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Resumen

RESUMEN

Los nonapéptidos vasopresina y oxitocina tienen un papel clave en varios aspectos
del comportamiento y la cognicién social, como afiliacion, formacion de vinculos de
pareja y reconocimiento materno-filial. En el cerebro, son producidos principalmente
por neuronas de los nucleos hipotalamicos paraventricular (PVN) y supraoptico (SO),
cuyos axones los liberan como hormonas principalmente en la neurohipofisis. Ambos
nonapéptidos son también liberados en el cerebro desde éstas y otras subpoblaciones
de neuronas del hipotadlamo y la amigdala medial extendida, actuando como
neurotransmisores/neuromoduladores. Se ha propuesto que las neuronas
vasopresinérgicas y oxitocinérgicas del PVN y SO se originan en el dominio
hipotalamico supraopto-paraventricular (SPV) y que su diferenciacion depende del
factor de transcripcion Otp, pero no se ha demostrado experimentalmente. Ademas, se
desconoce el origen de las poblaciones de neuronas vasopresinérgicas y
oxitocinérgicas localizadas en otras regiones del cerebro. Por otra parte, en las
propuestas mas recientes del modelo prosomérico, el SPV incluye dos partes que
pertenecen a diferentes prosémeros, terminal y peduncular. No se conoce cual es la
contribucién de cada subdivision del SPV a la amigdala extendida ni si las células Otp
alcanzan esta region mediante migraciones radiales o tangenciales. El objetivo de este
estudio fue investigar estas cuestiones. Para ello, estudiamos el desarrollo de las
células que expresan vasopresina (VP) y oxitocina (OT), mediante hibridacién in situ e
inmunohistoquimica, en embriones y postnatales de raton. Con el fin de estudiar el
origen de las neuronas vasopresinérgicas en el hipotalamo y el telencéfalo, realizamos
ensayos de migracion celular en secciones del prosencéfalo, utilizando un trazador
celular fluorescente, seguidos de inmunofluorescencia. Para comprender mejor la
localizacién de las células VP y OT y las rutas de migracion desde el SPV terminal o
peduncular, comparamos los resultados con datos de la expresion de Otp, Isletl y
Rgs4, y con la disposicion de la glia radial. Mientras la combinacion de Otp y Isletl fue
atil para discriminar el SPV de los dominios adyacentes, Rgs4 permitié la distinciéon de
la parte peduncular del SPV. Las rutas de migracion difirieron dependiendo de la
posicion del trazador celular. Desde el SPV terminal, las células migraron dorsalmente
al area preoptica ventral y ventralmente a la region quiasmética terminal. Es posible
gue algunas de estas células migren hasta alcanzar el hipotdlamo basal para formar el
nucleo SO tuberal. Desde el SPV peduncular, muchas células migran siguiendo la
dimensién radial, extendiéndose desde el PVN a través del hipotalamo anterior y
lateral, el SO principal y una estrecha franja del BSTM posterior. Ademas, se

observaron células que migran tangencialmente al BSTM lateral y otras partes de la
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Resumen

amigdala medial extendida, y también al hipotalamo ventral. Tras inmunofluorescencia
para VP observamos numerosos casos de colocalizacion entre el trazador celular y el
nonapéptido. En conclusion, en este trabajo demostramos que el SPV es la principal
fuente de las células Otp y VP del hipotalamo y el telencéfalo, y que Unicamente la
parte peduncular produce células para la amigdala medial extendida.
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Abstract

ABSTRACT

The nonapeptides vasopressin and oxytocin play key roles in several aspects of
social behavior and cognition, such as affiliation, pair bond formation, and materno-filial
recognition. In the brain, they are mainly produced by neurons of the paraventricular
(PVN) and supraoptic (SO) hypothalamic nuclei, whose axons release them as
hormones mainly in the neurohypophysis. Both nonapeptides are also released in the
brain from these neurons and other subpopulations of the hypothalamus and the
medial extended amygdala, acting as neurotransmitters/neuromodulators. While
vasopressinergic and oxytocinergic neurons of the PVN and SO are supposed to
originate in the supraopto-paraventricular hypothalamic domain (SPV) and their
differentiation depends on the transcription factor Otp, experimental demonstration is
missing. Moreover, the origin of the vasopressinergic and oxytocinergic neurons
located outside PVN and SO is unknown. Besides, in recent postulations of the
prosomeric model, the SPV includes two parts that belong to different prosomeres,
terminal and peduncular. It is unclear what the contribution of each SPV subdivision to
the extended amygdala is, and whether Otp cells arrive there by either radial or
tangential migration. The aim of this study was to investigate these questions. We
studied the development of the cells expressing vasopressin (VP) and oxytocin (OT),
using in situ hybridization and immunohistochemistry, in mice at different embryonic
and postnatal ages. We also performed migration assays in mouse embryonic
forebrain slices, using a fluorescent cell tracker, followed by immunofluorescence in
order to study the origin of vasopressin containing neurons of the hypothalamus and
telencephalon. To better understand the location of the VP and OT cells and the
migration routes from terminal or peduncular SPV, we compared the results to data on
expression of Otp, Isletl and Rgs4, and on radial glial disposition. While the
combinatorial expression of Otp and Isletl was useful to discriminate the SPV from
adjacent domains, Rgs4 allowed distinction of the peduncular part of the SPV. The
migration routes differed depending on the cell tracker position. From the terminal SPV,
cells migrated dorsally to the ventral preoptic area, and ventrally to the terminal
chiasmatic region. Perhaps some of the latter cells continue migration to the basal
hypothalamus to form the tuberal SO. From the peduncular SPV, many cells migrated
following the radial dimension, extending from the PVN through the anterior and lateral
hypothalamus, principal SO, and a narrow branch of the posterior BSTM. In addition,
tangential migration of cells was observed to the lateral BSTM and other parts of the
medial extended amygdala, as well as to the ventral hypothalamus. Following

immunofluorescence for vasopressin, we observed numerous cases of colocalization
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between the cell tracker and the nonapeptide. In conclusion, we here demonstrate that
SPV is the main source of Otp and VP cells of the hypothalamus and telencephalon,
and that only its peduncular part produces cells for the medial extended amygdala.



Resum

RESUM

Els nonapéptids vasopressina i oxitocina tenen un paper clau en diversos aspectes
del comportament i la cognici6 social, com la afiliacié, la formacio de vincles de parella
i el reconeixement matern-filial. En el cervell, sén produits principalment per neurones
dels nuclis hipotalamics paraventricular (PVN) i supraoptic (SO), els axons dels quals
els alliberen com a hormones principalment en la neurohipdfisis. Tots dos nonapeptids
sén també alliberats en el cervell des d'aquestes i altres subpoblaciones de neurones
de I'hipotalem i I'amigdala estesa, actuant com neurotransmissors/neuromoduladors.
S'ha proposat que les neurones vasopressinérgiques i oxitocinergiques del PVN i SO
s'originen en el domini hipotalamic supraopto-paraventricular (SPV) i que la seva
diferenciacié6 depén del factor de transcripci6 Otp, perd no s'ha demostrat
experimentalment. A més, es desconeix l'origen de les poblacions de neurones
vasopressinérgiques i oxitocinérgiques localitzades en altres regions del cervell. D'altra
banda, en les propostes més recents del model prosomeric, el SPV inclou dues parts
que pertanyen a diferents prosomers, terminal i peduncular. No es coneix quin és la
contribucié de cada subdivisio del SPV a I'amigdala estesa ni si les cél-lules Otp arribin
a aquesta regié mitjangant migracions radials o tangencials. L'objectiu d'aquest estudi
va ser investigar aquestes questions. Amb aquest proposit, estudiarem el
desenvolupament de les cél-lules que expressen vasopressina (VP) i oxitocina (OT),
mitjangant hibridacio in situ i inmunohistoquimica, en embrions i postnatals de ratoli.
Amb la finalitat d'estudiar I'origen de les neurones vasopressinérgiques en l'hipotalem i
el telencefal, realitzarem assajos de migracié cel-lular en seccions del prosencéfal,
utilitzant un tracador cel-lular fluorescent, seguits de immunofluorescéncia. Per
comprendre millor la localitzacio de les cél-lules VP i OT, i de les rutes de migraci6é des
del SPV terminal o peduncular, compararem els resultats amb dades de I'expressio de
Otp, Isletl i Rgs4, i amb la disposicié de la glia radial. Mentre la combinacié de Otp i
Isletl va ser util per discriminar el SPV dels dominis adjacents, Rgs4 va permetre la
distinci6 de la part peduncular del SPV. Les rutes de migracio van diferir depenent de
la posici6 del tracador cel-lular. Des del SPV terminal, les ceél-lules migraren
dorsalment a l'area preoptica ventral i ventralment a la regié quiasmatica terminal. Es
possible que algunes d'aquestes cél-lules migren fins a arribar a I'hipotalem basal per
formar el nucli SO tuberal. Des del SPV peduncular, moltes cél-lules migren seguint la
dimensi6 radial, estenent-se des del PVN a través de I'hipotalem anterior i lateral, el
SO principal i una estreta franja del BSTM posterior. A més, es van observar cél-lules
qgue migren tangencialment al BSTM lateral i altres parts de I'amigdala medial estesa, i

