flexibilidad cognitiva, la atención focalizada y sostenida y la memoria de trabajo y son 

atribuidas a la corteza prefrontal [Fried y col., 2003]. Datos obtenidos de estas mismas 

cohortes, demostraron déficit en funciones ejecutivas en adolescentes de entre 13‐16 

años(revisado en [Wu y col., 2011]).  

En  un  estudio  reciente  se  evaluaron  cambios  volumétricos  en  el  cerebro  por 

medio de  imágenes de resonancia magnética  funcional  (fMRI). Este estudio realizado 

en  niños  de  entre  10  y  14  años  de  edad  que  habían  sido  expuestos  a  marihuana 

durante la gestación, describió un volumen de sustancia gris cortical y del parénquima 

reducido, en comparación con niños de madres no consumidoras [Rivkin y col., 2008]. 

En otro estudio  realizado mediante  fMRI en  jóvenes de entre 18 y 22 años de edad 

expuestos prenatalmente a la marihuana se demostró la existencia de variaciones en la 

actividad neuronal de la corteza prefrontal bilateral y en la corteza premotora derecha 
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durante  la realización de ciertas tareas. Más aún, el mismo trabajo describió cambios 

en  los niveles de actividad neuronal durante  la  realización de  tareas de memoria de 

trabajo visual‐espacial [Smith y col., 2006]. 

En resumen, el consumo de marihuana durante la gestación tiene importantes y 

variables efectos  sobre  la descendencia en  varias  áreas del desarrollo  cognitivo.  Sin 

embargo, a pesar de  la consistencia de estos datos clínicos, no se pueden excluir  las 

variables genéticas, las cuales pueden contribuir a la relación entre el uso materno de 

cannabis y los déficit cognitivos de largo plazo de la descendencia. 

 

1.3.2. Consecuencias de la exposición prenatal a cannabinoides en modelos animales 

Los  estudios  longitudinales  de  cohorte  realizado  en  humanos  sobre  las 

consecuencias  neuro‐comportamentales  del  uso  de  drogas  de  abuso  durante  la 

gestación  están  sujetos  a  numerosos  factores  como  la  dosis,  el  uso  simultáneo  de 

varias drogas, la duración y frecuencia del uso de la droga, el estadio de la gestación y 

factores ambientales como  la nutrición maternal y/o  los problemas socioeconómicos. 

Frente a estas variables,  los modelos animales ofrecen un control experimental más 

ajustado  sobre  estos  factores  y  permiten  detectar  múltiples  alteraciones 

neurobiológicas  en  las  crías  de  madres  tratadas  con  cannabinoides  sintéticos 

[Schneider, 2009].  

La administración temprana, antes o durante  la organogénesis, así como el uso 

de elevadas dosis de cannabinoides produce anormalidades morfológicas comparables 

con los del síndrome de alcoholismo fetal. Sin embargo, esto es un efecto tóxico a nivel 

sistémico  [Fernandez‐Ruiz y col., 2000]. Por tal motivo, en éste trabajo se utilizó una 

dosis  de  cannabinoides  moderada,  la  cual  reflejaría  con  más  precisión  las  dosis 

utilizadas por mujeres embarazadas. 

Numerosos  trabajos validan el modelo de exposición prenatal a  cannabinoides 

utilizado en ésta  tesis  [Antonelli y  col., 2004; Antonelli y  col., 2006; Antonelli y  col., 

2005; Castaldo y col., 2007; Castelli y col., 2007; Ferraro y col., 2009; Maj y col., 2007; 

Mereu y col., 2003; Shabani y col., 2011a]. La exposición prenatal a dosis moderadas 

del agonista sintético del rCB1 y rCB2 WIN55,212‐2  induce, en  la rata, una disrupción 

en la retención de la memoria en la crías de DP40 y 80 asociado con alteraciones en la 

potenciación a  largo  término  (LTP) y  la  liberación de glutamato. Estos cambios en  la 
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neurotransmisión  glutamatérgicas  podría  explicar  el  deterioro  en  las  funciones 

cognitivas  a  largo  plazo.  [Mereu  y  col.,  2003].  Esta  hipótesis  esta  soportada  por 

experimentos in vivo de microdiálisis donde se observó que la exposición gestacional a 

WIN induce una consistente reducción en la liberación de glutamato basal y evocados 

por  K+  en  la  corteza  prefrontal  de  las  crías  [Antonelli  y  col.,  2004;  Antonelli  y  col., 

2005].  Los  daños  cognitivos observados  en  crías  adultas  expuestas prenatalmente  a 

cannabinoides  fueron  asociados  con  alteraciones  en  la  expresión  cortical  de  genes 

relacionados con la neurotransmisión glutamatérgicas y a un incremento en los niveles 

corticales extracelulares de este neurotransmisor [Campolongo y col., 2007]. 

Si bien aún no se conocen con exactitud las vías moleculares que subyacen estos 

cambios  neuro‐comportamentales,  numerosos  estudios  demostraron  que  la 

exposición prenatal a la marihuana produce alteraciones en los sistemas GABAérgicas, 

glutamatérgicos,  dopaminérgicos,  serotoninérgicos  y  opioides  (revisado  en  [Jutras‐

Aswad y col., 2009]). 

En resumen, el paralelismo entre  los daños cognitivos, tanto en humanos como 

en  roedores,  soporta  la  utilidad  de  estudios  en  animales  de  experimentación  para 

obtener  información  acerca  de  las  consecuencias  neuro‐comportamentales  del  uso 

materno de marihuana. 
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2. Objetivos e hipótesis 

 

Hipótesis 

La hipótesis de trabajo supone que tanto la exposición prenatal a un agonista de 

los  receptores  cannabinoides a  través de  la activación persistente de  sus  receptores 

como  la  deleción  del  rCB1,  produciría  un  desbalance  del  sistema  eCB  durante  el 

desarrollo. Dicha desregulación del sistema de señalización endocannabinoide, el cual 

cumple un  importante  rol durante el desarrollo de  SNC,  induciría modificaciones en 

diversos procesos claves de la corticogénesis. 

 

Objetivos 

En base  a  las  consideraciones mencionadas en  la  introducción, en el presente 

trabajo se plantea el estudio de las alteraciones inducidas por la exposición prenatal al 

agonista cannabinoide WIN 55,212‐2 y por  la deleción del rCB1 sobre procesos claves 

que suceden durante el desarrollo de la corteza cerebral de los roedores. 

 

De este objetivo general, se derivan los siguientes objetivos específicos: 

 

I. Estudiar  la  expresión  y  localización  espacio‐temporal  del  rCB1  en  neuronas 

postmitóticos  en  migración  y  en  distintos  subtipos  neuronales  en  el  palio 

dorsal de la rata de día E12,5; E13,5; E14,5; E15,5; E16;5 y E20,5. 

 

II. Evaluar  los  efectos  de  la  exposición  prenatal  al  agonista  de  receptor 

cannabinoide  CB1/CB2  WIN55,212‐2  sobre  la  proliferación,  migración  y 

diferenciación neuronal de la corteza cerebral en desarrollo de la rata. 

 

III. Evaluar los efectos de la deleción del rCB1 sobre la migración y diferenciación 

de neuronas glutamatérgicas y la citoarquitectura de la corteza del ratón. 
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3. Materiales y Métodos 

 

3.1. Animales de experimentación 

3.1.1. Cuidado y origen de los animales de experimentación 

Todos  los  procedimientos  para  el  cuidado  y  el  uso  de  animales  de 

experimentación  fueron aprobados por el Comité  Institucional de Cuidado  y Uso de 

Animales  de  Experimentación  (CICUAL)  de  la  Facultad  de  Medicina  (UBA)  y  fueron 

llevados  a  cabo  de  acuerdo  con  la Guía  para  el Uso  y  Cuidado  de  los  Animales  de 

Laboratorio  del National  Institute  of Health  (NIH).  Se  realizaron  todos  los  esfuerzos 

necesarios  para  minimizar  el  sufrimiento  de  los  animales  y  el  número  de  animales 

utilizados fue el mínimo requerido para la interpretación significativa de los datos.  

Las  ratas  hembras  nulíparas  y  machos,  de  la  especie  Rattus  norvegicus,  cepa 

Wistar,  fueron  adquiridas  en  el  Bioterio  Central  de  la  Facultad  de  Farmacia  y 

Bioquímica (UBA). Los ratones hembras nulíparas y machos (Mus musculus) de la cepa 

CD1 (CB1+/+, wildtype) y ratones cnr1‐/‐ con background genético de la cepa CD1 (CB1‐/‐
, 

knockout),  fueron  donados  por  el  laboratorio  del  Dr.  Nagy  (Hungarian  Academy  of 

Science y  la Semmelweis University, Budapest, Hungría). Los ratones mutantes fueron 

generados según se describe en [Ledent y col., 1999].  

Las  ratas  y  los  ratones  fueron  alojados  en  salas  de  animales  independientes 

pertenecientes  al  Instituto  de  Biología  Celular  y  Neurociencia.  Las  animales  fueron 

mantenidos en cuartos con temperatura (22 ± 2 °C) y humedad (50 ‐ 70 % ) controlada 

y con un ciclo  luz/oscuridad artificial de 12:12 hs y alimentados con una dieta sólida 

estándar y agua disponible ad libitum. Los animales fueron manipulados por cinco días 

consecutivos previos a los experimentos para disminuir el estrés.  

 

3.1.2. Apareamiento y diagnóstico de la preñez 

Ratas hembras nulíparas de ocho a diez semanas de edad (220 a 280 g de peso 

corporal) en  fase proestro de  su  ciclo estral  fueron puestas  a  aparear  con un único 

macho a las 18 hs. A las 8 hs de la mañana siguiente se diagnosticó la preñez mediante 

un  extendido  vaginal  en  el  cual  se  determinó  la  presencia  o  ausencia  de 

espermatozoides.  El  día  en  que  el  diagnóstico  de  la  preñez  resultó  positivo  se 

consideró como el día E0,5. 
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Ratones hembras nulíparas CB1+/+ y CB1‐/‐, de siete a diez semanas de edad (25 a 

35  g  de  peso  corporal)  fueron  puestas  a  aparear  con  un  único  macho  del  mismo 

genotipo  a  las  18  hs.  A  las  8  hs  de  la  mañana  siguiente  se  diagnosticó  la  preñez 

mediante  la observación del  tapón vaginal. El día en que el diagnóstico de  la preñez 

resultó positivo se consideró como el día embrionario 0,5 (E0,5). 

 

3.1.3 Análisis de genotipificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El análisis de genotipificación  fué  realizado en el  laboratorio de Fisiología de  la 

Preñez  y  el  Parto,  Centro  de  Estudios  Farmacológicos  y  Botánicos  (CEFYBO,  UBA‐

CONICET).  Brevemente,  las  muestras  para  la  extracción  de  ADN  se  tomaron  de 

secciones de la cola de los ratones de la cepa CD1 y ratones de la cepa CD1 cnr1‐/‐ (CB1‐

/‐) de día postnatal 21. Para las reacciones de amplificación se utilizaron los siguientes 

cebadores específicos:  cnr1  forward: 5´‐catcatcacagatttctatgtac‐´3  y  cnr1  reverse: 5´‐

gaggtgccaggagggaacc‐´3; Neo forward: 5´‐gcaggatctcctgtcatctcacc‐´3 y Neo reverse: 5´‐

gatgctcttcgtccagatcatcc‐´3.  De  la  primer  reacción  de  PCR  con  los  cebadores  cnr1 

forward y reverse se obtuvo un producto de amplificación de 366pb correspondiente al 

gen  cnr1  en  el  caso  de  los  ratones  CB1+/+,  mientras  que  los  ratones  CB1‐/‐  no 

produjeron  un  fragmento  de  amplificación.  A  su  vez,  para  la  segunda  reacción  de 

amplificación con los cebadores Neo forward y Neo reverse se obtuvo un fragmento de 

200pb correspondiente al casete de neomisina en los ratones CB1‐/‐, mientras que los 

ratones CB1+/+ no produjeron un fragmento de amplificación. 

 

3.2.  Modelo  experimental:  tratamiento  prenatal  con  el  agonista  de  receptores 

cannabinoides CB1/CB2 WIN55,212‐2 

3.2.1. Tratamiento 

Para el tratamiento de exposición prenatal se utilizó un agonista no selectivo de 

los  rCB1  y  rCB2:  mesilato  de  (R)‐(+)‐[2,3‐dihidro‐5‐metil‐3‐(4‐morfolinilmetil)  pirrol 

[1,2,3‐de]‐1,4‐benzoxazin‐6‐il]‐1‐naftalenil‐metanona  (WIN55,212‐22‐2,  Sigma).  Una 

cantidad equivalente a 0,75 mg de WIN por cada kilogramo de peso corporal disuelta 

en una solución 0,3%  Tween 80 en solución fisiológica fue administrada a los animales 

del grupo tratado. Brevemente, los mg de WIN correspondientes a cada dosis de cada 

animal fueron disueltos en etanol absoluto. Luego se adicionó la misma proporción de 
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Tween 80  (Sigma), se homogenizó  la mezcla e  inmediatamente se gaseó con N2 para 

eliminar el etanol. Finalmente se añadió el volumen necesario de solución  fisiológica 

estéril para completar un volumen de  inyección de 1 ml/Kg. La preparación de cada 

una de las dosis a inyectar se realizó inmediatamente antes de su administración y en 

todo momento la droga fue protegida de la luz y del oxígeno ambiental. Para el grupo 

control se precedió con el mismo protocolo pero en ausencia del WIN. 

Las  ratas  preñadas  fueron  asignadas  al  azar  a  dos  grupos  experimentales  por 

cada día embrionario estudiado (n=5): i) grupo tratado, el cual recibió una dosis diaria 

de  0,75  mg/Kg  de  WIN  y  ii)  grupo  control,  el  cual  recibió  sólo  el  vehículo.  El 

tratamiento se administró en una única dosis diaria por vía subcutánea aplicada en el 

cuello  a  fin  de  evitar  lesiones  en  los  sacos  amnióticos  producto  de  una  inyección 

intraperitoneal. Las dosis de WIN y vehículo se administraron desde el día gestacional 

cinco hasta el día de la extracción de los fetos (E12,5; E14,5; E16,5 y E20,5).  

La  dosis  de  0,75  mg/Kg  se  eligió  en  base  a  estudios  previos  en  los  cuales  se 

observó  que  un  tratamiento  prolongado  a  dosis  más  altas,  1  mg/Kg,  afecta 

significativamente ciertos parámetros gestacionales, tales como la ganancia de peso de 

las hembras preñadas y de sus crías y el peso de las crías al nacer [Mereu y col., 2003]. 

Más  aún,  las  crías  de  las madres  expuestas  a  1 mg/Kg  a WIN  durante  la  gestación 

mostraron  una  mortalidad  del  100%   durante  los  primeros  cinco  días  postnatales 

[Shabani y col., 2011b]. A su vez, se describió que  los cannabinoides pueden resultar 

teratogénicos y afectar los procesos de implantación embrionaria y organogénesis. Por 

tal  motivo,  en  los  modelos  de  exposición  prenatal  a  cannabinoides  se  evitan  éstos 

efectos al  iniciar el tratamiento a partir del día cinco de gestación. De esta  forma, el 

tratamiento con WIN se inicia una vez que el embrión ya está implantado y después de 

los primeros días del periodo de organogénesis, pero se aplica durante los procesos de 

desarrollo  del  SNC  que  interesa  estudiar,  como  la  proliferación,  la  migración  y 

diferenciación neuronal [Rice y col., 2000].  

 

3.2.2. Control de parámetros gestacionales 

En el periodo prenatal se controlaron los siguientes parámetros: ganancia diaria 

del peso de la madre duración de la gestación, tamaño de la camada al momento de la 

cesárea  y  mortalidad  prenatal.  La  mortalidad  prenatal  se  cuantificó  mediante  la 
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observación de embriones o  fetos  reabsorbidos,  los cuales son   evidenciados por  los 

sacos amnióticos vacíos al momento de la cesárea. 

 

3.3. Estudios por microscopía óptica y confocal 

3.3.1. Procesamiento de los embriones para el análisis histológico 

Para la caracterización de la expresión del rCB1 se utilizaron embriones de ratas 

de día E12,5, 13,5, E14,5, E15,5 y E16,5. Para el estudio de  la exposición prenatal a 

WIN se utilizaron embriones de rata de día E12,5, E14,5, E16,5, E20,5. Para el estudio 

de  los  efectos  de  la  deleción  del  rCB1  se  utilizaron  embriones  de  ratones wildtype 

(CB1+/+) y knockout (CB1‐/‐) de E16,5. Los animales preñados  fueron anestesiados con 

una solución de ketamina:xilacina, 70 mg/kg:10 mg/kg,  i.p. e histerectomizados. Para 

este  fin,  se  realizó una  incisión en  los  cuernos uterinos  grávidos  y  se extrajeron  los 

embriones  con  sus  sacos  amnióticos.  Inmediatamente  y  sobre hielo,  se  abrieron  los 

sacos y se decapitaron  los embriones. Bajo un microscopio de disección se disecaron 

rápidamente  las cabezas enteras de  los embriones de rata (E12,5; E13,5; E14;5) o  los 

cerebros de embriones de rata  (E15,5; E16,5 y 20,5) y de ratón  (E16,5). Los animales 

sometidos  al  procedimiento  de  histerectomía  fueron  eutanasiados  mediante  una 

sobredosis de xilacina intraventrícular.  