també a [I'hipotalem ventral. Amb inmunofluorescencia per a VP observarem
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nombrosos casos de colocalitzacié entre el tracador cel-lular i el nonapéptid. En
conclusio, en aquest treball es demostra que el SPV és la principal font de les cel-lules
Otp i VP de I'hipotalem i el telencéfal, i que unicament la part peduncular produeix

cel-lules per a I'amigdala medial estesa.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Una de las grandes preguntas del ser humano y un desafio para la ciencia es
entender el funcionamiento del cerebro, y comprender como se producen nuestras
emociones y pensamientos, y cOmo se genera nuestra conducta. Para contestar a esta
pregunta es imprescindible estudiar la organizacion de las redes neuronales del
cerebro. Los estudios de neuroimagen estan aportando informacién relevante en este
sentido, y han puesto de relieve la existencia de estructuras hiperconectadas, como la
amigdala, situada en el centro de redes neuronales implicadas en el procesamiento de
las emociones y con distintos aspectos del comportamiento y la cognicién social
(Pessoa 2008; Medina et al. 2017). El creciente interés que suscita esta estructura se
debe a que su funcionamiento esta alterado en diferentes trastornos neuroldgicos y
psiquiatricos (Heimer 2003; Phelps y LeDoux 2005; Whalen y Phelps 2009). Nuestro
grupo de investigacion (grupo de Desarrollo y Evolucion del Cerebro de la Universitat
de Lleida) lleva varios afios estudiando la amigdala de distintos vertebrados usando
una aproximacion de la biologia evolutiva del desarrollo ("evo-devo"), que esta
aportando datos muy relevantes para ayudar a comprender los principios de
organizacion funcional de esta estructura (revisiones por Medina et al. 2011, 2017). La
investigacion del grupo ha demostrado que la amigdala esta formada por mdultiples
neuronas con diferente origen embrionario y perfil genético, y ha llevado a sugerir que
el origen determina en gran medida la conectividad de las neuronas, de forma que las
neuronas de la amigdala con el mismo origen estan preferentemente conectadas entre
si, proyectan a las mismas dianas y estan implicadas en las mismas redes funcionales
(Garcia-Lépez et al. 2008; Medina et al. 2011, 2017; Bupesh et al. 2011a,b; Vicario et
al. 2014, 2015).

Este trabajo surge como continuacién de la investigacion del grupo sobre el origen
de las neuronas de la amigdala medial extendida (Garcia-Lépez et al. 2008; Bupesh et
al. 2011a; Vicario et al. 2017), que esta implicada en diferentes aspectos del
comportamiento social (Choi et al. 2005). Una subpoblaciéon de las neuronas de la
amigdala medial extendida se origina en el hipotdlamo (Garcia-Moreno et al. 2010;
Bupesh et al.2011a), y nuestro grupo ha sugerido que esas poblaciones neuronales de
la amigdala con origen extratelencefalico podrian expresar los neuropéptidos
vasopresina (VP) y oxitocina (OT), y podrian estar conectadas con las que
permanecen en el hipotalamo (Bupesh et al. 2011a; Medina et al. 2011, 2017; Vicario
et al. 2017). Estos neuropéptidos, altamente conservados durante la evolucion, estan
implicados en el control de distintos aspectos del comportamiento social y la cognicién

social (Young y Wang 2004; Cushing y Kramer 2005) y su neurotransmisién se
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encuentra alterada en algunos tipos de autismo y esquizofrenia (Montag et al. 2012;
Banerjee et al. 2014). Por ello, los sistemas de VP y OT se estan convirtiendo en
dianas de nuevos tratamientos contra alteraciones mentales. Sin embargo, a pesar de
su creciente aplicacion clinica, falta informacién sobre las redes funcionales en las que
participan estos neuropéptidos. De ahi, la enorme importancia de estudiar el origen de
las neuronas que los expresan, dado que los estudios del desarrollo son
fundamentales para una mejor comprensiéon de los principios de organizacion funcional
del cerebro adulto.

El objetivo de este trabajo de tesis ha sido estudiar el desarrollo de las neuronas
que expresan estos neuropéptidos en el cerebro de ratdén, analizando sus vias de
migracién desde su origen en el hipotalamo por medio de la expresién de diferentes
genes y ensayos de migracion celular.

Los apartados que se exponen a continuacion pretenden explicar las bases en las
que se fundamenta el estudio, comenzando por la relevancia biolégica de los
nonapéptidos VP y OT, para a continuacién revisar los conocimientos actuales sobre
el desarrollo embrionario del prosencéfalo desde la formacion de los dominios
progenitores en los estadios de placa y tubo neural hasta la diferenciacion neuronal y
Su posicionamiento en estadios finales del desarrollo y del adulto.
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1.1 NEUROPEPTIDOS VASOPRESINA Y OXITOCINA

De los més de 100 neuropéptidos descritos en el cerebro de mamiferos, la mayoria
son sintetizados y liberados por el hipotdlamo, en algunos casos con efectos
periféricos como hormonas endocrinas. Los neuropéptidos normalmente interaccionan
con receptores acoplados a proteinas G, a través de los cuales pueden actuar como
neurotransmisores o como neuromoduladores. Los nonapéptidos son una de las
familias de neuropéptidos y se caracterizan por estar formados por nueve aminoacidos
y producirse a partir de un precursor proteico de mayor tamafio denominado

neurofisina (Fig. 1.1).

OXITOCINA VASOPRESINA

Regidn intergénica

eptido \\ isi %y,
NH, P:s.:lac:o § Neurofisina | L —COOH  COOH —{clicopéptido Neurofisina Il % P:zl:::o L NH,
oT VP
Preprooxitocina Preprovasopresina

Figura 1.1. La vasopresina y la oxitocina cuentan con tres exones y dos intrones. Se
encuentran en el mismo cromosoma (cromosoma 2 en ratén y cromosoma 20 en humano),
pero orientados en direcciones transcripcionales opuestas, lo que significa que estos genes se
duplicaron durante el desarrollo evolutivo. Los dos genes estan separados por una region
intergénica. La preprohormona consiste en el péptido sefial, el nonapéptido (OT o VP), la
neurofisina | (en preprooxitocina) y Il (en preprovasopresina) y, en el caso de la
preprovasopresina, en un glicopéptido en la parte C-terminal (Modificado de Caldwell et al.,
2008).

Los nonapéptidos son evolutivamente antiguos y estan presentes tanto en
invertebrados como en vertebrados. La forma ancestral de vertebrados parece ser la
arginina vasotocina presente en cicléstomos y codificada por un unico gen, el cual por
duplicacion dio lugar a las dos formas paralogas que encontramos en el resto de
vertebrados: un péptido béasico, la arginina vasotocina en no mamiferos y la arginina
vasopresina (VP) en la mayoria de mamiferos, y un péptido neutral, isotocina en la
mayoria de los peces, mesotocina en peces pulmonados y tetrapodos, y oxitocina (OT)
en mamiferos euterios (revisado por Banerjee et al. 2017). En las diversas especies
aparecen las siguientes caracteristicas conservadas: 1) Los nonapéptidos se expresan

tanto en el cerebro como en las gdnadas; 2) la expresion de sus receptores esta
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afectada por los esteroides gonadales, los cambios estacionales y el sexo; y 3) son
importantes en diferentes aspectos del comportamiento social (revisado en Goodson y
Bass 2001; Caldwell y Young 2006; Goodson y Thompson 2010; Choleris et al. 2013;
Banerjee et al. 2017).