Las  cabezas  y  los  cerebros  aislados  fueron  fijados  por  inmersión  en  4% p/v 

paraformaldehído en solución amortiguadora de fosfatos 0,1M pH7,4 (PB) durante 18 

hs  a  4  °C.  Después,  se  lavaron  en  solución  salina  amortiguadora  de  fosfatos  0,1M 

pH7,4 (PBS) y se crioprotegieron por inmersión en una solución de 30% p/v sacarosa en 

PBS por 48 hs a 4 °C. Las cabezas y cerebros se congelaron rápidamente por inmersión 

en  un  líquido  refrigerante  a  alta  presión  en  aerosol  (Electroquímica  Delta)  y  se 

conservaron  a  ‐80  °C hasta  su procesamiento.  Las  secciones  coronales de 20  μm  se 

obtuvieron  mediante  un  criostato,  se  montaron  sobre  portaobjetos  tratados  con 

silano‐acetona, y se conservaron a ‐20 °C.  

 

3.3.2. Procesamiento de los animales postnatales para el análisis histológico 

Los  ratones CB1+/+ y CB1‐/‐ de día postnatal 21  (DP21)  fueron anestesiados con 

una mezcla de  ketamina:xilacina, 100 mg/kg:10 mg/kg,  i.p.,  y perfundidos mediante 

una  cánula  introducida  en  el  ventrículo  izquierdo  del  corazón,  en  primer  lugar  con 
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solución  fisiológica  (0,9% p/v NaCl) para eliminar  la  sangre  y a  continuación  con una 

solución  de  4% p/v  paraformaldehído  en  PB.  Una  vez  perfundidos  los  animales,  se 

extrajeron  los cerebros y se post‐fijaron por  inmersión en  la misma solución  fijadora 

por 4 hs a 4  °C. A continuación,  los cerebros  fueron  lavados en PBS y crioprotegidos 

por  inmersión  en  una  solución  de  30% p/v  sacarosa  en  PBS  durante  48  hs  a  4  °C. 

Finalmente,  los cerebros  fueron  fijados en  forma  rápida por  inmersión en un  líquido 

refrigerante  a  alta  presión  en  aerosol  (Electroquímica  Delta).  Por  medio  de  un 

vibrátomo se obtuvieron secciones coronales de 40 μm, las cuales fueron conservadas 

en una solución de 50% v/v glicerol en PBS a ‐20 °C hasta su procesamiento.  

 

3.3.3. Selección de secciones de tejido: aéreas cerebrales evaluadas 

Para  seleccionar  las  secciones  coronales  de  embriones  de  rata  se  tuvieron  en 

cuenta estructuras anatómicas correspondientes a  las planchas de día E12,5 a E19,5 

del Atlas of the developing rat nervous system [Paxinos y col., 1994]. Para seleccionar 

las  secciones  coronales  de  embriones  de  ratón  se  tuvieron  en  cuenta  estructuras 

anatómicas correspondientes a  las planchas de día E16 del Electronic Prenatal Mouse 

Brain  Atlas  (http://www.epmba.org).  Para  ambas  especies,  las  secciones  fueron 

definidas  por  la  presencia  de  diferentes  estructuras  del  subpalio:  EGM  para  las 

secciones rostrales, EGL y EGM para las secciones mediales y la EGC para las secciones 

caudales  (Figura  7).  A  su  vez,  dado  que  el  palio  dorsal  presenta  un  gradiente  de 

desarrollo dorso‐ventral, en cada sección coronal las cortezas fueron divididas en tres 

partes: dorsal (limita con las EG), media y ventral (limita con el primordio hipocampal).  
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Figura 7. Esquema de cortes coronales de un embrión de día E14,5‐16,5, a nivel rostral (sección rosa), 

medial (sección azul) y caudal (secciones verde y negro).  

 

 

Para la selección de secciones coronales de cerebro de ratón de DP21 se utilizó el 

atlas The mouse brain  in stereotaxic coordinates [Paxinos y col., 2004]. Con objeto de 

mantener un criterio constante a la hora de realizar las comparaciones entre el grupo 

CB1+/+  y  CB1‐/‐,  se  utilizaron  secciones  correspondientes  a  niveles  de  Bregma  entre 

0,5mm a 1,10 mm,  los  cuales abarcaron  la  zona de  interés para  las  cuantificaciones 

realizadas. 

 

3.3.4. Técnica de inmunohistoquímica (IHQ) 

Las  secciones coronales de  las cabezas y cerebros de  los embriones y  fetos de 

rata  y  ratón, montadas  previamente  sobre  portaobjetos,  fueron  delimitadas  con  un 

lápiz hidrofóbico Dako Pen  (Dako).  Las  secciones  fueron mantenidas en una  cámara 

húmeda durante  todo el procesamiento. Por su parte,  las secciones coronales de  los 

cerebros  de  ratones  postnatales  fueron  procesadas  en  libre  flotación  en  una  placa 

multiwell de 24 pocillos. Tanto las secciones adheridas a portaobjetos como las de libre 

flotación, fueron tratadas de acuerdo al siguiente protocolo: 

1. Lavados en PBS ‐ 2x10 min. 



    Materiales y Métodos 

35 

 

2. Permeabilización y bloqueo: 5% v/v suero normal de cabra y 0,5% v/v Tritón 

X‐100 en PBS ‐ 60 min a 25 °C. 

3. Incubación de anticuerpo primario (Tabla 2) ‐ 18 a 48 hs a 4 °C. 

4. Lavados en PBS ‐ 3x10 min. 

5. Incubación con anticuerpo secundario conjugado a biotina (Tabla 3) ‐ 90 min 

a 25 °C. 

6. Lavados en PBS ‐ 3x10 min. 

7. Inhibición de peroxidasa endógena: 0,5% v/v H2O2 (Merck) en PBS ‐ 20 min a 

25 °C. 

8. Lavados en PBS ‐ 3x5 min. 

9. Incubación con ExtrAvidin®‐peroxidasa (Sigma) ‐ 90 min a 25 °C. 

10. Lavados en PBS ‐ 3x10 min. 

11. Lavados en solución amortiguadora de acetato pH6 (BA) ‐ 1x5 min. 

12. Revelado  de  la  actividad  peroxidasa:  incubación  en  0,035% p/v  3,3´‐

diaminobenzidina  (tetrahidroclorhidrico) y 4% p/v  sulfato de níquel‐amonio 

(hexahidratado) en BA ‐ 1 a 5 min. 

13. Lavados en BA ‐ 1x5 min. 

14. Lavados con H2Od ‐ 1x5 min. 

15. Las  secciones en  libre  flotación  se montaron en portaobjetos pre‐tratados 

con silano‐acetona. 

16. Deshidratación: secado en platina calefactora y posterior inmersión en xilol. 

17. Montaje con medio de montaje Canadax® (Biopur diagnostics).  

Todos los anticuerpos fueron diluidos en 1% v/v suero normal de cabra y 0,1% v/v tritón 

X‐100 en PBS.  

 

3.3.5. Técnica de inmunofluorescencia (IF) 

Las  secciones coronales de  las cabezas y cerebros de  los embriones y  fetos de 

rata  y  ratón, montadas  previamente  sobre  portaobjetos,  fueron  delimitadas  con  un 

lápiz hidrofóbico Dako Pen  (Dako).  Las  secciones  fueron mantenidas en una  cámara 

húmeda durante  todo el procesamiento. Por su parte,  las secciones coronales de  los 

cerebros  de  ratones  postnatales  fueron  procesadas  en  libre  flotación  en  una  placa 
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multiwell de 24 pocillos. Tanto las secciones adheridas a portaobjetos como las de libre 

flotación, fueron tratadas de acuerdo al siguiente protocolo: 

 

1. Lavados en PBS ‐ 2x10 min. 

2. Permeabilización y bloqueo: 5% v/v suero normal de cabra y 0,5% v/v Tritón 

X‐100 en PBS ‐ 60 min a 25 °C. 

3. Incubación con uno (simple IF) o dos anticuerpos primarios (doble IF) (Tabla 

2) ‐ 18 a 48 hs a 4 °C. 

4. Lavados en PBS ‐ 3x10 min. 

5. Incubación  con  uno  o  dos  anticuerpos  secundarios  conjugados  con  el 

fluorocromo correspondiente (Tabla 3) ‐ 4 hs a 25 °C. 

6. Lavados en PBS ‐ 3x10 min. 

7. Contra‐tinción  de  núcleos:  incubación  con  bisbenzimida  H33342  (hoechst, 

Sigma) 1X  en PBS ‐ 10 min a 25 °C. 

8. Lavados en PBS ‐ 3x10 min. 

9. Las  secciones en  libre  flotación  se montaron en portaobjetos pre‐tratados 

con  silano‐acetona  y  se  dejaron  secar  el  tiempo  suficiente  para  que  se 

adhieran al vidrio. 

10. Montaje  con medio  de montaje  Fluoroshield  (Sigma)  o  70% v/v  glicerol  en 

PBS. 

Todos los anticuerpos fueron diluidos en 1% v/v suero normal de cabra y 0,1% v/v tritón 

X‐100 en PBS.  

 

3.3.6. Controles de la técnica de IHQ e IF 

Se  realizaron  los  siguientes controles de especificidad de  los anticuerpos primarios y 

secundarios: 

a) Omisión  del  anticuerpo  primario  en  la  primera  incubación,  para  detectar 

posibles uniones inespecíficas del anticuerpo secundario al tejido. 

b) Omisión del anticuerpo secundario conjugado a  fluorocromo para detectar 

posible auto‐fluorescencia del tejido. 

c) Omisión de  los anticuerpos primarios y secundarios, por si existen uniones 

inespecíficas del ExtrAvidin®‐peroxidasa (Sigma). 
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d) Pre‐absorción  del  anticuerpo  anti‐receptor  CB1  con  péptido  bloqueante 

inmunogénico (Cayman), el cual impide la formación del complejo proteína‐

anticuerpo durante el procesamiento de la IHQ.  

3.3.7. Anticuerpos primarios 

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios utilizados para IHQ e IF. 

epitope   tipo  dilución  clon  laboratorio 

calbindina D‐28K  ratón, monoclonal  1:500  CB‐955  Sigma 

calbindina D‐28K  ratón, monoclonal  1:2000  ‐  Swant 

calretinina  ratón, monoclonal  1:600  6B8.2  Millipore 

calretinina  Conejo, policlonal  1:2000  ‐  Zymed 

doblecortina  cobayo, policlonal  1:4000  ‐  Chemicon 

GABA  conejo, policlonal  1:1000  ‐  Sigma 

Ki67  ratón, monoclonal  1:800  Ki‐S5  Chemicón 

MAP‐2  ratón, monoclonal  1:1000  HM‐2  Sigma 

nestina  ratón, monoclonal  1:3000  Rat‐401  Chemicón 

neurofilamento 200KDa  Ratón, monoclonal  1:2000  N52  Sigma 

rCB1  conejo, policlonal  1:2000  ‐  Cayman 

reelina  ratón, monoclonal  1:1000  G10  Chemicón 

sinaptofisina  ratón, monoclonal  1:1000  SVP‐38  Sigma 

Tbr1  conejo, policlonal  1:1000  ‐  Abcam 

Tbr2  conejo, policlonal  1:1000  ‐  Millipore 

 

 

3.3.8. Anticuerpos secundarios 

Tabla 3. Lista de anticuerpos secundarios utilizados para IHQ e IF. 

epitope  conjugado  Tipo  Dilución  Laboratorio 

cobayo IgG  FITC  cabra  1:400  Millipore 

ratón IgG  biotina  cabra  1:400  Sigma 

conejo IgG  biotina  cabra  1:400  Sigma 

ratón IgG  FITC  caballo  1:400  Vector Laboratories 

ratón IgG  Texas Red  caballo  1:300  Vector Laboratories 

conejo IgG  FITC  cabra  1:400  Vector Laboratories 

conejo IgG  Texas Red  cabra  1:300  Vector Laboratories 
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3.3.9. Reacción de TUNEL 

Los  fragmentos  de  ADN  que  se  originan  durante  el  proceso  de  apoptosis  se 

evidenciaron  mediante  el  kit  comercial  ApopTag®  Plus  Fluorescein  In  Situ  Apoptosis 

Detection Kit  (S7111, Chemicón), según  las  instrucciones del  fabricante. Brevemente, 

las secciones se incubaron con la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) y 

nucleótidos dNTP. La enzima TdT cataliza la unión de los nucleótidos dNTP conjugado a 

dioxigenina  al  extremo  3'OH  terminal  libre  presente  en  los  fragmentos  de  ADN  de 

simple  hebra.  Luego  las  secciones  se  incubaron  con  un  anticuerpo  ant‐dioxigenina 

conjugado con isotiocianato de fluoresceína para su visualización en un microscopio de 

epifluorescencia.  

Todas  las  soluciones  fueron  preparadas  en  H2O  destilada  libre  de 

desoxirribonucleasa  (DNAsa),  utilizando  reactivos  de  grado  biología  molecular,  para 

evitar  resultados  falsos  positivos  debido  a  contaminación  con DNAsa.  Los  controles 

positivos  se  realizaron  mediante  la  pre‐incubación  de  las  secciones  con  DNAsaI 

(Invitrogen)  y  los  controles  negativos  mediante  la  omisión  de  la  incubación  con  la 

enzima TdT. Se realizó una tinción de contraste y se procedió al montaje con medio de 

montaje. 

 

3.3.10. Microscopía y adquisición de imágenes 

Las  imágenes  fueron  adquiridas  mediante  un  microscopio  de  epifluorescencia 

Axiolab (Carl Zeiss) acoplado a una cámara CCD Q‐Color3 (Olympus) y un microscopio 

confocal laser de barrido FluoView FV1000 (Olympus). El tratamiento digital posterior a 

la toma de las imágenes se realizó mediante el software Adobe® Photoshop® CS4 con el 

objeto de ajustar el tamaño, resolución y los balances de color.  

 

3.3.11. Análisis de cuantificación sobre las imágenes adquiridas 

Las  imágenes  adquiridas  se  analizaron  con  los  softwares  ImageJ  (NIH, 

http://rsb.info.nih.gov/ij/) e Image‐Pro® PLUS 4.5 (MediaCybernetics).  

 

Cuantificación de células DCX+. Para el análisis de la orientación radial o tangencial de 

las neuronas postmitóticas en migración se cuantificaron las células DCX+ ubicadas en 

la ZV/ZSV, y se midió el ángulo de la neurita principal con respecto a una línea virtual 
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transversal  a  la  superficie  del  ventrículo  y  se  fijaron  dos  criterios:  las  células  DCX+ 

orientadas  con  un  ángulo  de  menor  a  25°  se  consideraron  radiales  y  las  células 

orientadas con un ángulo mayor a 25° se consideraron tangenciales.  

 

Cuantificación de  células Ki‐67+.  Se  cuantificó el número de  células en proliferación 

marcadas con ki67  en la ZV y ZSV contenidas en una columna de 500 µm de ancho de 

secciones mediales del palio dorsal de embriones de rata de día E12,5, E14,5 y E16,5. 

 

Cuantificación de células Tbr2+. Se cuantificó el número de células Tbr2+ en la ZV y ZSV 

contenidas en una columna de 500 µm de ancho de secciones mediales del palio dorsal 

de embriones de rata de día E12,5, E14,5, E16,5 y E20,5 y de ratón de día E16,5.  

 

Cuantificación de células Tbr1+. Se cuantificó el número de células Tbr1+ en la SP, PC y 

ZM contenidas en una columna de 500 µm de ancho de secciones mediales del palio 

dorsal de embriones de rata de día E12,5, E14,5, E16,5 y E20,5 y de ratón de día E16,5.  

 

Cuantificación de células reelina+. Se cuantificó el número de células reelina+ en la ZM 

contenidas en una columna de 500 µm de ancho de secciones mediales del palio dorsal 

de embriones de rata de día E14,5 y E16,5. 

 

Cuantificación de cuerpos apoptóticos mediante  la técnica de TUNEL+. Debido a que 

el  número  de  cuerpos  TUNEL+  en  cada  sección  era muy  pequeño,  el  análisis  de  las 

células  TUNEL+  se  realizó  mediante  recuento  directo  bajo  un  microscopio  de 

epifluorescencia.  Los  resultados  se  expresaron  como  número  medio  de  cuerpos 

apoptóticos por hemisferio para cada una de las áreas estudiada (palio dorsal y EG).  

 

Cuantificación de la disposición laminar de interneuronas a edades postnatales. Una 

columna de 200 µm de ancho que abarcó el espesor de la corteza motora primaria, fue 

dividida en diez cuadrantes iguales y se cuantificó el número de células contenidas en 

cada uno de estos. Los datos se expresaron como el porcentaje medio de células por 

cuadrante a fin de determinar la distribución laminar de interneuronas. 
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3.4. Ensayo de Western Blot (WB) 

3.4.1. Obtención de la fracción proteica total 

Los ratones CB1+/+ y CB1‐/‐ preñados de día gestacional 16,5 fueron anestesiados 

(ketamina:xilacina,  70 mg/kg:10 mg/kg,  i.p.)  e  histerectomizados  según  se  describió 

previamente. Una vez obtenidos los cerebros de los fetos, se disecaron los telencéfalos 

dorsales en  solución  salina  sobre hielo, bajo un microscopio de disección. Para cada 

genotipo,  se  obtuvieron  telencéfalos  de  tres  embriones  por  unidad  experimental 

(n=4/5).  

Los  telencéfalos  aislados  fueron  homogeinizados  en  un  homogeinizador  con 

solución  amortiguadora  de  lisis  RIPA  (tris‐HCl  50mM,  NaCl  150mM,  0,1% p/v  SDS, 

0,5% p/v  Na‐desoxicolato,  1% v/v  Igepal  CA‐630,  EDTA  1mM)  suplementado  con 

inhibidores de fosfatasas (Na3VO4 1mM, NaF 10mM) e inhibidores de proteasas (PMSF 

1mM, coctel de inhibidores de proteasas 1X). Los homogenatos fueron centrifugados a 

12.500g durante 30 min y los sobrenadantes resultantes alicuotados y conservados a ‐

80  °C.  Todo  el  procedimiento  fue  realizado  a  4  °C.  La  determinación  de  la 

concentración  de  proteína  se  realizó  mediante  el  método  de  Lowry  [Lowry  y  col., 

1951].  

 

3.4.2. Electroforesis y electrotransferencia 

Las proteínas  fueron  solubilizadas en  solución amortiguadora de  carga  (tris‐

HCl  62,5mM  pH6,8,  2% p/v  SDS,  10% p/v  2β‐mercaptoetanol,  10% p/v  glicerol, 

0,002% p/v  azul  de  bromofenol)  y  desnaturalizadas  a  98  °C  durante  10  min.  A 

continuación  se  sembró  30  µg  de  proteínas  desnaturalizadas  en  un  gel  de 

poliacrilamida‐SDS y se las sometió a electroforesis a 100V en la solución de corrida. Se 

utilizó un gel concentrador de 5%  de poro y un gel separador de 6,5 o 12%  de poro. 

Luego,  las  proteínas  fueron  electroforéticamente  transferidas  a  una  membrana  de 

PVDF  (PolyVinildene  DiFluoride  en  idioma  inglés)  Immobilon‐P  (Millipore)  a  300mA 

durante 90 o 120 min. 

 

3.4.3. Inmunoblot 

Las membranas de PVDF fueron tratadas según el siguiente procedimiento:  
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1. Lavados con PBS 0,1M pH7,4 ‐ 2x10 min. 

2. Bloqueo:  en  PBST  (0,1%   Tween  20  en  PBS  0,1M  pH7,4)  con  5% p/v  leche 

descremada ‐ 18 hs a 4 °C en agitación.  

3. Incubación de anticuerpo primario diluido en PBST con 1% p/v BSA (Tabla 4) ‐ 

18 a 48 hs a 4 °C en agitación. 

4. Lavados con PBST ‐ 2x1 min, 3x10 min. 

5. Incubación  con anticuerpo  secundario  conjugado a peroxidasa de  rabanito 

(Tabla 5) diluido en PBST con 1% p/v BSA ‐ 4 hs a 25 °C, en agitación. 

6. Lavados con PBST ‐ 2x1 min, 3x10 min. 

7. Detección de los complejos antígeno‐anticuerpo‐peroxidasa mediante un kit 

comercial  de  quimioluminiscencia  (Enhanced  Chemiluminiscence  Plus, 

Pierce). 

8. Exposición de las membranas de PVDF a las placas autoradiográficas (Agfa). 

9. Revelado y fijado de las placas autoradiográficas. 

 

 

3.4.4. Anticuerpos primarios 

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios utilizados para WB. 

epitope   tipo  dilución  clon  laboratorio 

actina  conejo, policlonal  1:1000  ‐  Sigma 

Tbr1  conejo, policlonal  1:2000  ‐  Abcam 

Tbr2  conejo, policlonal  1:2000  ‐  Millipore 

 

 

3.4.5. Anticuerpos secundarios 

Tabla 5. Lista de anticuerpos secundarios utilizados para WB. 

epitope  conjugado  Tipo  Dilución  Laboratorio 

conejo IgG  peroxidasa de rabanito  cabra  1:4000  Millipore 

ratón IgG  peroxidasa de rabanito  cabra  1:4000  Millipore 
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3.4.6. Análisis semicuantitativo de WB 

Las películas reveladas se escanearon y se cuantificó la intensidad de cada una de 

las  bandas  inmunoreactivas  por  medio  del  software  Image  J.  Los  resultados  se 

normalizaron  a  los  niveles  de  actina,  utilizada  como  control  interno  de  carga,  y  los 

valores se realtivizaron a los niveles del grupo control. 

 

 

3.5. Análisis estadístico 

En  el  modelo  experimental  de  exposición  prenatal  a  WIN  se  considero  cada 

hembra  como  unidad  experimental.  Se  realizaron  dos  a  tres  réplicas  por  cada 

inmunomarcador  utilizado  en  los  estudios  de microscopía  óptica.  Los  experimentos 

individuales estuvieron compuestos por dos a cuatro secciones de telencéfalo de cada 

embrión  de  cada  grupo  experimental.  Se  cuantificó  uno  a  dos  campos  por  cada 

hemisferio cerebral dependiendo del experimento y del estadio embrionario.  

Se  realizó  un  análisis  estadístico  de  todos  los  resultados  obtenidos  en  los 

distintos estudios, obteniéndose  la media, el error estándar medio (EEM) y se realizó 

un  contraste  de  hipótesis  de  normalidad.  Las  diferencias  entre  las  medias  de  dos 

grupos  se  analizaron  estadísticamente  por  medio  de  la  prueba  estadística  test  de 

Student de dos  colas. El nivel de  significancia estadística  se estableció, en  todos  los 

casos, para un valor de P<0,05. Para el análisis estadístico de los datos se utilizaron los 

programas GraphPad Prism v5.00  (GraphPad Software  Inc.) y Statistica v7.0  (Statsoft 

Inc.)
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4. Resultados 

 

4.1. Expresión del rCB1 en neuronas postmitóticas en migración DCX positivas y en 

neuronas calretinina, reelina y calbindina positivas durante el desarrollo prenatal de 

la corteza cerebral de la rata. 

vjmy en neuronas que expresan reelina, CALB y CALR durante  la corticogénesis. 

Se estudió  la colocalización del  rCB1 con estos marcadores por microscopía confocal 

en  secciones  de  embriones  de  rata  durante  los  periodos  de  migración  neuronal 

tempranos (E12,5‐E13,5) e intermedios (E14,5‐E16,5).  

 

4.1.1. Expresión del rCB1 en neuronas postmitóticas en migración 

En  estudios  previos  se  describió  la  expresión  de  DCX  durante  el  desarrollo 

cortical en neuronas postmitóticas en migración y en neuronas que ya han detenido su 

migración y que se encuentran en proceso de diferenciación neuronal [Gleeson y col., 

1999]. Con el objetivo de evaluar si el rCB1 se expresa en dichas células, se realizó una 

doble‐inmunofluorescencia con anticuerpos específicos anti‐DCX y anti‐rCB1. 

En el día E12,5  se observó que  todas  las neuronas postmitóticas en migración 

DCX+ de la PP del palio dorsal expresaron el rCB1. En dichas células, el rCB1 se localizó 

tanto  en  el  soma  como  en  las  neuritas.  Dentro  de  la  PP,  las  células  CB1+/DCX+ 

exhibieron  tanto  una  morfología  multipolar,  como  una  morfología  bipolar  de 

orientación tangencial. En el primer caso, esta morfología podría atribuirse a neuronas 

postmitóticas de proyección que ya han detenido su migración radial. Por su parte, la 

morfología  bipolar  podría  atribuirse  solo  a  cC‐R,  ya  que  en  este  estadio  aún  no 

arribaron las interneuronas GABAérgicas. A su vez, en la ZV se observó la expresión del 

rCB1  en  células  DCX+  con  orientación  radial,  las  cuales  representarían  neuronas 

postmitóticas de proyección en proceso de migración radial hacia  la PP. La expresión 

del  receptor  en  éstas  células  se observó  tanto  en  el  soma  como  en  las neuritas de 

avance que presentan las neuronas durante la migración. Dichas células corresporían a 

la  primera  oleada  de  neuronas  postmitóticas  de  proyección  en  generarse  y  migrar 

hacia la PP (Figura 8, A‐C).  

En  los  embriones  de  día  E13,5,  la  expresión  del  rCB1  presentó  un  patrón  de 

localización celular similar al del día E12,5. Sin embargo en este estadio, se observó un 
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mayor  número  de  neuronas  CB1+/DCX+  con  orientación  tangencial  dentro  de  la  PP, 

pero  por  debajo  de  la  capa  que  ocupa  las  cC‐R.  Por  lo  tanto,  estas  células  podrían 

representar a las primeras interneuronas GABAérgicas en arribar al palio dorsal desde 

la EG (Figura 8, D‐G).  

 

 

 

Figura 8. Expresión del rCB1 en neuronas postmitóticas en migración durante estadios tempranos de 

la  corticogénesis.  Imágenes  por  microscopía  confocal  de  secciones  coronales  de  palio  dorsal  de 

embriones de rata día E12,5 (A‐C) y E13,5 (D‐G),  inmunomarcadas por  inmunofluorescencia para rCB1 

(rojo)  y  DCX  (verde)  y  con  contratinción  con  hoechst  (azul).  El  rCB1  colocalizó  con  neuronas 

postmitóticas  DCX+  con  morfología  multipolar  (punta  de  flecha)  y  con  orientación  tangencial  (doble 

punta  de  flecha,  inserto  en G)  en  la  PP  y  con  orientación  radial  en  la  ZV  (flecha). Abreviaturas:  PP, 

preplaca; ZV, zona ventricular; ZSV, zona subventricular. Barras de escala: 40 μm en A‐F; 10 μm en G. 

 

 

En  el  día  E14,5,  a  partir  del  cual  se  comienza  a  formar  la  placa  cortical  (PC) 

debido a  las sucesivas oleadas migratorias, también se observó  la expresión del rCB1 

en practicamente todas  las neuronas postmitóticas de  la PP (dato no mostrado). A su 

vez,  se  observó  la  expresión  del  receptor  en  neuronas  postmitóticas  en  migración 

localizadas en  las eminencias ganglionares,  sitio donde  se originan  las  interneuronas 

corticales  y  desde  el  cual  migraran  de  forma  tangencial  hacia  el  telencéfalo  dorsal 
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(Figura 9, A‐D). Este hallazgo sugiere que el rCB1 se expresa en  interneuronas desde 

etapas tempranas en la migración, previo a comenzar la migración hacia el palio. 

A partir de los días E15,5 y E16,5, se observó una elevada expresión del rCB1 en 

neuronas postmitóticas DCX+ en la ZM y PC. Pero, además, la expresión del receptor se 

extendió  hacia  la  ZI,  localizándose  en  neuritas  DCX+  con  orientación  tangencial,  las 

cuales  podrían  corresponder  a  axones  en  desarrollo  de  las  primeras  neuronas 

postmitóticas de proyección localizadas en la PC y SP (Figura 9, E‐G). En la región más 

ventral  del  palio  dorsal,  próximo  al  límite  palio/subpalio,  la  expresión  del  rCB1  se 

observó en somas y neuritas DCX+ de orientación principalmente radial, localizados en 

la ZV y ZSV (Figura 9, H‐J). Dichas células podrían representar neuronas de proyección 

en migración radial hacia la PC o bien a interneuronas en migración radial hacia la ZM 

desde  donde  luego  van  a  transitar  la  corriente  migratoria  tangencial  superficial  y 

dirigirse hacia el hipocampo. No se observó  la expresión del rCB1 en  las células DCX+ 

de la ZSV/ZV en regiones más mediales y dorsales del palio. En resumen, la expresión 

del rCB1 en neuronas postmitóticas que están en activa migración y en neuronas que 

ya han detenido su migración en la PC reflejaría la participación del sistema eCB en los 

procesos de migración y diferenciación neuronal. 
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Figura  9.  Expresión  del  rCB1  en  neuronas  postmitóticas  en  migración  y  post‐migración  durante 

estadios  intermedios  de  la  corticogénesis.  Imágenes  por  microscopía  confocal.  Doble 

inmunofluorescencia  para  el  rCB1  (rojo)  y  DCX  (verde)  y  con  contra‐tinción  con  hoechst  (azul)  en 

secciones coronales de telencéfalo de embriones de rata de día E14,5 (A‐D) y E16,5 (E‐J). A‐D: expresión 

del rCB1 en neuronas postmitóticas DCX+ en la zona del manto y ZSV de la EG, en el telencéfalo ventral. 

E‐G: expresión del  rCB1 en células DCX+ en  la ZM, PC y ZI en una  región medial del palio dorsal. H‐J: 

expresión del rCB1 en neuritas DCX+ con orientación radial (flechas) en la ZV/ZSV en una región próxima 

al límite palio/subpalio en el palio dorsal. Abreviaturas: EG, eminencia ganglionar; PC, placa cortical; ZM, 

zona marginal; ZI, zona intermedia; ZSV, zona subventricular; ZV, zona ventricular. Barras de escala: 40 

μm en A‐C, E‐J; 10 μm en D. 
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4.1.2. Expresión del rCB1 en neuronas reelina, calretinina y calbindina positivas 

Si  bien  existen  estudios  sobre  la  expresión  del  rCB1  durante  el  desarrollo  del 

telencéfalo  [Morozov  y  col.,  2009;  Mulder  y  col.,  2008;  Vitalis  y  col.,  2008],  estos 

estudios  están  realizados  principalmente  en  ratón,  por  otro  lado,  aún  no  hay  un 

estudio de  la expresión de este  receptor en  las distintas  subpoblaciones neuronales 

durante la corticogénesis temprana. 

 

4.1.2.1. Expresión del rCB1 en neuronas reelina positivas 

Las  cC‐R,  junto  con  las  neuronas  de  proyección  pioneras,  son  unas  de  las 

primeras células en arribar a la corteza cerebral en desarrollo y formar la PP. Las cC‐R 

expresan específicamente reelina y no expresan GABA [Hevner y col., 2003; Jiménez y 

col., 2003]. Al comienzo de la corticogénesis, en el día E12,5, se observó que la mayoría 

de las células de la PP fueron CB1+/reelina+ y sólo algunas células fueron CB1+/reelina‐ 

o CB1‐/reelina+.  Se observaron unas pocas  cC‐R CB1+/reelina+ ectópicas en  la  ZV, en 

proceso de migración radial hacia la PP, la cual no es una localización habitual de éstas 

células (Figura 10, A‐C). El día embrionario siguiente, se observó una mayor cantidad 

de células CB1+/reelina+ que arribaron a  la PP desde sus diversos sitios de orígen. Sin 

embargo,  también  se  observó  una  mayor  cantidad  de  células  CB1+/reelina‐  que 

corresponderían  a  neuronas  postmitóticas  pioneras,  originadas  en  la  ZV  del  palio 

dorsal,  y  que  luego  permanecerán  en  la  SP  (Figura  10,  D‐F).  Paralelamente,  se 

observaron  de  forma  esporádica  oleadas  discretas  de  neuronas  en migración  radial 

tanto CB1+/reelina+ como CB1+/reelina‐ en la ZV (Figura 10, F).  
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Figura  10.  Expresión  del  rCB1  en  células  reelina+ durante  estadios  tempranos de  la  corticogénesis. 

Imágenes por microscopía confocal de doble  inmunofluorescencia para el rCB1 (rojo) y reelina (verde) 

en secciones coronales de telencéfalo ventral de embriones de rata día E12,5 (A‐C) y E13,5 (D‐F). A‐C: en 

el día E12,5 si bien la mayoría de las cC‐R expresan el rCB1, se observaron algunas células CB1+/reelina‐ 

(punta  de  flecha)  y  CB1‐/reelina+  (doble  punta  de  flecha).  Esporádicamente  se  observaron  células 

CB1+/reelina+ en la ZV (flecha). D‐E: en el día E13,5 arribaron a la PP más células CB1+/reelina+ y células 

CB1+/reelina‐ (punta de flechas) con respecto al día E12,5. También se observaron algunas células CB1‐

/reelina+  (doble punta de  flecha). Se observó una oleada discreta de neuronas CB1+/reelina+  (flecha) y 

CB1+/reelina‐  (punta  de  flecha)  en migración  radial  hacia  la  PP.  Abreviaturas:  PP,  preplaca;  ZV,  zona 

ventricular. Barra de escala: 40 μm en A‐F. 

 

 

Durante  los estadios de desarrollo de  la PC,  las cC‐R permanecen  localizadas en 

la  ZM  y  una  elevada  proporción  de  éstas  expresaron  el  rCB1  (Figura  11, A‐H).  Esta 

expresión  sostenida del  rCB1 en estas  células podría  sugerir un papel específico del 

rCB1 relacionado con la regulación de la migración radial. 
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Figura  11.  Expresión  del  rCB1  en  células  reelina+  en  estadios  intermedios  de  la  corticogénesis. 

Imágenes por microscopía confocal. Doble inmunofluorescencia para el rCB1 (rojo) y reelina (verde) en 

secciones  coronales  de  telencéfalo  ventral  de  embriones  de  rata  día  E14,5  (A‐D)  y  E16,5  (E‐H). 

Prácticamente  todas  las  células  reelina+  expresaron  el  rCB1.  D:  inserto  de  C.  H:  inserto  de  G. 

Abreviaturas:  ZM,  zona margina;  PC,  placa  cortical;  SP,  subplaca;  ZSV,  zona  subventricular;  ZV,  zona 

ventricular. Barra de escala: 40 μm en A‐C, E‐G; 10 μm en D, H.  

 

 

4.1.2.2. Expresión del rCB1 en neuronas calretinina positivas 

Además de  las cC‐R, otra población de neuronas postmitóticas que arriban a  la 

PP hacia el día E12,5,  son  las neuronas de proyección pioneras que  luego  formarán 

parte de la SP. En la rata, la proteína de unión a calcio CALR se expresa tanto en cC‐R 

como  en  neuronas  de  proyección  pioneras  durante  el  estadio  de  PP  y,  más  tarde, 

durante  el  estadio  de  PC,  en  las  neuronas  de  la  SP  y  en  sus  axones  en  desarrollo. 

Durante el estadio de PP, CALR no se expresa en interneuronas GABAérgicas [Jiménez 

y col., 2003].  