1.1.1 Distribucién de vasopresina y oxitocina y de sus receptores en el cerebro

de mamiferos

VP y OT son dos neuropéptidos muy relacionados entre ellos que Unicamente
difieren en dos aminoacidos (Fig. 1.2). Ambos son sintetizados por neuronas de los
ndcleos supradptico (SO) y paraventricular (PVN) del hipotdlamo. En estos nucleos
encontramos dos tipos de neuronas vasopresinérgicas y oxitocinérgicas: neuronas de
gran tamafio denominadas magnocelulares y neuronas pequefias o parvocelulares.
Las neuronas magnocelulares parecen ser las responsables de producir la VP y la OT
que se liberan al torrente sanguineo a través de la glandula pituitaria posterior o
neurohipdfisis (revisado en Morris 2006). Como hormonas, OT promueve la
contraccion uterina durante el parto y la secrecién de leche en la lactancia, mientras
que VP incrementa la presién sanguinea mediante sus efectos antidiuréticos y
vasoconstrictores (revisado en Banerjee et al. 2017). A nivel del sistema nervioso
central estos neuropéptidos actian como neurotransmisores y neuromoduladores
(Stoop 2012). Aunque no pueden cruzar la barrera hematoencefélica, OT y VP son
liberados en el propio hipotalamo desde el soma y las dendritas de las células
neuroendocrinas (Ludwig 1998; Sabatier et al. 2004; Ludwig y Leng 2006; Tobin et al.
2012) y también desde sus axones a través de mecanismos sinapticos. Sin embargo,
se ha propuesto que la accion de la VP y la OT en el sistema nervioso central (SNC)
estaria mediada por las proyecciones de las neuronas parvocelulares situadas en
estos mismos nucleos (principalmente en el PVN) y por neuronas VP y OT de otras
areas del SNC. Ademas de las poblaciones neuroendocrinas, existen neuronas
vasopresinérgicas y oxitocinérgicas en zonas proximas al tercer ventriculo de otras
regiones hipotalamicas, como el nlcleo supraquiasmatico, en el hipotalamo lateral, en
el area preoptica y en la amigdala medial extendida (en rata: Buijs et al. 1978; DeVries
et al. 1985; en raton: Rood y De Vries 2011; Otero-Garcia et al. 2014; Otero-Garcia et
al. 2016). Algunas de estas neuronas coexpresan los dos neuropéptidos (Mezey y Kiss
1991; Otero-Garcia et al. 2016).

La accion de VP y de la OT esta mediada por sus respectivos receptores. Los tres
principales tipos de receptores de la VP (VPR) son: VPRla, VPR1b y VPR2
(Birnbaumer 2000; Caldwell et al. 2008). Para la OT se ha identificado un solo tipo de
receptor, el OTR (Gimpl et al. 2008). Los mas estudiados son OTR y VPR1a por su
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abundante expresion en el cerebro (VPR1b también se expresa en el cerebro pero
presenta niveles de expresion mas bajos). El perfil de expresién de estos receptores
es especifico del sexo, estando afectado por los esteroides gonadales, y de la especie
(Limy Young 2006; Insel 2010).

OXITOCINA Cys — Tyr —lle — GIln — Asn — Cys — Pro — Leu — Gly — NH,

(Mamiferos) s_s |

ARGININA VASOPRESINA  Cys — Tyr — Phe — GIn — Asn — Cys — Pro — Arg — Gly — NH,

(Mamiferos) | s_s |

Figura 1.2. Estructura aminoacidica de la oxitocina y la vasopresina en mamiferos (difieren
Unicamente en dos aminoé&cidos).

1.1.2 Funcion de los sistemas vasopresinérgicos y oxitocinérgicos en el cerebro

de mamiferos

En las Ultimas décadas se han realizado numerosos estudios en distintas especies
animales sobre la funcién de los nonapéptidos en distintos aspectos cognitivos y de
comportamiento, por ejemplo, comportamientos sociales (materno-filial y de pareja), el
miedo, la ansiedad y el estrés, la olfaccion, la homeostasis, y el aprendizaje y la
memoaria (Carter et al. 1995, 1997, 2008; Insel y Young 2001; Carter y Keverne 2002;
Donaldson y Young 2008; Meyer-Lindenberg et al. 2011; Stoop 2012; Neumann y
Landgraf 2012).

La liberacion de VP y OT a nivel del sistema nervioso central regula una gran
variedad de comportamientos sociales (Figs. 1.3 y 1.4) (Insel et al. 1998; Cho et al.
1999; Insel y Young 2001; Cushing y Kramer 2005; Goodson y Thompson 2010;
Goodson 2013). Asi, en distintas especies la OT promueve la interaccién social y la
aproximacion, incluyendo comportamientos materno-filiales (Fig. 1.3) (Burbach et al.
2006) y la VP fomenta varios comportamientos sociales tipicos de machos, incluyendo
el marcado de territorio con sefiales olorosas, la agresion y el cuidado paternal
(Fig.1.4) (Ferris et al. 1990; Boyd et al. 1992; Wang et al. 1994; Goodson y Bass
2001). Ambos neuropéptidos son importantes en la formacion de recuerdos sociales
imprescindibles para el reconocimiento de los individuos familiares (Bielsky y Young
2004).
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Contracciones uterinas

Secrecion de leche

Competencia Parto

Lactancia

Agresion g NACIMIENTO

-Ereccién del pene D |
- Receptividad Comport. A N
femenina sexual F
Comport. :
S OXITOCINA ﬁ materno- Crianza
U C filial
. Vinculacién I
- Eleccion de afectiva A
pareja T
- Confianza A ADOLESCENCIA

Reconocimiento
social

Interacciones
sociales

-Distincion entre individuos
- Reconocimiento facial

Interpretaciéon de comportamientos

Figura 1.3. Ciclo de vida simplificado que muestra la participacion de la oxitocina tanto en

aspectos conductuales como fisiologicos de relevancia biologica (Modificado de Lee et al.
2009).

Marcado de territorio
a través del olor

Agresion Acicalamiento
Comportamiento Requlado por Vinculos
sexual «— g _p —> afectivosy
vasopresina paterno-filiales
Preferenciaen la Memoria social

elecciéon de pareja Reconocimiento

social

Figura 1.4. Algunas de las funciones en el comportamiento social de mamiferos que regula la
vasopresina.
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Como hormona, la OT tiene funciones importantes en las hembras de mamifero
durante el parto y postparto. Diversos estudios han sugerido que su accién a nivel del
SNC estaria implicada en la induccién del comportamiento maternal tras el parto
(Rosenblatt et al. 1988). En el comportamiento maternal postparto, se han implicado
varias areas del cerebro, entre las que se encuentran el area predptica, el BST y el
septum lateral. Los niveles de ARNm de OTR en estas areas son mayores entorno a la
fecha del parto, probablemente debido al alto nivel de estrégeno (Young et al. 1997;
Leng et al. 2008), y se ha observado una correlacion positiva con el nivel de
comportamiento maternal en ratas (Champagne et al. 2001).

Ambos nonapéptidos estan implicados en la formacion de pareja en los roedores
de la especie Microtus ochrogaster (Young y Wang 2004). De modo que, en esta
especie, la OT y la VP poseen un importante papel en el establecimiento del vinculo
de pareja: la aproximacion inicial y los comportamientos afiliativos; la identificacion de
sefales sociales necesarias para el reconocimiento social; y finalmente, la formacion
del vinculo (Young et al. 2005; Lim y Young 2006). La inyeccién en el SNC de OT o VP
aumenta la preferencia por la propia pareja respecto a un extrafio, mientras que la
inyeccion de antagonistas de OTR o VPR1la la disminuye (Insel et al. 1997). Estos
efectos parecen ser dependientes del sexo: VP es mas efectivo en machos, y OT en
hembras. Se han realizado estudios comparando la especie mon6gama Microtus
ochrogaster con la especie promiscua Microtus montanus y se ha visto que ambas
especies muestran un patron de expresién de OT y VP en el cerebro similar, pero
existe una gran diferencia en la distribucion de sus receptores, especialmente en
estructuras del sistema limbico (Young y Wang 2004; Young et al. 2005; Hammock y
Young 2006). Estos estudios demuestran que la formacion de los vinculos afectivos,
regulada por OT y VP, es dependiente de la especie.