Durante  el  periodo  de  PP,  tanto  en  el  día  E13,5  como  en  el  día  E14,5,  se 

observaron  células  CB1+/CALR+  con  orientación  horizontal,  las  cuales  podrían 

corresponder a cC‐R, mientas que el resto de  las células corresponderían a neuronas 

de proyección pioneras que acabaron de arribar por migración radial. Casi la totalidad 

de células CALR+ expresaron el rCB1 en ambas edades (Figura 12, A‐G). 
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Figura 12. Expresión del  rCB1 en neuronas  calretinina+ en estadios  tempranos de  la  corticogénesis. 

Imágenes por microscopía confocal de doble‐inmunofluorescencia para el rCB1 (rojo) y CALR (verde) y 

contrateñido con hoechst (azul) en secciones coronales de palio dorsal de embriones de rata día E13,5 

(A‐D) y E14,5  (E‐H). D, H:  las  flechas  indican células CB1+/CALR+. Abreviaturas: PP, preplaca; ZSV, zona 

subventricular; ZV, zona ventricular. Barras de escala: 40 μm en A‐C, E‐G; 10 μm en D y H. 

 

 

4.1.2.3. Expresión del rCB1 en neuronas calbindina positivas 

Calbindina  (CALB)  es  una  proteína  de  unión  a  calcio  que  se  expresa  en 

interneuronas  en  migración  durante  el  desarrollo  de  la  corteza  del  ratón,  pero  su 

utilización  como  marcador  de  estas  células  durante  el  desarrollo  de  la  rata  es 

controvertida. Por  tal motivo, primero se evaluó su colocalización con células GABA+ 

en el día E14,5. Se observó una abundante proporción de  células GABA+/CALB‐ y de 
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células GABA‐/CALB+ y una menor proporción de células GABA+/CALB+ (Figura 13, A‐C). 

Dichas  células  GABA+/CALB+  presentaron  una  orientación  horizontal,  lo  cual  denotó 

que  eran  interneuronas  en  proceso  de migración  tangencial.  Si  bien  la  proteína  de 

unión a calcio CALB no es un marcador específico de interneuronas en el embrión de la 

rata, nos pareció  relevante evaluar  la coexpresión del  rCB1 en ésta  las células CALB+ 

como  una  aproximación  a  la  expresión  del  receptor  en  interneuronas  GABAérgicas 

durante  estadios  tempranos  de  la  corticogenesis  dado  que  aún  no  se  demostró  la 

expresión de este receptor en estadios temprano de migración tangencial.  

 

 

 
Figura 13. Co‐localización de células calbindina+ y GABA+. A‐C:  Imágenes por microscopía confocal de 

doble‐inmunofluorescencia para el CALB  (rojo) y GABA  (verde) en  secciones  coronales de  telencéfalo 

ventral de embriones de rata día E14,5. Las puntas de lecha marcan células CALB+/GABA+. Abreviaturas: 

PC, placa cortical; SP, subplaca; ZM, zona marginal. Barras de escala: 40 μm en A‐C. 
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A partir del día E14,5, día en el que arriban a  la PP  las primeras  interneuronas 

desde  el  telencéfalo  ventral  por  la  corriente  migratoria  superficial,  se  observaron 

neuronas CALB+ en el palio dorsal. La ausencia de células CALB+ en  la zona subpial se 

debe  a  que  las  cC‐R  no  expresan  esta  proteína.  En  la  PP  se  observaron  células 

CB1+/CALB+    con  orientación  tangencial,  las  cuales  podrían  corresponder  a 

interneuronas en migración (Figura 14, A‐H).  

Al  día  E15,5,  cuando  la  PC  presenta  un  mayor  número  de  neuronas  de 

proyección que ya migraron hacia ésta, se observó una mayor proporción de neuronas 

CALB+ con orientación radial,  las cuales expresan, en su mayoría, el receptor CB1. Por 

otro  lado,  en  la  ZI,  donde  las  neuronas  de  proyección  extienden  sus  axones  en 

desarrollo, se observó la expresión del rCB1 en axones en desarrollo CALB+ (Figura 14, 

I‐N). 
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Figura 14. Expresión del rCB1 en neuronas CALB+ en la corteza en desarrollo. Imágenes de microscopía 

confocal de doble‐IF para el rCB1 (rojo) y CALB (verde) y contrateñido con hoechst (azul) en secciones 

coronales de telencéfalo ventral de embriones de rata día E14,5 (A‐H) y E15,5 (I‐N). D: inserto de G. H: 

inserto de G. K:  las flechas  indican axones en desarrollo CALB+/CB1+. Abreviaturas: ZM, zona marginal; 

PC, placa  cortical; PP, preplaca; SP,  subplaca; ZI,  zona  intermedia; ZSV,  zona  subventricular; ZV,  zona 

ventricular. Barras de escala: 40 μm en A‐C, E‐G, I‐K; 10 μm en D, H; 20 μm en L‐N. 
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4.2.  Estudio  del  efecto  de  la  exposición  prenatal  a  WIN  sobre  el  desarrollo  de  la 

corteza cerebral de la rata 

 

4.2.1. Efectos de la exposición prenatal a WIN sobre parámetros gestacionales 

Con  el  objeto  de  evaluar  la  existencia  de  posibles  efectos  tóxicos  y/o  de 

malnutrición  causados por el  tratamiento  crónico prenatal  con WIN, y que pudieran 

sesgar  los resultados de  la experimentación, se registraron  los principales parámetros 

gestacionales  durante  la  preñez  de  las  ratas.  La  ganancia  de  peso  de  las  madres 

durante  la gestación hasta  la  fecha en que se realizó  la cesárea  fue equivalente para 

los dos grupos en todas las edades gestacionales estudiadas (P>0,05) (Tabla 6).  

 

 

Tabla 6. Ganancia de peso de la hembra durante la gestación, % . 

  E0,5‐E12,5  E0,5‐E14,5  E0,5‐E16,5  E0,5‐E20,5 

CONTROL  15,73 ± 0,13  21,26 ± 0,45  20,66 ± 3,97  43,32 ± 4,36 

WIN  13,54 ± 2,42  19,67 ± 0,42  24,84 ± 2,86  46,95 ± 4,49 

Los datos representan los valores de media ± EEM. 

 

El  tamaño  de  la  camada  a  la  fecha  de  la  cesárea  fue  estadísticamente 

equivalente para ambos  grupos,  control  y WIN,  y en  todas  las edades  gestacionales 

evaluadas (P>0,05) (Tabla 7). 

 

 

Los datos representan los valores de media ± EEM. 

 

La  mortalidad  prenatal  evaluada  como  el  número  de  fetos  reabsorbidos  al 

momento de la cesárea no resulto significativamente influenciada por la exposición al 

WIN.  Cualitativamente,  no  se  observó  ningún  caso  de  malformación  anatómica 

evidente. 

Tabla 7. Número de embriones por camada. 

  E12,5  E14,5  E16,5  E20,5 

CONTROL  10,0 ± 2,0  11,8 ± 0,3  10,8 ± 0,9  13,0 ± 1,2 

WIN  11,5 ± 0,9  13,0 ± 1,1  11,4 ± 2,2  10,8 ± 1,9 
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A  partir  de  los  datos  descriptos,  es  posible  concluir  que  la  administración 

prenatal a WIN, según la dosis y el protocolo de administración realizado, no producen 

alteraciones en los parámetros gestacionales evaluados que pudieran interferir con el 

desarrollo de los embriones. 

 

4.2.2. Efecto de  la exposición prenatal a WIN  sobre  las neuronas postmitóticas en 

migración durante el desarrollo de la corteza cerebral 

En un estudio previo, Marín y col. describieron que durante el día E16,5, existe 

una activa migración, tanto radial como tangencial. En este estadio es posible observar 

las  interneuronas  atravesando  el  palio  dorsal  mediante  una  corriente  migratoria 

profunda en la ZSV y la ZI y mediante una corriente superficial en la ZM y la SP [Marín y 

col., 2001]. Puesto que en este trabajo se observó  la expresión del rCB1 en neuronas 

postmitóticas  en  migración  a  lo  largo  del  periodo  de  migración  neuronal,  y  que 

trabajos  de  otros  autores  demostraron  que  el  sistema  eCB  está  implicado  en  la 

regulación de procesos de migración radial y tangencial [Berghuis y col., 2005; Mulder 

y col., 2008], se evaluó el efecto de la exposición prenatal a WIN sobre estas neuronas 

en  migración.  En  el  día  E16,5,  periodo  en  el  cual  hay  una  abundante  densidad  de 

células DCX+ en las ZM, PC, SP y la ZI, sólo se pudieron distinguir de forma individual las 

neuronas  postmitóticas  de  orientación  tangencial  correspondientes  a  la  corriente 

tangencial profunda y a las neuronas postmitóticas de orientación radial en la ZSV/ZV 

(Figura 15, A). Así mismo, debido a la elevada densidad de células DCX+ se cuantificó el 

cociente entre el espesor de la corteza cerebral inmunomarcada con DCX, que incluye 

la ZM, PC, SP y ZI, sobre el espesor total de la corteza, a fin de obtener una estimación 

de  la extensión de  las neuronas postmitóticas a  lo ancho de  la corteza. El porcentaje 

relativo del espesor de  las capas  inmunomarcadas con DCX resulto disminuído en  los 

embriones expuestos a WIN con respecto a los embriones controles (C: 78,02 ± 1,06 %  

vs. W: 66,45 ± 0,31 % ; P=0,0024) (Figura 15, E). 

Las  neuronas  postmitóticas  en  migración  presentan  una  neurita  principal  de 

avance que se extiende desde el soma, y el ángulo que forma esta neurita determina la 

posible dirección de  la célula en migración. Para diferenciar  las células de orientación 

tangencial de aquellas de orientación radial, se midió el ángulo que la neurita principal 

forma con una línea virtual perpendicular a la superficie del ventrículo, y se categorizó 
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a dichas células según el siguiente criterio tomado del trabajo de Martini y col. [Martini 

y col., 2009]:  las células cuya neurita principal determinó un ángulo menor a 25⁰ con 

respecto a la línea virtual fueron designadas como neuronas en proceso de migración 

radial;  y  las  células  cuya neurita principal determinó un  ángulo mayor  a 25⁰  fueron 

determinadas designadas como neuronas en migración tangencial (Figura 15, B).  

Se cuantificó el número de células DCX+ con orientación tangencial y radial en la 

región  del  palio  dorsal  próxima  al  límite  subpalio/palio  debido  a  que  sólo  en  esta 

región se observó la expresión del rCB1 en las células DCX+. Se observó un incremento 

significativo en el número de neuronas postmitóticas tanto de orientación tangencial 

(C: 8,63 ± 1,18 vs. W: 20,55 ± 2,44; P=0,0292) como radial (C: 32,02 ± 2,99 vs. W: 44,34 

± 6,83; P=0,0428) en la ZSV/ZV de los cerebros de embriones expuestos prenatalmente 

a WIN. El número total de células en la ZSV/ZV de los cerebros de embriones expuestos 

a WIN  también presentó un  incremento  significativo  (C: 40,66 ± 2,27 vs. W: 64,89 ± 

7,41; P=0,0148) (Figura 15, C, D, F‐H).  
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Figura 15. La exposición prenatal a WIN aumentó el número de neuronas postmitóticas en migración 

de  orientación  radial  y  tangencial  en  la  ZSV/ZV  del  palio  dorsal  en  desarrollo.  A:  imágen  por 

microscopía de epifluorescencia.  Inmunofluorescencia para DCX en una sección coronal de telencéfalo 

de rata de día E16,5. El recuadro indica la región seleccionada para la cuantificación de las células DCX+: 

ZSV/ZV del palio dorsal próximo al límite subpalio/palio. B: imágen por microscopía de epifluorescencia. 

Inmunofluorescencia para DCX en una sección coronal de palio dorsal de rata de día E16,5. Criterio de 

categorización  de  neuronas  postmitóticas  en  migración  tangencial  y  radial.  C,  D:  imágenes  por 
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microscopía de epifluorescencia, inmunofluorescencia para DCX en secciones coronales de palio dorsal 

de embriones control (C) y expuesto a WIN (D) de día E16,5. E: cuantificación del cociente del espesor de 

la ZM, PC, SP y ZI sobre el espesor total de la corteza cerebral. F‐H: cuantificación del número de células 

DCX+ de orientación tangencial (F), radial (G) y total (H) en  la ZSV/ZV de palio dorsal de embriones de 

rata control y expuestos a WIN. Las barras de error representan el EEM. (n=5), *P<0,05, **P<0,005; test 

de  Student.  Abreviaturas:  EG  eminencia  ganglionar;  Pd,  palio  dorsal;  PC,  placa  cortical;  ZM,  zona 

marginal; ZSV, zona subventricular; ZI, zona intermedia; ZV, zona ventricular. Barra de escala: 50 μm en 

B, 100 μm en C y D.  

 

 

A  partir  de  estos  resultados  el  incremento  en  el  número  de  neuronas 

postmitóticas DCX+  radiales y  tangenciales en  la ZSV/ZV observado en  los embriones 

expuestos a WIN podría  ser a expensas de  la disminución del espesor  relativo de  la 

ZM/PC/SP/ZI inmunomarcada. Este efecto podría, entonces deberse a un defecto en: i) 

la  proliferación  celular,  ii)  la  muerte  celular  programada,  iii)  la  diferenciación  de 

precursores  neuronales  a  neuronas,  iv),  la migración  neuronal  radial  y/o  tangencial 

debido a un defecto en el posicionamiento de las cC‐R o a un defecto en la glía radial. 

 

4.2.3.  

Trabajos  previos  han  demostrado  que  una  subpoblación  de  interneuronas 

hipocampales  CB1+/CCK+  y  CB1+/reelina+/CALR+  se  origina  en  la  EGC  y  en  el  límite 

subpalio/palio  durante  estadios  tempranos  de  la  corticogénesis  y  que  alcanzan  el 

hipocampo atravesando la corteza en desarrollo principalmente por la ZM [Morozov y 

col.,  2009].  Por  otro  lado,  como  se  mostró  en  la  sección  anterior,  sólo  hallamos 

interneuronas que expresaron el  rCB1 en  la  ZM  y  SP del  telencéfalo dorsal durante 

estadios  tempranos de  la corticogénesis  (E13,5 y E14,5). Con el objeto de evaluar el 

efecto  de  la  exposición  prenatal  a  WIN  sobre  las  interneuronas  GABAérgicas  en 

migración, tanto en la corriente migratoria superficiales (ZM/SP) como en la profunda 

(ZI/ZSV),  se  realizó  una  inmunofluorescencia  para GABA,  un marcador  específico  de 

interneuronas GABAérgicas. Se cuantificó el número de células GABA+ en la ZM, SP, PC 

y  ZI/ZSV  en  una  región  medial  del  palio  dorsal.  Los  embriones  expuestos  a  WIN 

mostraron  un  incremento  estadísticamente  significativo  en  el  número  de  células 

GABA+  en  la  ZM  (C:  141,90  ±  17,89  vs.  W:  213,20  ±  10,46;  P=0,0379).  No  se 
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encontraron diferencias  significativas en ninguna de  las demás capas: PC  (C: 33,74 ± 

9,15  vs.  W:  34,27  ±  11,33;  P=0,8056),  SP  (C:  79,68  ±  17,34  vs.  W:  70,80  ±  12,82; 

P=0,6377) y ZI/ZSV (C: 472,00 ± 20,88 vs. W: 428,50 ± 8,77; P=0,0794), ni en el número 

total de células GABA+ (C: 727,4 ± 15,64 vs. W: 746,80 ± 28,85; P=0,4574) (Figura 16). 

 

 

 

 

Figura 16. La exposición prenatal a WIN aumentó el número de interneuronas GABAérgicas en la ZM 

del palio dorsal en desarrollo. A‐B: imágenes por microscopía de epifluorescencia. Inmunofluorescencia 

de  secciones  coronales de palio dorsal de  embriones  control  (A)  y  expuesto  a WIN  (B) de día  E16,5 

inmunomarcados con GABA. C: cuantificación del número de células GABA+ en la ZM, PC, SP, ZI/ZSV. D: 

cuantificación del número total de células GABA+ en todas las láminas. Las barras de error representan 

el  EEM,  (n=5),  **P=0,0379,  test  de  Student. Abreviaturas:  PC,  placa  cortical;  SP,  subplaca;  ZM,  zona 

marginal; ZI, zona intermedia; ZSV, zona subventricular; ZV, zona ventricular. Barra de escala: 100 μm en 

A y B.  
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4.2.4.  Efecto  de  la  exposición  prenatal  a  WIN  sobre  la  proliferación  y  la  muerte 

celular programada durante el desarrollo de la corteza cerebral  

El  incremento  en  el  número  de  neuronas  postmitóticas  en  migración  en  la 

ZSV/ZV a expensas de una disminución de  la  inmunoarcación para DCX en el resto de 

las zonas del palio dorsal observado en embriones expuestos a WIN podría deberse a 

una alteración en la proliferación y/o en la muerte celular programada. Se realizo una 

inmunofluorescencia para Ki67, un marcador  intrínseco de células en proliferación, y 

se cuantificó el número de células Ki67+ en la ZV de embriones de día E12,5 y en la ZV, 

y ZSV de los embriones de día E14,5 y E16,5. Las células Ki67+ en la ZV corresponden a 

cGR en proliferación, mientras que  las célulsa ki67+ en  la ZSV corresponden a cPI en 

proliferación. Si bien se observo una tendencia, no hubo un aumento estadísticamente 

significativo  en  el  número  de  células  en  proliferación  en  los  embriones  tratados  en 

ninguna de las edades estudiadas (P>0,05) (Figura 17). 
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Figura 17. La exposición prenatal a WIN no afectó el número de células en proliferación en la ZV y ZSV 

del palio dorsal. A‐D: imágenes por microscopía de epifluorescencia. Inmunofluorescencia para Ki67 de 

secciones  coronales  de  palio  dorsal  de  embriones  de  día  E12.5  (A,  B),  E14.5  (C,  D)  y  E16,5  (E,  F), 

controles (A, C, E) y expuestos a WIN (B, D, F). G: Cuantificación del número medio de células ki67+. Las 

barras  de  error  representa  el  EEM;  (n=4/5);  test  de  Student.  Abreviaturas:  PP,  preplaca;  ZI,  zona 

intermedia; ZSV, zona subventricular; VZ, zona ventricular. Barra de escala: 50 μm en A‐F. 