Otros estudios en ratas y ratones silvestres implican a ambos neuropéptidos en la
regulacién de la memoria de reconocimiento social (Ferguson et al. 2002; Bielsky y
Young 2004; Choleris et al. 2009), mientras que los ratones OT-knockout y OTR-
knockout no poseen esta capacidad memoristica (Ferguson et al. 2000; Takayanagi et
al. 2005). En el caso de los ratones OT-knockout, la inyeccién de OT en la amigdala
medial habilitaba dicha memaoria (Ferguson et al. 2001). Por tanto, la OT en esta zona
parece ser crucial en la memoria de reconocimiento social (Choleris et al. 2007). La VP
también tiene un importante papel en la memoria social. Un ejemplo claro son las ratas
Brattleboro, que carecen de VP por una mutacién natural en el gen que la codifica, y
muestran graves déficits en su memoria social (Engelmann y Landgraf 1994), con un
efecto similar al de los ratones VPR1a-knockout (Bielsky et al. 2005). En este caso, el

area cerebral que parece estar mas afectada es el septum lateral, ya que la inyecciéon
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de VP en esta area restaura la memoria social de las ratas Brattleboro (Engelmann y
Landgraf 1994).

1.1.3 Sistemas VP y OT: dianas en tratamientos de trastornos psiquiatricos y del

neurodesarrollo en humanos

Debido a sus importantes funciones en comportamiento social, los sistemas de OT
y VP se estan convirtiendo en dianas de nuevos tratamientos para alteraciones
mentales tales como la adiccion, la ansiedad, el autismo, la esquizofrenia, la depresién
y el estrés postraumatico (Carter 2003, 2007; Yamamoto et al. 2004; Lim et al. 2005;
Liu et al. 2005; Hammock y Young 2006; Harony y Wagner 2010; Yang et al. 2014,
2013; Lukas y Neumann 2013; Montag et al. 2013).

Las variaciones en los genes que codifican los receptores de VP y OT se han
relacionado con variaciones en el comportamiento social. En humanos, distintos
polimorfismos del gen que codifica el receptor de vasopresina VPR1a se han asociado
con caracteristicas de la personalidad, problemas de pareja, tendencia a la infidelidad,
aptitudes musicales, trastornos neuropsiquiatricos y con la respuesta al estrés (Geller
et al. 2005; Walum et al. 2008; Ukkola et al. 2009; Roper et al. 2011; Ebstein et al.
2012; McCall y Singer 2012).

Respecto a las respuestas de estrés, la VP parece tener un papel ansiogénico en
humanos. Una expresion elevada de VP en el PVN se ha asociado con un incremento
en el nivel de ansiedad y excitacion (Lee et al. 2009). En cambio, la OT causa
relajacion y descenso de los niveles de ansiedad. Este efecto se debe en parte a la
inhibicion del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal. Asi, la OT enddgena liberada por
mujeres lactantes esta asociada con un descenso en los niveles plasmaticos de ACTH
y cortisol, reduciéndose las respuestas de estrés (Chiodera et al. 1991; Amico et al.
1994; Heinrichs et al. 2001). Resultados similares se obtuvieron con mujeres que
habian recibido un contacto fisico positivo (Turner et al. 1999).

Un mecanismo por el que OT puede reducir la ansiedad es mediante la modulacion
de las respuestas al miedo mediadas por la amigdala a través de los receptores de
OTR en la amigdala. Estudios con resonancia magnética nuclear han mostrado que la
inyeccion exdgena de OT reduce la activacion de la amigdala ante estimulos
relacionados con el miedo (Kirsch et al. 2005; Meyer-Lindenberg 2008; Petrovic et al.
2008; Domes et al. 2010).

Estos neuropéptidos también parecen estar implicados en el trastorno de espectro
autista (TEA) (Insel et al. 1999). Varias indicaciones apuntan en esta direccion. Los
ratones OTR-knockout muestran aberraciones en el comportamiento social que se

asemejan en algunos aspectos al fenotipo autista, como niveles reducidos de
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comunicacion y problemas en la interaccion social materno-filial y con individuos del
mismo sexo. Asimismo, los déficits en la capacidad de reconocimiento facial que
muestran los individuos con TEA (Caronna et al. 2008), podrian relacionarse con los
déficits de memoria de reconocimiento social que presentan los ratones OT-knockout y
OTR-knockout (Winslow y Insel 2004; Bielsky y Young 2004). Todo esto ha llevado a
proponer a estos knockout como modelos de TEA. Ademas, en humanos existe un
riesgo genético para el desarrollo del TEA que implica a polimorfismos en el gen OTR
(Wu et al. 2005; Ylisaukko-oja et al. 2006; Jacob et al. 2007; Yrigollen et al. 2008;
Lerer et al. 2008; Wermter et al. 2010).

Cabe afadir que existe un marcado dimorfismo sexual en la incidencia del TEA,
con una ocurrencia que es de 3-5 veces mayor en hombres. Como hemos visto, en
animales las funciones de OT y VP en el comportamiento social son sexualmente
dimérficas, con mayor implicacion de OT en hembras y de VP en machos (Carter
2007). Ademas, los sistemas oxitocinérgico y vasopresinérgico en el cerebro de la
mayoria de los vertebrados son sexualmente dimérficos (de Vries 2008; Yamasue et
al. 2009; Kelly y Goodson 2013). Asi, la expresion de VP en la amigdala medial y el
BST es mucho mayor en machos (De Vries y Panzica 2006). De este modo, las
diferencias sexuales en la distribucion y conectividad de las neuronas que contienen
OT y VP y de sus receptores en el cerebro podrian estar relacionadas con el
dimorfismo sexual en la susceptibilidad al TEA en humanos.

Los estudios de neuroimagen revelan un mal funcionamiento de la amigdala en
humanos con TEA (Baron-Cohen et al. 2000; Schulkin 2007) y esta area muestra una
fuerte expresion de receptores de OT y VP (Caldwell et al. 2008; Lee et al. 2009).
Tanto la administracion de OT como los polimorfismos en el gen de VPR1a afectan a
la respuesta de la amigdala en humanos (Kirsch et al. 2005; Domes et al. 2007,
Meyer-Lindenberg et al. 2009).

Todo esto sugiere que el OTR y el VPR1la podrian ser importantes dianas
terapéuticas. Dado que Unicamente una pequefia fraccion de estos neuropéptidos
atraviesa la barrera hematoencefalica tras la administracién intravenosa (Kang y Park
2000) y, teniendo en cuenta que dicha administracion podria tener efectos secundarios
en el sistema hormonal, el uso potencial de estos neuropéptidos requiere una via mas
directa al cerebro humano a través de la administracion intranasal. Los estudios
preclinicos en pacientes con diferentes trastornos mentales muestran resultados
prometedores para la administracion intranasal de OT (Born et al. 2002). El tratamiento
temprano con OT intranasal puede mejorar la funcionalidad social en individuos
jovenes con TEA (Guastella et al. 2010). En personas con TEA, el tratamiento con OT

se ha asociado con la reduccién de la ansiedad, del comportamiento obsesivo y del
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estrés (Carter 2003). Ademas, la OT intranasal aumenta las interacciones sociales y la
confianza (Andari et al. 2010), y mejora la capacidad de inferir los estados mentales de
otros (Domes et al. 2007), capacidad muy afectada en personas con TEA (Caronna et
al. 2008).

La OT también se ha propuesto como tratamiento para la esquizofrenia tras la
demostracion en algunos estudios con modelos animales de que el incremento de los
niveles endogenos de OT o la administracién del neuropéptido parecian tener efectos
antipsicéticos, y los niveles inferiores de OT en sangre en personas con esquizofrenia
(Feifel y Reza 1999; Feifel 2012; Rich y Caldwell 2015). Sin embargo, los resultados
de la administracion intranasal de OT a personas con esquizofrenia son contradictorios
(De Berardis et al. 2013; Lee et al. 2013; Davis et al. 2013; Guastella et al. 2015).

A diferencia de lo que ocurre con la OT, se han realizado muy pocos estudios de
administracion intranasal de VP en humanos. Estos estudios demuestran un
incremento en atencién y memoria de expresiones faciales emocionales (Thompson et
al. 2004, 2006), asi como en la activacion de areas cerebrales implicadas en el
procesamiento de estimulos emocionales y sociales, teoria de la mente y
reconocimiento social (Zink y Meyer-Lindenberg 2012). Desde un punto de vista
terapéutico, se han administrado antagonistas para los receptores VPR1a y VPR1b
para el tratamiento de la depresibn en modelos animales y se ha propuesto que
podrian ser (tiles en el tratamiento de trastornos relacionados con el estrés y de
aquellos caracterizados por violencia interpersonal, como el trastorno de personalidad
antisocial (Schile et al. 2009; Stanley y Siever 2010).

12
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1.2 MORFOGENESIS DEL TUBO NEURAL

La neurulacion es un proceso fundamental de la embriogénesis que culmina en la
formacion de las crestas neurales y del tubo neural tras el plegamiento progresivo de
la placa neural temprana (Fig. 1.5) (Sanes et al. 2006; Puelles et al. 2008). La
curvatura de la placa neural implica la formacién de regiones bisagra donde la placa se
pliega debido a modificaciones en el citoesqueleto de las células, hasta finalmente
formar el tubo neural (para una revisién ver Colas y Schoenwolf 2001). El neuroepitelio
del tubo neural contiene los progenitores que daran lugar a las células neurales
(neuronas y glia) del SNC (Puelles et al. 2008).

A B Neural plate
Neural plate bordef
I ) Non-neural
( ectoderm
(
L | I
Notochord
C Premigratory
neural crest
Neural
fold |
D Epidermis

Trunk

S |

\ Delaminating
neural crest

Migratory
’ neural crest

Figura 1.5. Esquema del proceso de neurulacion desde el estadio de placa neural al
plegamiento definitivo del tubo neural y la formacién de las crestas neurales. A: Vista dorsal
esquematica de un embrién de pollo de 10 somitas, mostrando la cresta neural (verde) préxima
a la linea media. Las lineas de puntos delimitan la regién embrionaria representada en las
secciones transversales en B-E. A medida que avanza el desarrollo del embrién, la placa
neural (B) se pliega, hundiéndose progresivamente en el dorso embrionario, originandose el
canal neural cuyo cierre formara el tubo neural (C-E). El neuroepitelio del tubo neural contiene
las células progenitoras que daran lugar a las neuronas y glia del sistema nervioso central (E)
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(Langman y Sadler 2001; Sanes et al. 2006; Puelles et al. 2008; imagen tomada de Simoes-
Costa y Bronner 2015).

El tubo neural comienza a formarse a nivel occipito-cervical, y desde ese nivel
avanza rostral- y caudalmente (Langman y Sadler 2001). Antes de que su parte
posterior se haya formado, la parte mas anterior del tubo experimenta cambios
drasticos debido a su proliferacion diferencial (Puelles et al. 2008). En esta region, que
dara lugar al encéfalo, el tubo se engrosa formando tres vesiculas primarias, que de
rostral a caudal son: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo. Al mismo
tiempo que la parte final posterior del tubo neural se cierra, unas protuberancias
secundarias (las vesiculas Opticas) se extienden lateralmente desde cada lado del
prosencéfalo en desarrollo (Puelles et al. 2004, 2008; Medina 2008a). En este estado
temprano del desarrollo (el llamado estado de tres-vesiculas), el eje longitudinal del
tubo neural se curva considerablemente debido a proliferacién y crecimiento diferencial
a lo largo del eje dorsoventral, dando lugar al desarrollo de las flexuras cefélica y
cervical del tubo neural (céncavas ventralmente), seguida de la formacion de la flexura
pontina (céncava dorsalmente) (Fig. 1.6).
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Figura 1.6. Esquema de la regionalizacion anteroposterior y dorsoventral del tubo neural. Se
observa el engrosamiento de la parte anterior del tubo neural dando lugar al prosencéfalo,
mesencéfalo y rombencéfalo. Se distinguen, de izquierda a derecha: el prosencéfalo primario,
formado por el diencéfalo (prosémeros pl-p3) y el prosencéfalo secundario (hipotdlamo y
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telencéfalo); el mesencéfalo; y el rombencéfalo (el istmo o rombémero rO mas los rombomeros
rl-r11). La curvatura del eje neural se muestra con la linea discontinua, que representa el limite
alar-basal. Las flexuras pontina, cefélica y cervical también aparecen representadas (Puelles et
al. 2008).

A continuacion, el prosencéfalo se subdivide en dos protosegmentos: uno anterior
o rostral, el prosencéfalo secundario (que dara lugar al telencéfalo e hipotalamo; esta
parte es la que queda conectada a las vesiculas Opticas); y otro posterior o caudal, el
diencéfalo (que dara lugar al pretalamo, talamo y region pretectal) (Puelles et al. 2004,
2008; Medina 2008a; Ferran et al. 2015). Como se explica en el siguiente apartado,
cada una de estas divisiones del tubo va a subdividirse de forma gradual a lo largo de
los ejes rostrocaudal (o anteroposterior) y dorsoventral gracias a la accion de
diferentes genes reguladores del desarrollo, hasta llegar a la formacién de segmentos
0 compartimentos transversales (como los prosémeros a nivel del prosencéfalo, y los
rombdmeros a nivel del rombencéfalo), cada uno de los cuales presenta a su vez
distintos compartimentos dorsoventrales (como las placas del techo, alar, basal y del

suelo, y subdivisiones de éstas) (Puelles et al. 2008).

1.2.1 Regionalizacion dorsoventral y anteroposterior del tubo neural

La regionalizacion comienza desde el estadio de placa neural, antes de que el tubo
neural se cierre por completo, gracias a la accion diferencial de distintas proteinas
morfogenéticas y factores de transcripcién, que provocan la division gradual en
diferentes dominios anteroposteriores y dorsoventrales (Briscoe et al. 2000; Wilson y
Rubenstein 2000; Briscoe y Ericson 2001; Wilson y Houart 2004; Lupo et al. 2006)
(Fig. 1.6). Las células neuroepiteliales iniciales del tubo neural reciben multiples
sefiales posicionales morfogenéticas, codificadas por una distribucion gradual de
moléculas de sefalizacion (producidas en sitios restringidos dentro o fuera del campo
en desarrollo). Estas sefales actian sobre receptores especificos de las células
neuroepiteliales, y regulan la expresién de un conjunto concreto de factores de
transcripcién que controlan la proliferacion, la neurogénesis y la diferenciacion celular
para dar lugar finalmente a la aparicion de las conexiones y propiedades funcionales.
Estos cdédigos moleculares progresan desde estados iniciales dinamicos a estados
més estables o definitivos, caracterizando la identidad molecular de las poblaciones
celulares, y la formacién de compartimentos (Briscoe et al. 2000; Wilson y Rubenstein
2000; Briscoe y Ericson 2001; Wilson y Houart 2004; Lupo et al. 2006; Puelles et al.
2008).

Por tanto, la regionalizacién depende de una compleja red genética diferencial que

promueve una identidad genética caracteristica de los progenitores en cada dominio
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progenitor, la cual influye en todos los aspectos de la histogénesis (propiedades
proliferativas, diferenciacion celular de neuronas y glia, adhesividad celular y
composicion de la matriz extracelular), con consecuencias en la migracion celular, la
navegacion axonal y el establecimiento de conexiones, asi como en la sinaptogénesis
(Briscoe y Ericson 2001; Puelles et al. 2008). Varios genes que codifican para factores
de transcripcion y morfégenos se expresan de forma homogénea o en gradiente
dentro de las diferentes regiones rostrocaudales y dorsoventrales del neuroectodermo,
generalmente de forma simétrica respecto a la linea media. El estado de
especificacion molecular en cada estadio del desarrollo depende de los genes que
estan activos en ese momento en cada regién.