 

 

Existen  evidencias de que  la  exposición  a WIN  está  asociada  a una  regulación 

negativa de moléculas pro‐apotóticas  y positiva de moléculas  anti‐apoptóticas en  la 

corteza cerebral de roedores adultos [Alvaro‐Bartolome y col., 2010]. Por lo tanto, a fin 

de excluir que la exposición prenatal a WIN induzca una alteración en la muerte celular 

propia  del  desarrollo  que  explique  las  alteraciones  observadas  en  el  número  de 

neuronas postmitóticas en migración en la ZSV/ZV, se realizó un ensayo de TUNEL. La 

reacción de TUNEL se realizó sobre secciones coronales de telencéfalo de embriones 

de día E16,5 y E20,5 a fin de evidenciar la presencia de fragmentos de ADN, los cuales 

son  indicadores  de  muerte  celular  programada.  No  se  encontraron  diferencias 

significativas en el número de cuerpos apoptóticos TUNEL+ en el palio dorsal (C: 13,79 

± 1,36 vs. W: 14,50 ± 2,44; P=0,8227) ni en  la EG  (C: 1,83 ± 0,29 vs. W: 1,66 ± 0,19; 

P=0,7621) de embriones  control  y expuestos  a WIN de día E16,5  (Figura 18). Al día 

E20,5  se  observaron  escasas  células  TUNEL+  en  el  palio  dorsal  de  ambos  grupos 

experimentales  (datos no mostrados). Por  lo  tanto, no  se encontraron evidencias de 

que la exposición prenatal a WIN tenga un efecto sobre la muerte celular programada. 
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Figura 18. La exposición prenatal a WIN no afectó el número de células apoptóticas en el palio dorsal 

ni en  la eminencia ganglionar. A‐D:  Imágenes por microscopía de epifluorescencia. Tinción de TUNEL 

(verde)  contra‐teñidos  con  hoescht  (azul)  de  secciones  coronales  de  palio  dorsal  (A,  B)  y  eminencia 

ganglionar  (C,  D)  de  embriones  controles  (A,  C)  y  expuestos  a  WIN  (B,  D)  de  día  E16,5.  E,  F: 

cuantificación  del  número medio  de  cuerpos  apoptóticos  TUNEL+  (indicados  con  flechas)  en  el  palio 

dorsal (E) y EG (F). Las barras de error representa el EEM, (n=3), test de Student. Abreviaturas: PC, placa 

cortical; ZM, zona marginal; ZSV, zona subventricular; ZI, zona intermedia; ZV, zona ventricular. Barra de 

escala: 200 μm en A‐D, 10 μm en recuadro de D. 

 

 

4.2.5. Efecto de  la exposición prenatal a WIN  sobre  la diferenciación neuronal del 

linaje glutamatérgico 

Los resultados hasta aquí descriptos sugieren que ni la proliferación celular ni la 

muerte  celular  programada  se  ven  afectados  por  la  exposición  prenatal  a WIN.  Por 

consiguiente,  serían  otros  los  mecanismos  implicados  en  el  incremento  de  las 

neuronas  postmitóticas  en  migración  en  la  ZSV/ZV  observado  en  los  embriones 

expuestos a WIN. En los últimos años, varios estudios sugirieron un papel esencial del 

rCB1  en  la  regulación  de  la  diferenciación  de  progenitor  neuronal  a  neurona 

postmitótica [Aguado y col., 2006; Rueda y col., 2002; Sideris y col., 2012; Soltys y col., 

2010]. Dados estos antecedentes,  se decidió evaluar  si  la exposición prenatal a WIN 

afectó  la  diferenciación  de  progenitores  intermedios  a  neuronas  postmitóticas 
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glutamatérgicas. La diferenciación celular del linaje glutamatérgico desde célula de glía 

radial  a  progenitor  intermedio  y  de  éste  a  neurona  postmitótica  glutamatérgica  se 

caracteriza por la expresión de forma secuencial de los factores de transcripción Pax6, 

Tbr2 y Tbr1, respectivamente [Englund y col., 2005a].  

Tbr2  es  un  factor  de  transcripción  de  la  familia  T‐box  que  se  expresa  en 

progenitores  intermedios del  linaje glutamatérgico y es  regulado negativamente una 

vez que sale de su ciclo celular y se diferencia a neurona postmitótica de proyección 

[Englund  y  col.,  2005a].  Asimismo,  los  progenitores  intermedios  contribuyen  con  la 

generación  de  la mayoría  de  las  neuronas  de  proyección  corticales,  tanto  de  la  PP, 

como de las capas corticales inferiores y superiores [Kowalczyk y col., 2009]. Se evaluó 

el número de cPI Tbr2+ en secciones coronales de palio dorsal de embriones controles 

y  expuestos  a WIN  de  día  E12,5,  E14,5,  E16,5  y  E20,5.  El  análisis  de  los  resultados 

demostró  que  la  exposición  prenatal  a WIN  incrementó  el  número  de  progenitores 

intermedios  en  los  embriones  de  día  E12,5  (C:  49,89  ±  2,58  vs.  W:  64,58  ±  5,78; 

P=0,0444), E14,5 (C: 416,2 ± 24,61 vs. W: 471,30 ± 15,77; P=0,0259), E16,5 (C: 743,30 ± 

22,65  vs. W:  995,00  ±  37,33; P=0,049)  y  E20,5  (C:  657,90  ±  28,70  vs. W:  1117,00  ± 

65,37; P=0,0033) (Figura 19). 
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Figura 19. La exposición prenatal a WIN aumento el número de progenitores intermedios en el palio 

dorsal  en  desarrollo.  A‐H:  imágenes  por microscopía  de  epifluorescencia.  Inmunofluorescencia  para 

Tbr2 de secciones coronales de palio dorsal de embriones de día E12,5 (A, B), E14,5 (C, D), E16,5 (E, F) y 

E20,5 (G, H) en controles (A, C, E, G) y expuestos a WIN (B, D, F, H). I: cuantificación del número medio 

de células Tbr2+. El tratamiento prenatal con WIN  incrementó significativamente el número de células 

Tbr2+ en todas las edades analizadas. Las barras de error representa el EEM, (n=4), *P<0,05, **P<0,005, 

test de Student. Abreviaturas: ZM, zona margina; PC, placa cortical; PP, preplaca; ZI, zona  intermedia; 

ZSV, zona subventricular; ZV, zona ventricular. Barra de escala: 100 μm en A‐H. 

 

 

Por su parte, Tbr1 es un factor de transcripción de la familia T‐box que se expresa 

en neuronas postmitóticas glutamatérgicas al comienzo de su diferenciación, es decir, 

a  la  salida de  su ciclo celular. Durante el desarrollo prenatal, Tbr1  se expresa en  las 

neuronas primordiales que forman la PP y, luego de la división de la PP, se expresa en 

las neuronas de la SP y en las neuronas de proyección corticotalámicas de la capa 6. Sin 

embargo, en edades postnatales, Tbr1 se expresa en toda la corteza cerebral [Hevner y 

col., 2003; McKenna y  col., 2011]. A  continuación  se evaluó el número de neuronas 

recién diferenciadas Tbr1+ en secciones coronales de palio dorsal en  la misma región 

donde se realizó la cuantificación de células Tbr2+. De estos resultados se observó que 

el tratamiento prenatal con WIN disminuyó el número de células Tbr1+ en embriones 

de día E12,5 (C: 40,75 ± 2,75 vs. W: 24,83 ± 2,17; P=0,0004) y E14,5 (C: 241,60 ± 22,58 

vs. W: 150,80 ± 7,48; P=0,0372), mientras que en el día E16,5 (C: 768,30 ± 100,20 vs. 

W: 661,70 ± 42,06; P=0,4889) E20,5 el número de células Tbr1+ 
no presentó diferencias 

significativas entre los embriones controles y expuestos a WIN (C: 1052 ± 12,02 vs. W: 

1060 ± 45,09; P=0,884) (Figura 20). 
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Figura  20.  La  exposición  prenatal  a  WIN  disminuyó  el  número  de  neuronas  postmitóticas 

glutamatérgicas Tbr1+ en estadios tempranos de  la corticogénesis. A‐D:  imágenes por microscopía de 

epifluorescencia. Inmunolfuorescencia para Tbr1 de secciones de palio dorsal de embriones de día E12,5 

(A, B), E14,5 (C, D) y E20,5 (E, F) en controles (A, C, E) y expuestos a WIN (B, D, F). G, H: Se observó una 

disminución  estadísticamente  significativa  en  el  número  de  células  Tbr1+  en  el  palio  dorsal  de  los 

embriones expuestos prenatalmente a WIN en las edades E12,5 y E14,5. Mientras que en el día E20,5 el 

número de células Tbr1+ se recuperó en los embriones tratados. Las barras de error representa el EEM, 

(n=5),  *P<0,05,  ***P<0,0005,  test  de  Student.  Abreviaturas:  LVI,  lámina  6;  SP,  subplaca;  ZI,  zona 

intermedia; ZM, zona margina ZSV, zona subventricular; ZV, zona ventricular. Barra de escala: 100 μm en 

A‐F. 

 

 

El  incremento en el número de progenitores  intermedios Tbr2+ acompañado de 

una disminución de neuronas postmitóticas Tbr1+ de  la capa 6 y SP observado en  los 

embriones expuestos a WIN, podría indicar un retardo en la salida del ciclo celular de 

los progenitores neuronales y por  lo  tanto, un  retraso en  la diferenciación neuronal. 

Dicho  retraso  en  la  diferenciación  neuronal  podría  explicar,  el  incremento  en  el 

número  de  neuronas  postmitóticas  en  migración  en  la  ZSV/ZV  de  los  embriones 

expuestos a WIN, así como la disminución en el espesor relativo de las demás zonas. 

 

4.2.6. Efecto de  la exposición prenatal a WIN sobre  las células de Cajal‐Retzius y  la 

glía radial  

Las cC‐R, mediante  la secreción de  la proteína extracelular reelina, cumplen un 

papel  importante  en  la  guía  de  la  migración  radial  durante  el  desarrollo  cortical, 

además  se  postula  que  podría  estar  implicada  en  la  regulación  de  la  migración 

tangencial y  la  subsiguiente migración  radial de  las  interneuronas  [Hammond  y  col., 

2006; Morante‐Oria y col., 2003]. Dado que en este trabajo se observó la expresión del 

rCB1 en  las  cC‐R  a  lo  largo de  todo el periodo de migración neuronal  y que, por  lo 

tanto, este receptor podría estar  implicado  también en  la regulación de  la migración 

radial, se evaluó el efecto de la exposición prenatal a WIN sobre esta población celular.  

Se  realizo un  análisis  cuantitativo del número de  células  reelina+ en  la  ZM del 

palio  dorsal  de  embriones  control  y  expuestos  a  WIN  de  día  E14,5  y  E16,5.  Los 

embriones  expuestos  durante  la  gestación  a WIN  presentaron  un  incremento  en  el 
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número  de  células  reelina+  en  el  día  E14,5  (C:  32,37  ±  1,05  vs.  W:  44,20  ±  2,195; 

P=0,0223), mientras que en el día E16,5 no  se encontraron diferencias  significativas 

entre  los  embriones  controles  y  tratados  (C:  33,96  ±  1,835  vs.  W:  39,83  ±  5,34; 

P=0,277) (Figura 21). 

 

 

 

Figura 21. La exposición prenatal a WIN incrementó el número de células reelina+ en el palio dorsal de 

embriones de día E14,5. A‐D: imágenes por microscopía de epifluorescencia. Inmunofluorescencia para 

reelina (rojo) contrateñido con hoechst (azul) en secciones coronales de palio dorsal de día E14,5 (A, B) y 

día E16,5 (C, D) de embriones control (A, C) y expuestos a WIN (B, D). E: los gráficos de barra muestran 

un  incremento  estadísticamente  significativo  del  número  de  células  reelina+  en  la  ZM  de  embriones 

expuestos a WIN de día E14,5. Las barras de error representa el EEM, (n=5), *P<0,05, test de student. 

Abreviaturas:  PP, preplaca; PC, placa  cortical;  ZM,  zona marginal;  ZSV,  zona  subventricular. Barra de 

escala: 50 μm en A‐D; 10 μm en inserto de C. 
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Las neuronas originadas en  la ZV y ZSV utilizan  las  fibras de  la glía radial como 

andamio  para  su  migración  radial  hacia  la  PC.  A  fin  de  determinar  si  la  exposición 

prenatal a WIN afectó la arquitectura de la glía radial, lo cual contribuiría a que ocurran 

defectos en  la migración,  se  analizó  la morfología  y el  área de  las  fibras de  las  cGR 

marcadas  con  nestina.  Los  embriones  expuestos  a  WIN  de  día  E14,5  y  E16,5  no 

mostraron  diferencias  significativas  en  el  área  de  fibras  nestina+  y  presentaron  una 

organización de sus fibras normal (Figura 22). 

 

 

 

Figura 22. La exposición prenatal a WIN no afectó  la morfología ni el área de fibras de  las cGR. A‐D: 

imágenes  de  microscopía  de  epfluorescencia.  Inmunofluorescencia  para  nestina  (rojo)  en  secciones 

coronales de palio dorsal de día E14,5 (A, B) y día E16,5 (C, D) de embriones control (A, C) y expuestos a 

WIN (B, D). E‐F: los gráficos de barra muestran la cuantificación del porcentaje de área relativa de fibras 

nestina+ de embriones de día E14,5 (E) y E16,5 (F). Las barras de error representa el EEM, (n=5), *P<0,05, 

test  de  student.  Abreviaturas:  PP,  preplaca;  PC,  placa  cortical;  ZM,  zona  marginal;  ZSV,  zona 

subventricular; ZV, zona ventricular. Barra de escala: 100 μm en A‐D. 
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4.3. Consecuencias de la deleción del rCB1 sobre el desarrollo de la corteza cerebral 

de ratón 

 

4.3.1. Efecto de  la deleción del rCB1 sobre  las neuronas postmitóticas en migración 

durante el desarrollo de la corteza cerebral 

Puesto que en este trabajo se observó una alteración en el número de neuronas 

postmitóticas en migración en los embriones expuestos a un agonista de los rCB1/CB2 

a  lo  largo  del  periodo  de  migración  neuronal,  y  que  trabajos  de  otros  autores 

demostraron  que  el  sistema  eCB  está  implicado  en  la  regulación  de  procesos  de 

migración radial y tangencial [Berghuis y col., 2005; Mulder y col., 2008], se evaluó el 

efecto de la deleción del rCB1 en ratones knockout sobre estas neuronas en migración. 

Se evaluó el día E13,5 ya que es un periodo de activa migración neuronal, tanto radial 

como tangencial. De forma similar que el estudio realizado en  los embriones de rata, 

en este estadio hay una abundante densidad de células DCX+ en las ZM, SP y la ZI, por 

lo tanto sólo se pudieron distinguir de forma individual las neuronas postmitóticas en 

la ZI ZSV  (Figura 23, A). Así mismo, debido a  la elevada densidad de células DCX+ se 

cuantificó el cociente entre el espesor de la corteza cerebral inmunomarcada con DCX, 

que incluye la ZM, PC, SP y ZI, sobre el espesor total de la corteza, a fin de obtener una 

estimación de  la extención de  las neuronas postmitóticas a  lo ancho de  la corteza. El 

porcentaje  relativo  del  espesor  de  las  capas  inmunomarcadas  con  DCX  no  resultó 

afectado por la deleción del rCB1 (CB1+/+: 46,54 ± 4,86 vs. CB1‐/‐
: 53,21 ± 0,67; P=0,306) 

(Figura  23,  B).  No  se  realizó  una  categorización  de  neuronas  postmitóticas  DCX+ 

radiales y tangenciales puesto que en los ratones CB1+/+ se observó un escaso número 

de células DCX+ 
en la ZSV/ZV. Se observó un incremento significativo en el número de 

neuronas postmitóticas DCX+ en la ZSV de los cerebros de embriones CB1‐/‐
comparado 

con los embriones CB1+/+ (CB1+/+: 7,29 ± 1,32 vs. CB1‐/‐
: 22,71 ± 1,82; P=0,0137) (Figura 

23, C‐E).  
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Figura 23.  La deleción del  rCB1  aumentó el número de neuronas postmitóticas  en migración de  la 

ZSV/ZV  del  palio  dorsal  en  desarrollo.  A:  imágen  por  microscopía  de  epifluorescencia. 

Inmunofluorescencia para DCX en una sección coronal de telencéfalo de ratón de día E13,5. El recuadro 

indica la región seleccionada para la cuantificación de las células DCX+: ZSV/ZV del palio dorsal próximo 

al límite subpalio/palio. B: cuantificación del cociente del espesor de la ZM, PC, SP y ZI sobre el espesor 

total de  la corteza cerebral. C: cuantificación del número medio de células DCX+ en  la ZSV/ZV del palio 

dorsal de embriones de ratones CB1+/+ y CB1‐/‐. Las barras de error representan el EEM; (n=4); *P<0,05; 

test de Student. D, E: imágenes por microscopía de epifluorescencia, inmunofluorescencia para DCX en 

secciones coronales de  telencéfalo de embriones CB1+/+  (D) y CB1‐/‐  (E) de día E13,5. Abreviaturas: EG 

eminencia ganglionar; Pd, palio dorsal; PC, placa cortical; ZM, zona marginal; ZSV, zona subventricular; 

ZI, zona intermedia; ZV, zona ventricular. Barra de escala: 200 μm en A, 100 μm en D y E.  