Se han descrito dos tipos de regionalizaciéon, mediados por los mecanismos de
especificacion molecular mencionados anteriormente, que actian en paralelo (Puelles
et al. 2004, 2008) (Fig. 1.7):

- La regionalizacion anteroposterior (AP) o0 segmentacion (formacion de
compartimentos transversales), mediante la cual el tubo se subdivide transversalmente
hasta llegar al nivel de segmentos o neurémeros. La porcion rostral del tubo neural
(que daré lugar al encéfalo) se subdivide inicialmente en tres vesiculas rostrocaudales:
el prosencéfalo primario, el mesencéfalo y el rombencéfalo. Posteriormente, bajo el
control de genes de segmentacion e interacciones morfogenéticas, las vesiculas
primarias se subdividen en segmentos transversales o neuromeros, llamados
prosomeros, mesomeros o rombémeros en funcion de su localizacion (Puelles et al.
2008). En tiempos recientes, el trabajo de Luis Puelles y sus colaboradores ha sido
decisivo para reformular la segmentacién del prosencéfalo con la ayuda de los
multiples patrones de expresion de genes reguladores del desarrollo, interpretados
bajo el prisma del marco topolégico del tubo neural (modelo prosomérico, Puelles y
Rubenstein 1993, 2003, 2015). De acuerdo con el modelo prosomérico (véase
apartado 1.3), el prosencéfalo primario sufre fendbmenos de crecimiento localizado por
los que se segmenta en dos vesiculas secundarias o protosegmentos, el prosencéfalo
secundario y el diencéfalo (Puelles y Rubenstein 2015). Estos protosegmentos se
dividen después en segmentos o prosémeros, de forma que el diencéfalo producira los
prosémeros (p) 1 al 3 (a nivel alar dan lugar al pretecho [p1], el epitadlamo/tdlamo [p2] y
la eminencia pretaldmica/pretalamo [p3]; Puelles et al. 1987, 2004, 2008; Fig. 1.6),
mientras que el prosencéfalo secundario se dividirhd en dos segmentos: el peduncular
y el terminal (Puelles y Rubenstein 2015).

- La regionalizacion dorsoventral (DV) o zonacion longitudinal, mediante la cual el
tubo neural se subdivide en cuatro columnas celulares longitudinales, cada una con

propiedades intrinsecas similares, y que de ventral a dorsal son: la placa del suelo, la
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placa basal, la placa alar y la placa del techo. Las placas del suelo y del techo
presentan proliferacion minima, mientras que las placas alar y basal tienen una gran
proliferacion y son las que principalmente contribuyen al engrosamiento de la pared
del tubo (Puelles et al. 2008). Las placas longitudinales alar y basal se distinguen
inicialmente entre si por una neurogénesis precoz de la segunda respecto a la primera,
que lleva a una curvatura del tubo en el eje longitudinal (His, 1904; Puelles et al. 1987,
2008). La competicion entre proteinas morfogenéticas ventralizantes, como Sonic
Hedgehog (Shh), y dorsalizantes, como las Bone Morphogenetic Proteins (BMPSs),
produce esta regionalizacion dorsoventral (mediolateral en la placa neural) (Briscoe y
Ericson 2001). A éstas hay que afadir las sefiales laterales de acido retinoico
procedentes de los somitos, que tienen una influencia directa sobre la zona intermedia

del tubo y contribuyen a la zonacién DV (Lupo et al. 2006; Medina 2008a).

Il roof plate

Il alar plate

B basal plate
floor plate

Figura 1.7. Representacion de las columnas longitudinales DV a lo largo de la parte rostral del
tubo neural en un embrion de raton E9.5, cortado sagitalmente. Las deformaciones
topogréficas del eje longitudinal (debidas a la flexura cefélica) provocan cambios en la
orientacién de la dimension ventrodorsal a lo largo del mismo (flechas blancas de doble
cabeza). Es decir, el plano transversal verdadero varia en funcién de la curvatura del eje
longitudinal. En un corte transversal al rombencéfalo, se muestran las principales subdivisiones
longitudinales de la pared neural: placas del techo (amarillo), alar (gris), basal (verde) y del
suelo (rosa) (Martinez et al. 2012).

1.2.2 Principales tipos de migracion: radial y tangencial

Tras la neurulacién, se instaura una fase inicial de proliferacién exponencial intensa

del neuroepitelio (Fig. 1.8), a diferentes ritmos en cada una de las zonas del tubo
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neural (heterocronia), generandose el aumento de superficie caracteristico de los
procesos de formacion de vesiculas y segmentacion vistos anteriormente (Puelles et
al. 2008). Tras esta proliferacion neuroepitelial inicial de divisiones simétricas (que
producen un aumento de progenitores), comienza una segunda fase con divisiones
asimétricas, en la que algunas células hijas generadas abandonan el ciclo proliferativo,
y adquieren un destino neuronal o glial. Estas células postmitéticas (neuroblastos o
glioblastos) abandonan la capa ventricular y comienzan a migrar y diferenciarse. Tras
la migracion, las células comienzan a acumularse en la pared del tubo (que es, por
tanto, cada vez mas gruesa) para generar paulatinamente la capa del manto, en donde
tendra lugar la fase final de su diferenciacion (maduracion del arbol dendritico y
adquisicion de otros aspectos del fenotipo). La magnitud y la direccion del
desplazamiento migratorio del soma neuronal hasta llegar a su destino final puede
variar segun el tipo neuronal y el area cerebral donde se haya generado (Puelles et al.
2008).

Rombencéfalo

Mesencéfalo

Prosencéfalo

Médula espinal
primario ;

Tubo neural

Superficie pial del tubo neural

Superficie ventricular/Lumen tubo neural

Zona marginal _
y del manto

Zona ventricular -

Figura 1.8. Esquema de la proliferacion neuroepitelial en el prosencéfalo. Las nuevas células
se generan en la zona ventricular (Sitio web Neurogenesis NEUR 401 Advanced
Neuroscience).

Hay dos tipos béasicos de migracion neuronal: radial y tangencial. Su clasificacion

se hace acorde a la orientacion y la direccion relativa del movimiento celular respecto
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a la superficie del cerebro y a la zona ventricular (Marin et al. 2001; Puelles et al.
2008). En la migracion radial (Fig. 1.9), las neuronas se mueven en la direccion radial
del neuroepitelio, siguiendo o no una larga prolongacién de glia radial para llegar a su
lugar de destino, mientras que en la migracion tangencial se desplazan siguiendo una
direccion ortogonal a la radial, es decir, de forma paralela a la superficie del tubo
neural y siempre fuera de la zona ventricular (Puelles et al. 2008). La migracion radial
es la principal responsable del aumento de complejidad debido al engrosamiento de la
pared neural por acumulacién de células en la zona del manto, que se agregan
formando distintos nucleos y/o estructuras laminares siguiendo un “cédigo molecular
adhesivo” (mediado por la expresion de distintas combinaciones de moléculas de
adhesion celular como las cadherinas; Redies y Puelles 2001). Gracias a la migracion
radial, la codificacion molecular del neuroepitelio a lo largo de los ejes rostrocaudal y
dorsoventral se transfiere a una tercera dimension espacial, la mediolateral (de
ventriculo a superficie) (Puelles y Medina 2002; Medina 2007). Por ello, cada
compartimento del neuroepitelio identificado molecularmente produce una division
histogenética radial, formada principalmente por neuronas originadas en dicho
compartimento. La migracion tangencial contribuye a un aumento de la complejidad
cerebral al incrementar la diversidad de subtipos neuronales que se encuentran en

cada division histogenética.
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Zona ventricular — Célula glial radial

Figura 1.9. Esquema representativo de la migracion radial. Las células hijas migran desde la
zona ventricular hacia la pia deslizdndose a lo largo de fibras muy finas (tallos radiales de
células gliales) que comunican ambas zonas (Sitio web Neurogenesis NEUR 401 Advanced
Neuroscience).
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La consideracion de las divisiones histogenéticas radiales del cerebro tiene
implicaciones importantes para comprender el concepto de homologia de campo
(Puelles y Medina 2002; Medina 2007). Este concepto postula que, durante el
desarrollo embrionario, se generan divisiones cerebrales (que son las divisiones
histogenéticas radiales) que pueden considerarse homologas o equivalentes, “como
campos”, entre las distintas especies, aunque sus derivados especificos (capas,
ndcleos, subnucleos, etc) en el embrién tardio o cerebro adulto (particularmente en
areas con gran grosor de la pared neural como el telencéfalo) no sean homologables
uno a uno. Otro concepto basico que resulta esencial para la comparacién de
divisiones del cerebro, no solo entre distintas especies sino en la misma especie a lo
largo del desarrollo, es el de la topologia, que considera que la posicion relativa de
cada divisiébn dentro del plan general del tubo neural es invariable; es decir, cada
division histogenética del tubo tiene las mismas relaciones que tuvo en origen con
divisiones vecinas, y éstas son invariables independientemente de las deformaciones
que hayan ocurrido durante el desarrollo o a la largo de la evolucién (Puelles y Medina
2002; Medina 2007; Nieuwenhuys y Puelles 2016). El concepto de topologia, por tanto,
resultara esencial para la interpretacion de los resultados de esta tesis.

1.3 MODELOS DE INTERPRETACION DE LA ORGANIZACION ANATOMICA DEL
PROSENCEFALO

La correcta interpretacion y la comprension de los procesos que tienen lugar en el
SNC y de cémo interactian los distintos centros entre si, tanto durante su formacion
como cuando se ha establecido el patrén definitivo, requieren de un modelo de
interpretacion de la estructura cerebral que se ajuste lo mas posible al patron cerebral
real. Dos tendencias contrapuestas, surgidas durante el siglo XIX, han intentado
explicar la organizacion cerebral. Por un lado, el modelo columnar, resultante del
analisis de los componentes funcionales de los nervios craneales y espinales,
ampliamente aceptado por la comunidad cientifica y docente, y por otro, el modelo
neuromérico o segmentario, que ha resurgido durante las Ultimas dos décadas, siendo
cada vez mas aceptado por los neurocientificos, al verse respaldado por numerosos
datos sobre expresion y funcion de genes, asi como datos experimentales (Puelles et
al. 1987, 2004, 2007; Puelles y Rubenstein 1993, 2003, 2015; Puelles 2001, 2009;
revisado por Alonso 2007).

El modelo neuromérico o segmentario surge de los estudios de desarrollo del
encéfalo, en paralelo a un modelo segmentario del cuerpo y la cabeza de los
vertebrados. A finales del siglo XIX, el embridlogo americano H.W. Orr (1887) realiz6

un estudio en embriones de lagarto en el que caracteriz6 histolégicamente las
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subdivisiones neuroméricas del rombencéfalo, mesencéfalo y prosencéfalo,
estableciendo una subdivision longitudinal y reconociendo la curvatura del eje
longitudinal, elementos basicos del modelo neuromérico actual. Este modelo fue
utilizado principalmente entre los afos 20-50 del s. XX (Palmgren 1921; Rendahl 1924;
Bergquist y Kallen 1953; Vaage 1969; Keyser 1972), hasta que el interés por las
columnas funcionales (promovido por Herrick ,1910, y continuado por sus seguidores),
llevd a su progresivo desuso al considerar que los abultamientos segmentarios
observados durante el desarrollo temprano eran elementos transitorios, sin ningdn
poder explicativo sobre la organizacion funcional del cerebro maduro (revisado por
Puelles 2009). Asi, este modelo fue abandonado durante mas de tres décadas, hasta
que lo retomaron Puelles y colaboradores a finales de la década de los ochenta
(Puelles et al. 1987) en base a la observacion de un patron segmentario en la
neurogénesis del prosencéfalo y mesencéfalo, que venian a confirmar algunos de los
estudios clasicos. Mas tarde, con la incorporacion de datos sobre expresion de genes
reguladores del desarrollo, se comprobd el gran poder explicativo del modelo para
entender tanto los patrones de expresién, como los efectos de mutaciones en esos
genes, lo que llevé a proponer el modelo prosomérico (centrado en la organizacion
segmentaria del prosencéfalo; Figs. 1.6 y 1.7), desarrollado en varios articulos
cientificos y revisiones por Puelles, Rubenstein y colaboradores (Puelles y Rubenstein
2003, 2015; Puelles et al. 2012). EI modelo prosomérico postula tres elementos
estructurales conservados: 1) el eje longitudinal curvo, 2) la subdivision metamérica a
lo largo del eje AP en compartimentos a modo de anillos concéntricos perpendiculares
a dicho eje, los denominados neurémeros transversales; y 3) las subdivisiones
longitudinales (placas del suelo, basal, alar y techo) que comparten los neurémeros,
consecuencia de un patron comun de zonacidén DV. Estas columnas longitudinales son
diferentes de las columnas postuladas por Herrick y sus seguidores, y cada una tiene
propiedades moleculares similares en cada neurbmero. Estas unidades de desarrollo
DV y AP son comunes al cerebro de todos los vertebrados constituyendo un patrén
morfogenético o Bauplan (término aleman que significa plan de construccién) comun.
El modelo columnar propone una organizacion béasica del sistema nervioso central
en columnas funcionales dorsoventrales. Al analizar los componentes funcionales en
los nervios craneales y espinales se observa que cada componente del nervio (fibras
sensitivas 0 motoras) se origina en una columna celular sensitiva o motora, tanto en la
médula espinal como en el rombencéfalo; cada columna sensitiva y motora se
subdivide a su vez en somatica y visceral. En un intento de extender dichas columnas
funcionales hacia el prosencéfalo, Herrick (1948) introduce la concepcién columnar en

el diencéfalo de anfibios subdividiéndolo en cuatro columnas; pronto se reconocio que
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dicha continuidad no existe (revisado por Puelles 2009; Puelles et al. 2013). Sus ideas,
generalizadas por Kuhlenbeck (1927, 1973) a todos los vertebrados, originaron el
dogma sobre la subdivision del diencéfalo en epitdlamo, tadlamo dorsal, tAlamo ventral
e hipotadlamo separados por tres surcos “longitudinales” ventriculares. Para que estas
cuatro columnas fueran longitudinales como las del tronco del encéfalo, Herrick (1948)
obvio el eje longitudinal curvo, observable en cerebros embrionarios y en secciones
mediales sagitales de cerebros adultos, sustituyéndolo arbitrariamente por un eje recto
que atraviesa el telencéfalo acabando rostralmente en el bulbo olfativo, sin tener en
cuenta la naturaleza par de los hemisferios telencefalicos y de los bulbos olfativos.

El modelo columnar presenta serias deficiencias (Puelles 2009; Puelles et al.
2013). El error fundamental es la definiciébn de un eje longitudinal recto, que no tiene
en cuenta la torsién o curvatura del cerebro a nivel principalmente de la flexura
cefalica, sino que cruza la regidon pontina hacia el hipotalamo, atravesandolo
“longitudinalmente” para entrar en el telencéfalo y finalizar en el bulbo olfativo.
Ademds, a nivel prosencefalico, en este modelo se identifican a los surcos
diencefélicos (sulci) como limites entre los cuatro compartimentos dorsoventrales
diencefélicos de Herrick (transversales segun el modelo prosomérico). Se ha
comprobado que estos surcos son simples invaginaciones de la pared ventricular
formados como consecuencia del crecimiento diferencial de los distintos centros
cerebrales, con una localizacion variable durante el desarrollo y entre diferentes
especies de vertebrados. Por el contrario, el actual modelo prosomérico (Fig. 1.10)
esta respaldado por numerosos datos experimentales obtenidos en los campos de la
embriologia (trasplantes, mapas de destino, etc.), la anatomia comparada, la
expresion y funcion génica (histogenética) y la topologia del trayecto de los tractos
axonales, integrando toda la informacion aportada por los mismos de una forma
coherente (Puelles et al. 1987, 2004, 2007, 2013; Puelles y Rubenstein 1993, 2003;
Puelles 2001, 2009; revisado por Alonso 2007). Los estudios sobre los dominios de
expresion de genes del desarrollo, muchos de ellos determinantes causales del patrén
estructural e histogenético de la pared del tubo neural, han revelado patrones de
expresion longitudinales y transversales en consonancia con las propuestas del
modelo prosomérico. Por tanto, éste es el modelo seguido para interpretar los

resultados de esta tesis, centrada en el desarrollo de una region del prosencéfalo.