 

 

4.3.2.  Efecto  de  la  deleción  del  rCB1  sobre  la  diferenciación  neuronal  del  linaje 

glutamatérgico 

Con  el  objetivo  de  evaluar  si  la  deleción  del  rCB1  afectó  la  diferenciación  de 

progenitores  intermedios  a neuronas postmitóticas  glutamatérgicas de  la  capa 6,  se 

evaluó el número de progenitores  intermedios glutamatérgicos Tbr2+  y de neuronas 

postmitóticas  glutamatérgicas  de  la  capa  6  Tbr1+  en  ratones  CB1+/+  y  CB1‐/‐  de  día 

E16,5. El análisis de éstos experimentos demostró que  la ausencia del  rCB1 produjo 

una  disminución  estadísticamente  significativa  en  el  número  de  células  Tbr2+  en  la 

ZV/ZSV del palio dorsal con respecto a  los ratones wildtype (CB1+/+: 894,2 ± 20,48 vs. 

CB1
‐/‐
:  569,2  ±  16,41;  P=0,0126).  Por  otro  lado,  los  ratones  CB1‐/‐  mostraron  un 

incremento  significativo en el número de  células Tbr1+  localizadas en  la SP y  capa 6 

(CB1
+/+
: 504,2 ± 12,94 vs. CB1‐/‐

: 734,8 ± 15,56; P=0,0019) (Figura 24, A‐F). 

A  fin de evaluar  los niveles de expresión  relativos de Tbr2 y Tbr1 se  realizaron 

ensayos  de  western  blot  de  la  fracción  proteica  total  de  telencéfalos  dorsales  de 

embriones  CB1+/+  y  CB1‐/‐
.  En  los  ratones  CB1‐/‐  se  observó  una  disminución 

estadísticamente  significativa  en  los  niveles  de  expresión  de  Tbr2, mientras  que  los 

niveles  de  Tbr1  presentaron  un  incremento  que  también  resultó  estadísticamente 

significativo (Figura 24, G‐J).  
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Figura  24.  La deleción del  rCB1 disminuyó  el número de  células  Tbr2+  e  incrementó  el número de 

células Tbr1+ en embriones de día E16,5. A, B, D, E:  Imágenes por microscopía de epifluorescencia de 

secciones coronales de palio dorsal inmunomarcados con Tbr2 (A, B) y Tbr1 (D, E) en embriones CB1+/+ y 

CB1‐/‐ de día E16,5. C: cuantificación del número medio de células Tbr2+ de embriones de ratones CB1+/+ 

y CB1‐/‐. F: cuantificación del número medio de células Tbr1+ de embriones de ratones CB1+/+ y CB1‐/‐. G, 

I:  Western  blot  revelado  con  anticuerpo  anti‐Tbr2  (G)  y  anti‐Tbr1  (I)  de  fracción  protéica  total  de 

telencéfalo  dorsal  de  ratones  CB1+/+  y CB1‐/‐  de  día  E16,5. H,  J:  Los  graficos  de  barra  representan  la 

semicuantificación de los niveles medios de proteína de Tbr2 y Tbr1 normalizado a los niveles de actina 

y  relativizado  a  los  niveles  del  CB1+/+.  Las  barras  de  error  representan  el  EEM,  (n=4/5),  *P<0,05, 

**P<0,005,  test de  Student. Abreviaturas:  LVI,  lámina 6;  SP,  subplaca;  ZI,  zona  intermedia;  ZM,  zona 

margina ZSV, zona subventricular; ZV, zona ventricular. Barra de escala: 100 μm en A, B, D, E. 

 

 

4.3.3.  Consecuencias  de  la  deleción  del  rCB1  sobre  la  citoarquitectura  cortical  en 

edades postnatales 

Las consecuencias de la deleción del rCB1 se evaluaron en la corteza frontal dado 

que es un área que juega un rol relevante en los procesos de aprendizaje y memoria y 

que,  además,  existen  evidencias  que  atribuyen  el  déficit  cognitivo  causado  por  la 

exposición  prenatal  a  cannabinoides  a  alteraciones  en  la  función  de  esta  región 

cortical.  

 

4.3.3.1. Consecuencias de la deleción del rCB1 sobre la distribución de interneuronas 

corticales 

El  apropiado  posicionamiento  de  las  interneuronas  en  la  corteza  cerebral 

requiere de dos  fases de migración diferentes. Primero,  las  interneuronas migran de 

forma tangencial desde el subpalio al palio y, de forma subsecuente, migran de forma 

radial hasta alcanzar su posición laminar definida. Evidencias previas demostraron que 

el sistema eCB regula la migración de interneuronas corticales in vitro [Berghuis y col., 

2005].  Dada  estas  evidencias,  se  buscó  estudiar  si  la  ausencia  del  rCB1  afectó  el 

posicionamiento  de  distintos  subtipos  de  interneuronas  GABAérgicas.  Mediante  la 

utilización de dos marcadores de interneuronas corticales, reelina y CALR, se analizó la 

distribución de  interneuronas en  la corteza cerebral de  los ratones CB1+/+ y CB1‐/‐ de 

DP21.  
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Áreas  equivalentes  de  la  corteza  primaria  motora  de  ratones  CB1+/+  y  CB1‐/‐ 

fueron subdivididas en diez cuadrantes equivalentes, y se cuantificó  la proporción de 

células  reelina+  (Figura  25)  y  CALR+  (Figura  26)  en  cada  cuadrante.  El  análisis  de  la 

distribución  de  interneuronas  reelina+  mostró  una  incremento  significativo  en  los 

cuadrantes 9 y 10,  los cuales  representan  la  lámina 6 en  los  ratones CB1‐/‐ A su vez, 

estas  interneuronas  presentaron  una  menor  proporción  en  el  cuadrante  1,  el  cual 

representa  la  capa  I  (Figura 25). Por otro  lado, en  los  ratones CB1‐/‐ el análisis de  la 

distribución de  las  interneuronas CALR+ mostró un  leve  incremento en el cuadrante 7 

de las capas inferiores y una disminución en la proporción de estas en la capa I (Figura 

26). 
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Figura 25. Distribución laminar de interneuronas reelina+ en la corteza de ratones CB1+/+ y CB1‐/‐. A, B: 

imágenes por microscopía de campo claro. Inmunohistoquímica para reelina en secciones coronales de 

corteza  motora  primaria  de  ratones  CB1+/+  (A)  y  CB1‐/‐  (B)  .  C:  los  graficos  de  barra  representan  el 

porcentaje de  interneuronas reelina+ contenidas en cada uno de  los diez cuadrantes con  los cuales se 

subdividió el espesor de la corteza. Los números romanos indican la lámina cortical que representan los 

cuadrantes utilizados para  la  cuantificación de  la distribución.  Las barras de error  representa el EEM, 

(n=3), *P<0,05, **P<0,005. Abreviatura: SB, sustancia blanca. Barra de escala: 200 μm en A y B. 
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Figura  26. Distribución  laminar de  interneuronas CALR+ de  la  corteza de  ratones CB1+/+  y CB1‐/‐ de 

DP21.  A,  B:  imágenes  por  microscopía  de  campo  claro.  Inmunohistoquímica  para  calretinina  en 

secciones  coronales de  corteza primaria motora de  ratones CB1+/+  (A)  y CB1‐/‐  (B)  . C:  los graficos de 

barra representan el porcentaje de interneuronas CALR+ contenidas en cada uno de los diez cuadrantes 

con  los cuales se subdividió el espesor de  la corteza.  . Los números romanos  indican  la  lámina cortical 

que representan  los cuadrantes utilizados para  la cuantificación de  la distribución. Las barras de error 

representa el EEM, (n=3), *P<0,05; ***P<0,001. Abreviatura: SB, sustancia blanca. Barra de escala: 200 

μm en A y B.  
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4.3.3.2. Consecuencias de la deleción del rCB1 sobre el citoesqueleto neuronal 

Estudios  previos  demostraron  que  la  deleción  del  rCB1  o  el  bloqueo 

farmacológico  in utero produce una anormal fasciculación de axones corticotalámicos 

y talamocorticales durante el desarrollo temprano de  los roedores  [Wu y col., 2010]. 

Dado estos antecedentes,  sumado a  las evidencias que  sugieren que el  sistema eCB 

regula  la morfogénesis neuronal,  se  realizó un estudio por  inmunohistoquímica para 

neurofilamento  de  200  KDa  (NF‐200)  a  fin  de  evaluar  las  alteraciones  en  el 

citoesqueleto axonal de los ratones CB1‐/‐   de día P21. Los ratones CB1‐/‐   presentaron 

una trayectoria aberrante de los axones que transcurren el cuerpo calloso, evidenciado 

por  el  anormal  posicionamiento  de  los  neurofilamentos  del  citoesqueleto  axonal 

(Figura 27). 
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Figura 27. La deleción del rCB1 produjo una fasciculación anormal en ratones de DP21. A‐D: Imágenes 

por microscopía de campo claro. Inmunohistoquímica para NF‐200 en secciones coronales de cerebro de 

ratones, a nivel de la corteza frontal y el cuerpo estriado, de ratones CB1+/+ y CB1‐/‐ . Barra de escala: 400 

μm en A y B; 200 μm en C y D. 

 

 

Con  el  objetivo  de  caracterizar  el  efecto  de  la  deleción  del  rCB1  sobre  la 

morfogénesis neuronal,  se evaluó  la morfología neuronal mediante  la  cuantificación 

del  área  relativa  de  fibras  NF‐200+.  La  ausencia  del  rCB1  indujo  cambios  en  el 

citoesqueleto neuronal evidenciado por la disminución del área relativa cubierta por el 

filamento  intermedio NF‐200 en  la corteza primaria motora. A su vez, se observó una 

menor ramificación de las fibras NF‐200 evidenciado por la pérdida del entramado que 

estas ramificaciones presentan en los ratones CB1+/+ (Figura 28, A, B y F). 

Trabajos previos demostraron que la activación del rCB1 regula la sinaptogénesis 

[Berghuis y col., 2007]. A fin de evaluar si  la deleción del rCB1 produjo alteraciones a 

nivel  de  los  terminales  presinápticos  se  realizó  una  IHQ  para  sinaptofisina,  una 

proteína  presente  en  los  terminales  presinapticos  que  participa  en  la  formación  y 

reciclado  vesicular.  La  semicuantificación  de  la  densidad  óptica  relativa  de  la 

inmunoreactividad de sinaptofisina resultó similar tanto en ratones CB1+/+ como en los 

ratones CB1‐/‐ (Figura 28, C, D y G). 
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Figura 28. La deleción del  rCB1 produjo una disminución en el citoesqueleto  cortical en  ratones de 

DP21. A, B:  Imágenes por microscopía de campo claro.  Inmunohistoquímica para NF‐200 en secciones 

coronales de corteza frontal de ratones CB1+/+ y CB1‐/‐ . D, E: Inmunohistoquímica para sinaptofisina en 

secciones coronales de corteza frontal de ratones CB1+/+ y CB1‐/‐ . F: los graficos de barra representan la 

cuantificación  del  área  relativa  cubierta  por  fibras  NF‐200+.  G:  los  graficos  de  barra  representan  la 

semicuantificación de  la densidad óptica de  la  inmunoreactividad de sinaptofisina. Las barras de error 

representa el EEM, (n=3), *P<0,05, test de Student. Barra de escala: 200 μm en A‐D. 
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5. Discusión 

 

5.1.  Expresion  del  rCB1  en  neuronas  postmitóticas  en  migración  y  en  distintos 

subtipos neuronales durante la corticogénesis 

En la primer parte de este trabajo de Tesis se estudió, por medio de microscopía 

confocal  de  alta  resolución,  la  expresión  del  rCB1  en  neuronas  postmitóticas  en 

migración y a su vez, en distintas subpoblaciones de neuronas corticales durante  los 

estadios tempranos e intermedios de la corticogénesis de la rata.  

El patrón temporal y espacial de expresión del rCB1 previamente descrito en el 

telencéfalo ventral en desarrollo  [Berghuis y col., 2007; Mulder y col., 2008; Vitalis y 

col., 2008] fue confirmado en este trabajo.  

La expresión del rCB1 en neuronas postmitóticas en migración se observó desde 

los  primeros  estadios  de  formación  de  la  corteza,  cuando  la  primer  oleada  de 

migración radial de neuronas postmitóticas arriban desde  la ZV para formar  la PP. En 

dichas neuronas, el rCB1 se  localizó en el soma y en neuritas en crecimiento,  lo cual 

concuerda con la localización celular del rCB1 durante estadios embrionarios descripto 

por  otros  autores.  A  partir  del  día  E13,5,  cuando  comienzan  a  arribar  las  primeras 

oleadas  de  interneuronas  generadas  en  la  EG  a  través  de  la  corriente  superficial 

[Nadarajah y col., 2002], se observó la expresión del rCB1 en neuronas inmaduras con 

orientación  tangencial.  Dichas  neuronas  podrían  corresponder  tanto  a  neuronas 

postmitóticas  que  se  encuentran  en  proceso  de migración  tangencial,  como  a  cC‐R. 

Además se observo células CB1+/DCX+ en disposición radial en la ZV y en la ZSV, lo cual 

podría  sugerir  que  son  neuronas  postmitóticas  del  linaje  glutamatérgico  que  se 

encuentran migrando de forma radial hacia la PP. La localización del receptor en estas 

neuronas postmitóticas en migración concuerda con su papel en la migración neuronal 

reportado en trabajos previos [Berghuis y col., 2005; Mulder y col., 2008] 

Contrariamente  a  lo  que  se  observo  en  trabajos  anteriores  de  otros  autores 

[Berghuis  y  col.,  2007; Vitalis  y  col.,  2008],  se observaron  células CB1+  en neuronas 

postmitóticas  presentes  en  la  zona  proliferativa  de  la  EG,  desde  donde  nacen  las 

interneuronas que  luego van a migrar tangencialmente hacia palio. Este dato sugiere 

que  el  rCB1  se  expresa  interneuronas  corticales  desde  estadios  muy  tempranos  de 

diferenciación, antes de comenzar su migración tangencial hacia el palio dorsal. 
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A partir del día E15,5, periodo en el cual la PP ya se dividió para dar lugar a la PC, 

se observó la localización del rCB1 en prácticamente todas las neuronas postmitóticas 

de la ZM, la PC y la SP. En este estadio, la expresión del receptor se extendió también a 

la  ZI,  donde  transcurren  los  axones  corticofugales  en  crecimiento  de  las  neuronas 

glutamatérgicas  localizadas  en  la  SP  y  de  las  neuronas  glutamatérgicas  pioneras.  La 

expresión  del  rCB1  en  estos  axones  ocurre  en  un  periodo  muy  acotado  en  el 

desarrollo,  desde  el  día  E15,5  hasta  el  día  E18,5,  en  el  cual  las  neuronas 

glutamatérgicas en desarrollo inician la elongación y fasciculación de sus axones. Entre 

los  días  E15,5  y  E16,5,  periodo  en  el  cual  hay  un  pico  de  migración  tangencial,  la 

corriente de de migración tangencial profunda se dirige hacia  la corteza por  las ZSV y 

ZI. Sin embargo, debido a  la abundante densidad de  somas y neuritas DCX+ en  la ZI 

superior y SP, solo se pudo distinguir la expresión del rCB1 en neuronas postmitóticas 

DCX+ en  la ZI  inferior y ZSV. En dichas zonas,  la expresión del receptor se observó en 

neuritas principalmente de orientación  radial  sólo  en  la  región más dorsal del palio 

dorsal,  en  la  proximidad  del  límite  del  subpalio/palio.  Estas  células  probablemente 

representen neuronas en migración radial hacia  la PC o neuronas en migración, tanto 

de  proyección  como  interneuronas,  que  alcanzan  las  zonas  proliferativas  antes  de 

dirigirse hacia su posición final en la PC en busca de señales de especificación laminar 

[Nadarajah y col., 2002]. Por  lo tanto,  la  localización del rCB1 en neuronas que están 

activamente en migración  reflejaría  la participación del  sistema eCB en  la migración 

neuronal y en la guía axonal. 

Uno de  los objetivos de este trabajo fue caracterizar  la población neuronal que 

expresa el rCB1 durante estadios tempranos e intermedios de la corticogénesis, y para 

esto se evaluó la colocalización del receptor con dos proteínas de unión a calcio: CALB 

y CALR. En trabajos recientes se caracterizaron  las poblaciones de neuronas pioneras 

en diferentes  subtipos durante estadios de PP y de PC. Durante el estadio de PP,  la 

población  neuronal  se  compone  de  cC‐R  reelina+,  neuronas  de  proyección  pioneras 

Tbr1+, CALB+ o CALR+ y algunas interneuronas GABA+ o CALB+ [Hevner y col., 2003] 

A diferencia de  lo que  sucede  con el  ratón, CALB+  se expresa en un muy bajo 

porcentaje en las interneuronas corticales de la corteza en desarrollo de la rata. Por lo 

cual,  una  gran  proporción  de  estas  neuronas  CALB+  son  del  linaje  de  las  neuronas 

glutamatérgicas. En el día E14,5, cuando comienza a  formarse  la PC,  la expresión del 
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receptor en células CALB+ se observó tanto en  la PC como en  la SP. En esta edad,  las 

neuronas rCB1+/CALB+ presentaron una morfología y orientación variable. En  la PC se 

observó  la  expresión  del  receptor  en  células  CALB+  con  orientación  principalmente 

radial,  las  cuales  podrían  corresponder  a  neuronas  de  proyección  que  migraron 

radialmente  hacia  la  PC.  Por  el  contrario,  en  la  zona  inferior  a  la  PC  se  observaron 

algunas células CALB+/CB1+ de orientación tangencial, las cuales podrían corresponder 

a  interneuronas  GABAérgicas  en  migración  tangencial.  Aunque  diversos  autores 

describieron que  las  interneuronas GABAérgicas expresan el  rCB1 hacia el  final de  la 

vida  prenatal,  cuando  las  interneuronas  migran  de  forma  radial  hacia  su 

posicionamiento en  la PC [Mulder y col., 2008], o una vez que alcanzan el hipocampo 

[Morozov  y  col., 2009],  las observaciones obtenidas en este  trabajo  sugieren que el 

receptor se expresa en  interneuronas aún desde estadios tempranos de  la migración, 

cuando se encuentran migrando de forma tangencial.  

Las neuronas de  la SP y de  la PP son  importantes en el desarrollo cortical pues 

cumplen  un  papel  esencial  en  el  desarrollo  de  las  primeras  conexiones  axonales 

corticales. Estas neuronas guían a las primeras eferencias axonales fuera de la corteza 

y  proveen  los  primeros  blancos  postsinápticos  para  los  axones  talamocorticales 

[Molnar y col., 1998]. La localización del rCB1 en estas neuronas pioneras CALB+ en la 

SP y en los axones CB1+/CALB+ localizados en la ZI concuerdan con el requerimiento de 

estas neuronas piramidales de una  señalización eCB para  la polarización  axonal  y  la 

formación de los axones glutamatérgicos de largo alcance. 

Si bien en trabajos anteriores se describió la expresión del rCB1 en células CALR+ 

durante el desarrollo embrionario de la corteza cerebral [Morozov y col., 2009], dichos 

estudios se centraron en el hipocampo y fueron realizados en ratón. En este trabajo se 

observó  la  expresión  del  rCB1  en  células  CALR+  desde  estadios  tempranos  de  la 

corticogenesis  (E13,5  y  E14,5),  las  cuales  podrían  corresponder,  en  su  mayoría  a 

neuronas de proyección pioneras. 

Durante  estadios  de  PP,  tanto  para  el  día  E12,5  como  E13,5,  se  observó  la 

expresión del  rCB1  con  células  reelina+. Si bien  la población de  cC‐R presenta varios 

sitios  origenes,  estas  células  se  distribuyen  a  lo  largo  de  la  corteza  por  migración 

tangencial [Bielle y col., 2005]. Hasta el momento ningún trabajo describió que las cC‐R 

migren de modo  radial;  sin embargo, en este  trabajo  se observaron  algunas  células 
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reelina+/CB1+  en  las  ZSV  y  ZV  con  una  disposición  radial,  lo  cual  sugiere  que  estas 

también pueden migrar de forma radial radial hacia la PP. Esta observación sugiere un 

origen ventricular del palio dorsal,  lo cual concuerda con  la coexpresión de  reelina y 

Tbr1, un marcador del  linaje glutamatérgico  [Hevner y  col., 2003]. Por otro  lado,  se 

observaron  grupos  de  células  CB1+  en  disposición  radial  en  la  ZSV/ZV  como 

consecuencia  de  oleadas  discretas  de  generación  de  las  neuronas  en  las  zonas 

proliferativas.  Esta  oleada  discreta  de migración  de  neuronas  postmitóticas  radiales 

presenta, tanto células reelina+/CB1+ como células reelina‐/CB1+, lo cual podría sugerir 

que,  si  bien  este  grupo  de  neuronas  se  generarían  en  el  mismo  espacio  y  tiempo, 

presentarían una diversidad en cuanto a la expresión de estos marcadores. Además, la 

expresión del rCB1 en las cC‐R se detectó en todos las edades analizadas y esto podría 

indicar  que  el  sistema  eCB,  a  través  de  su  rCB1  interactuaría  con  la  reelina  en  los 

procesos de migración radial. 

 

5.2.  Efecto  de  la  exposición  prenatal  a  WIN  sobre  la  proliferación,  migración  y 

diferenciación neuronal de la corteza cerebral en desarrollo de la rata. 

El presente  trabajo aporta nuevas evidencias  sobre  los efectos que produce  la 

exposición materna a un agonista cannabinoide en dosis moderadas sobre la migración 

y  diferenciación  neuronal  en  la  corteza  cerebral  de  embriones  de  rata  y  expande 

nuestro conocimiento sobre cómo la exposición a cannabinoides durante la gestación 

podría  afectar  el  desarrollo  del  SNC  e  inducir  deficiencias  cognitivas  y 

comportamentales durante la vida postnatal. 

Dada  la  implicancia  que  tiene  estos  estudios  es  importante  estimar,  por 

extrapolacion,  si  la dosis de este agonista  sintético  se  compara  con  la dosis de THC 

absorvida por  los consumidores de cannabis. Estudios previos han estimado que una 

dosis  de  5mg/Kg  de  THC  en  ratas  corresponde  a  una  exposición  moderada  a  la 

marihuan en humanos, corregida por  las diferencias en  la ruta de administración y  la 

superficie del peso  corporal  [Garcia‐Gil y  col., 1999]. Por otro  lado  se estima que el 

WIN es entre  tres y diez veces más potente que el THC, dependiendo de  la  ruta de 

administración [Hampson y col., 2000]. Esta estimación es consistente con la Ki relativa 

de WIN y THC para el rCB1 en membranas de cerebro (2‐12 nM y 35‐80 nM para WIN y 

THC  respectivamente)  [Pertwee,  2000].  Basado  en  estas  consideraciones,  la  dosis 
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utilizada en este  trabajo  (0,75 mg/Kg,  subcutánea), podría  corresponder a una dosis 

moderada de exposición para los humanos [Mereu y col., 2003]. Dado que dicha dosis 

no  produjo  malformaciones  o  signos  aparentes  de  toxicidad,  ni  alteró 

significativamente  los  parámetros  gestacionales  medidos;  se  puede  asumir  que  las 

alteraciones observadas en el desarrollo cortical de los embriones expuestos a WIN no 

son debidas a efectos indirectos de la droga, tales como la malnutrición de la madre. 

Teniendo en cuenta que en  los últimos años se demostró el papel fundamental 

que cumple el sistema eCB en la migración de neuronas de proyección [Mulder y col., 

2008]  y  de  interneuronas  [Berghuis  y  col.,  2005; Morozov  y  col.,  2009],  sumado  al 

hecho que el rCB1 se expresa en neuronas postmitóticos en migración, se estudió el 

efecto de la exposición prenatal crónica a una agonista del rCB1 sobre la disposición de 

estas  células  en  la  corteza  cerebral  en  desarrollo  a  fin  de  evaluar  una  posible 

disrupción en su migración. En este sentido,  los resultados obtenidos en este trabajo 

indican  que  la  exposición  prenatal  a  WIN  indujo  un  incremento  en  el  número  de 

neuronas postmitóticas en migración tangencial y radial en la ZSV/ZV. Este aumento en 

el número de neuronas postmitóticas en migración en la ZSV/ZV podría ser a expensas 

de una disminución del espesor relativo de las ZM/PC/SP/ZI inmunomarcada con DCX. 

Dichos resultados podrían deberse a una alteración en la proliferación celular y/o en la 

muerte  celular programada o  a un  retraso  en  la diferenciación  y por  lo  tanto  en el 

inicio de la migración neuronal hacia la PC.  

Durante el periodo analizado, las interneuronas migran tangencialmente hacia la 

corteza,  y  luego  que  atraviesan  el  límite  entre  el  palio/subpalio  pueden  cambiar  su 

dirección hacia  la PC  siguiendo una vía  radial u oblicua a  lo  largo de  la corteza. Una 

proporción  de  interneuronas  descienden  en  dirección  radial  hacia  la  ZV  donde  son 

retenidas  y  luego  revierte  su  dirección  hacia  la  PC.  Por  su  parte,  las  neuronas  de 

proyección  también  presentan  distintas  fases  de  migración  hacia  la  PC  y  pueden 

revertir su dirección de migración hacia la ZV para luego ingresar a la PC [Nadarajah y 

col., 2002]. La explicación de este comportamiento es que  las neuronas en migración 

podrían buscar señales de su posicionamiento  final en  la ZV  [Kriegstein y col., 2004]. 

Más aún, experimentos recientes demostraron que los eCB inducirían la migración de 

interneuronas al actuar como quimioatractantes [Berghuis y col., 2005]. Por  lo tanto, 

dada  la  complejidad  de  la  dinámica  de  migración  de  las  interneuronas  y  de  las 
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neuronas de proyección, la interpretación de estos resultados también es compleja. En 

vistas de estos  antecedentes  y que  los embriones expuestos  a WIN presentaron un 

incremento en número de neuronas postmitóticas radiales y tangenciales en la región 

próxima al límite entre el palio y subpalio, se podría sugerir que la exposición prenatal 

a cannabinoides produciría un cambio en la direccionalidad de estas interneuronas que 

alcanzan  la  corteza  en  dirección  tangencial,  produciendo  una  migración  radial 

prematura hacia  la PC. Por otro  lado, estudios realizados tanto  in vivo como  in vitro, 

demostraron  que  la  señalización  eCB  está  involucrada  en  la migración  radial,  y  por 

consiguiente,  contribuye  a  definir  la  posición  final  y  la  densidad  de  neuronas 

inmaduras glutamatérgicas de proyección en  la  corteza  [Mulder y  col., 2008]. Por  lo 

tanto, el  incremento de células DCX+ radiales en  la ZV/ZSV en embriones expuestos a 

WIN podría deberse a una alteración en la migración radial [Hevner y col., 2001]. 

Dada  la  complejidad  que  presenta  la  interpretación  de  estos  interesantes 

resultados, se evaluó la disposición laminar de interneuronas GABAérgicas en las zonas 

de migración de  la corriente superficial (ZM y SP) y profunda (ZI y ZSV) en embriones 

de  rata  control  y  expuestos  a  WIN.  Los  embriones  expuestos  a  WIN  mostraron  un 

incremento  estadísticamente  significativo  en  el número de  células GABA+  en  la  ZM, 

zona por la cual transcurre la corriente migratoria superficial. Trabajos de otro autores 

demostraron  que  las  interneuronas  alcanzan  el  hipocampo  principalmente  por  esta 

corriente  migratoria  superficial  [Manent  y  col.,  2006].  Por  lo  tanto,  los  resultados 

obtenidos  en  el  presente  trabajo  concuerdan  con  los  resultados  previos,  los  cuales 

demostraron  que  la  exposición  prenatal  a  THC  produce  un  incremento  de 

interneuronas CCK+ en el hipocampo de ratas adultas [Berghuis y col., 2005]. Por otro 

lado  y  contrariamente  a  lo  que  se  esperaba,  no  se  encontró  un  incremento  en  el 

número  de  células  GABA+  en  la  ZI/ZSV.  Este  hecho  podría  deberse  a  que  las 

interneuronas  postmitóticas  inmaduras  adquieren  la  expresión  de  GABA  en  el 

transcurso de su maduración. Por  lo tanto, probablemente una proporción de células 

DCX+ de orientación tangencial, cuantificadas en la ZSV, aún no expresen GABA y por lo 

tanto no fue posible cuantificarlas.  

Una de las hipótesis evaluadas en este trabajo fue que la ateraciones observadas 

en el número de neuronas postmitóticas en migración de embriones expuestos a WIN 

podría deberse a una alteración en la proliferación y/o a una disminución en la muerte 
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celular programada. Durante el desarrollo neocortical, los rCB1 presentes en la ZSV/ZV 

participan en la regulación de la proliferación de progenitores neurales y el tamaño del 

pool de estas células  [Aguado y col., 2005;  Jiang y col., 2005; Trazzi y col., 2010]. Un 

estudio  farmacológico  realizado en  cultivos organotípicos de día E14,5  reveló que  la 

exposición  a  un  agonista  selectivo  del  rCB1  (HU‐210)  aumenta  la  proliferación  de 

progenitores de la ZV/ZSV [Mulder y col., 2008]. A pesar de las evidencias presentadas 

en  estos  trabajos,  aquí  no  se  encontró  un  efecto  significativo  sobre  el  número  de 

células en proliferación en la ZV y ZSV marcadas con ki67 del palio dorsal de embriones 

expuestos  a  dosis moderadas  de WIN.  Por  consiguiente,  podríamos  sugerir  que  los 

efectos observados  sobre  la migración neuronal no  se deben a una disrupción en  la 

proliferación celular.  

La exposición aguda a WIN regula de manera negativa moléculas pro‐apotóticas 

y de manera positiva moléculas  anti‐apoptóticas en  la  corteza  cerebral de  roedores 

adultos [Alvaro‐Bartolome y col., 2010]. Sin embargo, en este modelo experimental no 

se  observó  una  diferencia  estadísticamente  significativa  sobre  la  muerte  celular 

programada en los embriones expuestos a WIN. En el periodo analizado, E16,5 y E20,5, 

se observaron escasas células TUNEL+ en el palio dorsal y en  las EG de ambos grupos 

experimentales.  Esto  podría  deberse  a  que  la  muerte  por  apoptosis  ocurre 

principalmente  en  edades  postnatales  tempranas,  durante  la  sinaptogénesis  de  las 

neuronas postmitóticas a fin de eliminar las neuronas que fallaron en posicionarse de 

forma  correcta  [Kim  y  col.,  2011].  Por  lo  tanto,  sería  interesante  evaluar  si  la 

exposición prenatal  a WIN  tiene un  efecto  sobre  la muerte  celular  en  estas  edades 

postnatales tempranas.  

Entre los mecanismos celulares intrínsecos involucrados en la corticogenesis, un 

complejo  programa  de  factores  de  transcripción  es  responsable  del  correcto 

establecimiento  de  la  identidad  neuronal  en  una  lámina  cortical.  Estos  factores 

coordinan la salida del ciclo celular, la migración neuronal y un programa de expresión 

de genes específico que dicta la identidad neuronal de las neuronas corticales de cada 

lámina cortical específica y  las conexiones axonales [Molyneaux y col., 2007]. Tbr2 es 

un  factor  de  transcripción  de  la  familia  T‐box  que  se  expresa  en  progenitores 

intermedios del linaje glutamatérgico y es regulado negativamente una vez que sale de 

su ciclo celular y se diferencia a neurona postmitótica de proyección  [Englund y col., 
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2005a].  En  este  trabajo  se  observó  un  incremento  en  el  número  de  progenitores 

intermedios glutamatérgicos en los embriones expuestos a WIN a lo largo de todas las 

edades  analizadas.  Sin  embargo,  no  se  encontraron  evidencias  sobre  si  éste 

incremento  se  debió  a  un  incremento  en  la  proliferación  celular,  puesto  que  no  se 

observaron diferencias significativas en el número de células ki67+ en  la ZSV entre los 

embriones controles y los expuestos a WIN.  

A  la salida de su ciclo celular,  las neuronas postmitóticas glutamatérgicas recién 

diferenciadas expresan el factor de transcripción Tbr1 en el palio embrionario [Bulfone 

y col., 1999]. El incremento de células Tbr2+ fue acompañado de una disminución en el 

número de células Tbr1+ en los embriones expuestos a WIN en el día E12,5 y E14, 5. A 

pesar  que  se  observó  un  aumento  en  el  número  de  cPI  Tbr2+  en  todas  las  edades 

analizadas, el número de neuronas postmitóticas glutamatérgicas Tbr1+ de la capa 6 y 

SP de  los embriones expuesto a WIN de día E16,5 y E20,5 alcanzó  los valores de  los 

controles.  Los  progenitores  intermedios  contribuyen  no  solo  con  la  generación  de 

neuronas  de  proyección  de  la  capa  6  y  SP  sino,  también,  con  la  generación  de  la 

mayoría de  las neuronas de proyección corticales,  tanto de  la PP, como de  las capas 

corticales inferiores y superiores [Kowalczyk y col., 2009]. Por lo tanto sería interesante 

analizar el efecto de la exposición a WIN sobre destino de las neuronas de proyección 

de  las  demás  capas  corticales mediante  el  análisis  de marcadores  específicos  de  la 

capas 5a,  identificada por  la expresión del factor de transcrición Ctip2, y de  las capas 

superiores,  identificada por  la expresión del  factor de  transcripción Satb2  [Alcamo y 

col., 2008]. 

En conjunto,  todos estos  resultados sugieren que  la exposición prenatal a WIN 

induciría  un  retraso  en  la  diferenciación  de  progenitor  intermedio  a  neurona 

postmitótica glutamatérgica de la capa 6 y SP, lo cual podría causar a su vez, un retraso 

en el  inicio de  la migración de  las neuronas postmitóticas que aún permanecen en  la 

zonas  proliferativas.  Una  posible  explicación  a  dichos  resultados  podría  ser  que  la 

exposición  prenatal  a WIN  produzca  un  retraso  en  la  salida  del  ciclo  celular  de  los 

progenitores intermedio, y que por lo tanto se acumulen en la ZSV. Evidencias de otros 

autores demostraron que la activación del rCB1 esta involucrado en la modulación de 

genes reguladores del ciclo celular de  los precursores neurales [Trazzi y col., 2010]. A 

fin  de  determinar  si  el  retraso  en  la  diferenciación  se  debió  a  una  alteración  en  la 
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cinética del ciclo celular de los progenitores Tbr2+ sería interesante evaluar la dinámica 

del ciclo celular en los embriones expuestos a WIN. 

El factor de transcripción Tbr1 se expresa en las primeras neuronas postmitóticas 

glutamatérgicas  que  forman  la  PP  y  luego  en  la  SP.  Dichas  neuronas  envían  las 

primeras  eferencias  axonales  y  cumplen  un  papel  esencial  en  la  guía  de  de  las 

proyecciones  talamocorticales  [Kanold  y  col.,  2010].  Además,  durante  el  desarrollo 

prenatal,  Tbr1  se  expresa  en  las  neuronas  de  proyección  de  la  capa  6,  las  cuales 

establecen  las  aferencias  corticotalámicas.  Estudios  recientes  mostraron  que  la 

deleción  del  rCB1  en  la  neuronas  piramidales  o  la  deleción  completa  o  el  bloqueo 

farmacológico mediante la administración in utero de un antagonista del rCB1 produce 

aberraciones  en  la  fasciculación  de  los  axones  corticotalámicos  y  talamocortiales 

[Mulder y col., 2008; Wu y col., 2010]. La  formación de un circuito neuronal preciso 

requiere de una interacción orquestada entre los tractos axonales y entre los conos de 

crecimiento en navegación y  las señales del entorno en  las diferentes posiciones. Por 

lo tanto, un retraso en la diferenciación y en la migración neuronal y por consiguiente 

en el posicionamiento de las neuronas de proyección podría inducir alteraciones en las 

conexiones corticotalámicas y talamocorticales. Dichas alteraciones podrían ser uno de 

los sustratos neurobiológicos de  las alteraciones neurocomportamentales observados 

en los animales expuestos prenatalmente a WIN. 

El  patrón  laminar  de  la  neocorteza  es  establecido,  en  parte,  por  las  cC‐R 

mediante la secreción de reelina. Esta molécula cumple un papel importante en la guía 

de la migración radial de neuronas diferenciadas durante el desarrollo cortical y podría 

estar  implicada, además, en  la regulación de  la migración tangencial y la subsiguiente 

migración  radial  de  las  interneuronas  nacidas  más  tardíamente  [Hammond  y  col., 

2006; Morante‐Oria y col., 2003]. Un defecto en el posicionamiento o diferenciación 

de estas células podría inducir una señalización de la migración anormal. Por lo tanto, 

el incremento transitorio de cC‐R observado en los embriones expuestos a WIN de día 

E14,5  podría  estar  relacionado  con  los  defectos  en  la  migración  previamente 

descriptos.  Sin  embargo,  hasta  la  fecha  aún  no  existen  estudios  funcionales  que 

demuestren  la  relación  entre  el  sistema  de  señalización  eCB  y  el  sistema  de 

señalización de la reelina. Por otro lado, puesto que: i) tanto el sistema de señalización 

eCB como el sistema de señalización de  la reelina están  involucrados en  la regulación 
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de la migración, la morfogénesis neuronal y la guía del cono de crecimiento; ii) ambos 

sistemas comparten vías de señalización involucradas en la dinámica del citoesqueleto 

axonal;  iii) el rCB1 se expresa en células de Cajal‐Retzius y en  las células blanco de  la 

reelina; iv) los componentes de ambos sistemas de señalización se expresan en conos 

de  crecimiento  axonal  y  axones;  sería  de  sumo  interés  estudiar  los  efectos  de  la 

administración conjunta de  reelina y agonistas o antagonistas del  rCB1 en cultivo de 

explantos corticales sobre la migración de neuronas postmitóticas y la neuritogénesis. 

A su vez, sería importante estudiar la localización celular y subcelular de componentes 

del sistema eCB (rCB1, DAGL y MLGα) y de la vía de la reelina (receptores Vldl y Apoer2 

y adaptador Dab1) en la corteza cerebral en desarrollo. 

Otro  sustrato  importante  para  la  migración  radial  lo  constituyen  las  cGR.  Las 

neuronas postmitóticas glutamatérgicas se adhieren a  las  fibras  radiales de  las cG‐R, 

las cuales guían la migración hacia su posición final en la PC. La función de la glía radial 

durante  la  corticogénesis  depende  de  la  modulación  dinámica  de  su  polaridad 

molecular,  morfológia  y  de  citoesqueleto  [Rakic,  2003].  Sin  embargo,  la  exposición 

prenatal a WIN no afectó la integridad ni la organización de las fibras de las cG‐R ni el 

área relativa de estas.  

El  cerebro  es  más  vulnerable  a  la  exposición  a  drogas  de  abuso  durante  el 

desarrollo prenatal y la vida postnatal temprana, periodos en los cuales las poblaciones 

neuronales  atraviesan  por  un  rápido  crecimiento  y  diferenciación.  Es  durante  este 

tiempo, que las neuronas nacen, migran hacia su destino final y se integran al circuito 

neuronal de su  lámina específica en  la corteza cerebral. Si bien numerosas evidencias 

sugieren que  la exposición a cannabinoides durante  la gestación  tiene una profunda 

influencia sobre los eventos tempranos del desarrollo neurocomportamental, ninguno 

de  los  mencionados  trabajos  evaluó  los  efectos  de  la  exposición  prenatal  a 

cannabinoides en estadios embrionarios [Antonelli y col., 2004; Antonelli y col., 2006; 

Antonelli y col., 2005; Mereu y col., 2003]. Los efectos de la exposición prenatal a WIN 

detallados  en  este  trabajo  de  tesis  contribuyen  al  conocimiento  sobre  los  sustratos 

neurobiológicos  que  determinarían  las  anormalidades  en  la  neurotransmisión 

glutamatérgica  cortical  que  determinarían  los  cambios  neurocomportamentales  que 

persisten en las funciones del cerebro durante la vida postnatal.  
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5.3.  Consecuencias  de  la  deleción del  rCB1  sobre  la  diferenciación  y migración de 

neuronas glutamatérgicas y la citoarquitectura de la corteza cerebral del ratón. 

El presente trabajo de Tesis provee nuevas evidencias sobre el rol del rCB1 en la 

regulación de la migración de neuronas postmitóticas y en la regulación de factores de 

transcripción que controlan la diferenciación de neuronas glutamatérgicas corticales.  

Como se mencionó en  la sección anterior, el sistema eCB, a  través de su  rCB1, 

cumple un  rol  importante en  la migración  radial y  tangencial  [Berghuis y  col., 2005; 

Mulder y col., 2008]. En este trabajo se demostró que la deleción del rCB1 produjo un 

incremento  del  número  de  neuronas  postmitóticas  DCX+  en  la  la  ZSV/ZV  del  palio 

dorsal  sin disminuir el espesor de  la  ZM/PC/SP/ZI. Por  lo que  se podría  sugerir que 

dicho aumento en el número de células DCX+ no se debió a expensas del número de 

células DCX+ en otras capas. Dicho efecto podría deberse, entonces a un defecto en la 

migración de  interneuronas que se escuentran atravesando  la ZSV y que por  lo tanto 

se  acumulen  en  dicha  zona,  y/  o  de  la migración  radial de  neuronas  de  proyección 

hacia la PC.  

De manera  contraria  a  lo  que  ocurrió  con  los  embriones  expuestos  a WIN,  la 

deleccion  del  rCB1  disminuyó  significativamente  el  número  de  progenitores 

intermedios  Tbr2+  y,  a  su  vez,  incrementó  el  número  de  neuronas  postmitóticas 

glutamatérgicas en embriones de ratón día E16,5. En conjunto, todos estos resultados 

sugieren  que  la  deleción  del  rCB1  induciría  una  diferenciación  prematura  de 

progenitores  intermedios  a  neurona  postmitótica  glutamatérgica  de  la  capa  6  y  SP. 

Esto  podría  ser  consecuencia  de  una  salida  prematura  del  ciclo  celular,  lo  cual 

explicaría  la disminución en el número de progenitores  intermedios y el aumento de 

neuronas postmitóticas glutamatérgicas Tbr1 y además explicaría el  incremento en el 

número neuronas postmitóticas en migración en  la ZSV. Los niveles de expresión de 

Tbr2  y  Tbr1  obtenidos  de  una  fracción  protéica  total  de  telencéfalos  dorsales  de 

embriones  corroboraron  los  resultados  obtenidos  en  el  análisis  histológico.  La 

disminución de la expresión de Tbr2 en los ratones CB1‐/‐ concuerda con los resultados 

observados en un trabajo reciente, donde se demostró que durante el desarrollo de la 

corteza cerebral, el rCB1 es capaz de modular  la actividad transcripcional de Tbr2 en 

los progenitores de  la ZSV/ZV [Diaz‐Alonso y col., 2012]. Además, en trabajos previos 

se  demostró  que  la  activación  del  rCB1  regula  la  expresión  de  otro  factores  de 
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transcripción,  incluidos  Sat3  y  Pax6,  que  participan  en  el  mantenimiento  de  de  los 

progenitores  neurales  y  el  compromiso  y  diferenciación  neuronal  [Bromberg  y  col., 

2008]. Esto podría sugerir que los eCB participarían en la regulación del destino celular 

mediante la alteración de la expression de dichos factores de transcripción.  

Un paso importante en el desarrollo del cerebro es la correcta incorporación de 

las  neuronas  dentro  de  la  red  neuronal.  Esto  requiere  tanto  de  la  especificación 

neuronal como de la formación de una adecuada conección entre las neuronas vecinas 

y distales. Como se mencionó anteriormente, en los últimos años se demostró el papel 

fundamental que cumple el  sistema eCB en  la migración de  interneuronas corticales 

[Berghuis y col., 2005; Morozov y col., 2009]. En concordancia con estos resultados, en 

este  trabajo  se  observó  que  la  ausencia  del  rCB1  produjo  una  distribución  de 

interneuronas anormal en ciertas capas de la corteza en edades postnatales, cuando la 

migración neuronal finalizó. Esto podría deberser a un defecto en  la migración de  las 

interneuronas  al  ingresar  a  la  PC  o  un  defecto  en  la  expresión  de  factores  de 

transcripción  que  regulen  la  especificación  de  interneuronas  corticales.  En  trabajos 

previos  se  propuso  que  las  interneuronas  utilizan  los  axones  corticofugales  como 

sustrato  para  su  migración  hacia  la  corteza  cerebral  [Denaxa  y  col.,  2001].  En  el 

presente trabajo se observó una fasciculación anormal en los axones corticofugales de 

los ratones CB1‐/‐ que concuerda con los efectos descriptos en la literatura [Wu y col., 

2010]. Esta  fasciculación aberrante podría entonces, afectar  la correcta migración de 

interneuronas corticales. Por otro  lado, otro  trabajo  reciente demostró que el  factor 

de trancripción Tbr2 regula la ruta migratoria de las interneuronas por la ZSV hacia el 

palio dorsal  [Sessa y col., 2010]. Por  lo  tanto,  los niveles anormales de expresión de 

Tbr2  observados  en  los  ratones  CB1‐/‐  también  podría  explicar  los  defectos  en  el 

posicionamiento de las interneuronas dentro de la corteza cerebral.  

La  remodelación  dinámica  de  citoesqueleto  neuronal  es  necesaria  para  el 

crecimiento  axonal  y  el  establecimiento  de  sinapsis.  Durante  la  morfogénesis,  las 

neuronas se polarizan y extienden sus neuritas, las cuales se diferenciarán en axones y 

dendritas.  Los  neurofilamentos  y  la  proteína  asociada  a microtúbulo MAP‐2  forman 

parte  de  este  citoesqueleto  neuronal  y  proveen  una  estructura  estable  para  el 

mantenimiento  de  la  morfología  neuronal.  Sin  bien  las  dendritas  contienen 

neurofilamentos, estos constituyen el principal componente del citoesqueleto axonal. 
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Un creciente número de evidencias sugieren un papel fundamental de  la señalización 

eCB, a través del rCB1, en la navegación del cono de crecimiento axonal, la elongación 

axonal,  la  dendritogénesis  y  la  sinaptogénesis  de  interneuronas  GABAérgicas  y 

neuronas de proyección glutamatérgicas en el cerebro de los roedores [Berghuis y col., 

2005; Berghuis y col., 2007; Kawaguchi y col., 2010; Mulder y col., 2008; Vitalis y col., 

2008; Wu y col., 2010]. Sin embargo, todos estos trabajos fueron realizados en cultivos 

neuronales y líneas celulares, por los cual no existen evidencias sobre la modulación de 

la  señalización  eCB  sobre  el  citoesqueleto  neuronal  in  vivo.  En  este  trabajo  se 

demostró que  la ausencia del rCB1  indujo una disminución del área cubierta por NF‐

200 en la corteza primaria motora y más aún, que estas fibras presentaron una menor 

complejidad axonal. 

Por  otro  lado,  el  establecimiento  de  las  sinapsis  glutamatérgicas  también  es 

regulado por el rCB1. En particular, se describió que la inhibición de la síntesis de 2‐AG 

en  neuronas  piramidales  redujo  la  expresión  de  vGlut1  y  alteró  la  expresión  de 

marcadores  de  sinapsis  glutamatérgicas  como  SNAP25  y  de  postsinapsis  como 

sinaptofisina  [Mulder  y  col., 2008].  Sin embargo, en este  trabajo no  se encontraron 

diferencias significativas en  la  intensidad relativa de  los niveles de  inmunoreactividad 

de sinaptofisina, un marcador de postsinapsis. Sería  interesante evaluar si  la deleción 

del rCB1 induce cambios en marcadores de presinápsis, asi como realizar estudios por 

micoscopía electrónica de  transmisión a  fin de evaluar si existen alteraciones a nivel 

ultraestructural de las sinapsis corticales.  

La  corteza  cerebral  juega  un  papel  crucial  en  la  integración  de  la  información 

necesaria  para  la  mayor  parte  de  las  funciones  cerebrales  complejas.  Este  proceso 

requiere  de  la  actividad  coordinada  de  los  dos  tipos  principales  de  neuronas  de  la 

corteza  cerebral,  las  neuronas  de  proyección  y  las  interneuronas.  La  correcta 

proporción  entre  neuronas  glutamatérgicas  y GABAérgicas  es  critica  para  el  normal 

tono excitatorio e inhibitorio [Hensch y col., 2005]. Un número creciente de evidencias 

sugieren que  algunas enfermedades neurológicas podrían  surgir  como  consecuencia 

de alteraciones producidas durante el desarrollo de  la corteza cerebral [Galve‐Roperh 

y  col.,  2009].  Puesto  que  las  neuronas  glutamatérgicas  y  GABAérgicas  presentan 

programas de desarrollo diferentes y que requieren un alto grado de coordinación, es 

probable  que  problemas  en  el  desarrollo  de  cualquiera  de  estas  poblaciones 
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neuronales tenga  importantes consecuencias en  la organización normal de  la corteza 

cerebral. Considerando el rol del rCB1 en la generación, migración y diferenciación de 

neuronas  tanto  excitatorias  como  inhibitorias,  la  alteración  de  la  señalización 

dependiente del rCB1 durante el desarrollo podría tener un importante impacto sobre 

el apropiado balance de neuronas excitatorias/inhibitorias en el cerebro adulto. Dicho 

desbalance en la actividad exhitatoria/inhibitoria debido a alteraciones en el desarrollo 

cortical  podría  contribuir  a  la  generación  de  desordenes  neurocomportamentales 

como la epilepsia [Bernard y col., 2005; Ludanyi y col., 2008].   
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6. Conclusiones 

 A  lo  largo  de  la  corticogénesis  de  la  rata,  el  rCB1  se  expresa  en  neuronas 

postmitóticas en migración  radial y  tangencial, en  cC‐R y en neuronas  calretinina y 

calbindina positivas recién diferenciadas y en proceso de migración tangencial. 

 La  exposición  prenatal  a  WIN  indujo  un  aumento  en  el  número  de  neuronas 

postmitóticas  en  migración  radial  y  tangencial  en  la  ZSV/ZV  a  expensas  de  una 

disminución del espesor de la ZM/PC/SP/ZI imnunomarcada con DCX.  

 La  exposición  prenatal  a WIN  indijo  un  aumento  en  el  número  de  interneuronas 

GABAérgicas en la ZM de la corteza cerebral en desarrollo. 

 La exposición prenatal a WIN no afectó  la proliferación celular ni  la muerte celular 

programada en la corteza en desarrollo.  

 La exposición prenatal a WIN  indujo un  incremento en el número de progenitores 

intermedios  Tbr2+  y  una  disminución  en  el  número  de  neuronas  postmitóticas 

glutamatérgicas  Tbr1+ de  la  capa  6  y  SP, posiblemente debido  a un  retraso  en  la 

salida del ciclo celular y por consiguiente a una prematura diferenciación neuronal. 

 La exposición prenatal a WIN indujo un aumento transitorio en el número de cC‐R. 

 La  deleción  del  rCB1  en  ratones  knockout  indujo  un  aumento  en  el  número  de 

nueronas postmitóticas en migración en la ZSV de embriones de ratón 

 La deleción del rCB1 en ratones knockout  indujo una disminución en el número de 

progenitores  intermedios  Tbr2+  y  una  aumento  en  el  número  de  neuronas 

postmitóticas  glutamatérgicas Tbr1+ de  la  capa 6  y  SP, posiblemente debido  a un 

prematura  salida  del  ciclo  celular  y  por  consiguiente  a  una  prematura  diferencia 

retraso en la diferenciación neuronal. 

 La  deleción  del  rCB1  en  ratones  knockout  indujo  un  posicionamiento  anormal  de 

interneuronas corticales.  

 La deleción del rCB1 en ratones knockout indujo una disminución en el área relativa 

de fibras NF‐200+, una menor complejidad de neuritas en la corteza postnatal y una 

fasciculación anormal en los axones del cuerpo calloso 
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