1.4 ORGANIZACION DEL PROSENCEFALO Y DOMINIOS HISTOGENETICOS

El prosencéfalo es la porcion mas anterior del SNC y da lugar al territorio méas
complejo del cerebro (Puelles et al. 2008, 2013). Esta formado por el diencéfalo

(incluyendo el talamo), el hipotalamo, el telencéfalo y las vesiculas 6pticas (Puelles et
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al. 2004; Medina 2008a). EI modelo prosomérico (Puelles y Rubenstein 1993) ha
permitido una mejor comprension del desarrollo y organizacién del prosencéfalo
(Puelles y Rubenstein 1993, 2003, 2015) y su evolucion. Conceptualmente, seguin este
modelo, el prosencéfalo en los diferentes vertebrados esta subdividido en divisiones
longitudinales y transversales, similares al resto del tubo neural, pero con la

consideracion de que el eje longitudinal se curva en los niveles rostrales.
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Figura 1.10. Actual modelo prosomérico representando el prosencéfalo secundario (hipotalamo
y telencéfalo) y el diencéfalo. El limite alar-basal se visualiza con la linea roja. La zona limitans
intratalamica (zli), entre p2 y p3, aparece representada como un “pico” y se aproxima a la placa
del techo perperdicularmente al limite alar-basal. La division intrahipotalamica divide al
hipotalamo en el prosémero peduncular (hpl) y el terminal (hp2) (Puelles et al. 2012).

Mediante el andlisis del mapa de destino y expresion de genes implicados en
especificacion en diferentes vertebrados, se ha comprobado que el prosencéfalo y sus
principales divisiones se especifican en el estadio de placa neural, antes incluso de
gue sean morfoldgicamente visibles (Wilson y Rubenstein 2000; Puelles et al. 2004).
Durante el desarrollo, el prosencéfalo se divide transversalmente en la vesicula
diencefalica, caudalmente, y en el prosencéfalo secundario, rostralmente. Al igual que
pasa con otras partes del tubo neural, el prosencéfalo se divide longitudinalmente,
desde dorsal a ventral, en placa del techo, alar, basal y del suelo (Puelles y
Rubenstein 1993, 2003, 2015; Puelles 2001; Puelles et al. 2004, 2007). Después, el
diencéfalo es adicionalmente subdividido en tres prosémeros, llamados p1, p2 y p3 de
caudal a rostral (Puelles y Rubenstein 1993, 2003; Puelles et al. 2007; Ferran et al.
2007, 2009).
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Figura 1.11. Tractos transversales pedunculares. El pedunculo (ped) atraviesa el neurémero
hipotalamico hpl transversalmente y limita con el limite hipotalamo-diencéfalo (HDB). A nivel
del nacleo subtalamico, el ped cambia de transversal a longitudinal (Puelles et al. 2012).

Segun el modelo prosomérico actual (Puelles et al. 2012, 2014; Morales-Delgado
et al. 2014; Puelles y Rubenstein 2015), el prosencéfalo secundario contiene dos
unidades segmentarias denominadas prosomeros hipotalamicos (hp) (Fig. 1.10). El
prosomero hipotalamico hpl, localizado caudalmente, es el neurdmero de mayor
tamafio de todo el cerebro y se encuentra asociado al pedunculo cerebral (Fig. 1.11),
por lo que también se le denomina prosémero peduncular (Puelles et al. 2012). Su
porcidn basal esta ocupada exclusivamente por hipotdlamo peduncular. En su placa
alar se encuentra la porcion alar del hipotdlamo peduncular, tres de los cuatro
dominios subpaliales (area diagonal, palido y estriado) y los cuatro dominios paliales
(medial, lateral, ventral y dorsal). Su placa del techo es la tela coroidea de los
ventriculos laterales y justo donde se ancla constituye la fimbria (Bardet 2007; Puelles
et al. 2007; Pombal et al. 2009; Bardet et al. 2010; Allen Developing Mouse Brain
Atlas). El prosémero hipotalamico hp2 es el mas rostral y se le denomina por tanto
prosémero terminal. Su placa basal contiene el hipotdlamo basal terminal, mientras
gue su placa alar contiene la porcion alar del hipotalamo terminal, las vesiculas 6pticas

y el area subpalial pre6ptica. En su techo encontramos la comisura anterior.
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1.4.1 Principales dominios histogenéticos de la placa alar hipotalamica

La placa alar hipotalamica queda definida en estadios muy tempranos por la
expresion del gen Pax6 (Shimamura y Rubenstein 1997; Bardet et al. 2008; Puelles et
al. 2012; Allen Developing Mouse Brain Atlas) y se corresponde con la region
supradptica/anterior clasica. En el modelo prosomérico, la placa alar hipotalamica se
extiende dorsalmente hasta las deformaciones subpaliales del telencéfalo, y
comprende dos dominios histogenéticos, uno dorsal y otro ventral, que se extienden
longitudinalmente a lo largo de sus porciones peduncular y terminal: el dominio
paraventricular (Pa; dorsal; también denominado supraopto-paraventricular, SPV,
porque produce los nudcleos hipotalamicos paraventricular y supradptico) y el
subparaventricular hipotalamico (SPa; ventral; inicialmente denominado dominio o
banda quiasmatica debido a que produce el nlcleo supraquiasmatico, con relacién
aparente con el quiasma, como se observa en la Fig. 1.12). La figura 1.12 muestra las
cuatro subareas dorsoventrales progenitoras principales (las partes peduncular [P] y
terminal [T] de Pa y SPa: PPa, TPa, PSPa y TSPa) mas las correspondientes areas
acroterminales (en el borde rostral del tubo) en que queda dividido el hipotadlamo alar
(Puelles et al. 2012; Morales-Delgado et al. 2014).

El SPV, que contiene el tallo 6ptico, de donde se originan el receso Optico y el
quiasma Optico, y los nacleos supradptico (SO) y paraventricular (PVN), se caracteriza
por la expresion selectiva y temprana de varios marcadores moleculares como son
Otp/Sim1/Brn2/Ngn2, y en estadios tardios también por la presencia de Thrl y
neuronas glutamatérgicas (Simeone et al. 1994; Bulfone et al. 1995; Fan et al. 1996;
Puelles y Rubenstein 2003; Puelles et al. 2004, 2012; Shimogori et al. 2010; Morales-
Delgado et al. 2011; Allen Developing Mouse Brain Atlas). Algunos patrones
histogenéticos diferenciales sugieren una subdivisién del SPV peduncular (SPVp o
PPa) en al menos tres partes dorsoventrales: dorsal (PPaD), central (PPaC) y ventral
(PPaV) (Fig. 1.12; Puelles y Rubenstein 2003; Morales-Delgado et al. 2011). A pesar
de que estas subareas no son tan evidentes en la estrecha region terminal del SPV
(SPVt o TPa), algunas observaciones genoarquitecténicas e inmunocitoquimicas
apuntan en esa direccion y sugieren el tripartito correspondiente en TPaD, TPaC y
TPaV (Fig. 1.12; Puelles y Rubenstein 2003; Bardet 2007; Puelles et al. 2012).

El dominio Ch/SPa, que contiene importantes derivados clasicos como son los
nucleos supraquiasméatico (SCh) e hipotaldmico anterior (AH), se caracteriza por la
expresion diferencial de varios genes de la familia DIx (DIx1/2/5/6), los cuales solapan
con dominios de expresion de Arx, Isletl y Vax1, entre otros (Ericson et al. 1995; Miura
et al. 1997; Hallonet et al. 1998; Puelles y Rubenstein 2003; Puelles et al. 2004, 2012;
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Shimogori et al. 2010; Morales-Delgado et al. 2011). Mientras que muchos marcadores
del Ch/SPa (ej., DIx y Arx) también se expresan en el pretdlamo diencefélico y en el
subpalio, la expresion de Vaxl queda restringida al area predptica y al Ch/SPa
hipotalamico, sin “cruzar” el limite hipotalamo-diencefélico (Hallonet et al. 1998).

La mayoria de las neuronas derivadas del SPV son glutamatérgicas (VGLUT2
positivas), mientras que la mayor parte de las neuronas subparaventriculares son
gabaérgicas (Gad67 positivas, como ocurre con el resto de neuronas que expresan

DIx del prosencéfalo; Stihmer et al. 2002).

Subpallium

Alar/Basal
boundary

PSPa A/B

Floor plate El Tuberal area
7] Retrotuberal area

THy ,' C A A DAcroterminalarea

‘:I Alar plate
I:I Basal plate

Figura 1.12. Representaciones esquematicas del hipotdlamo segun el modelo prosomérico. El
limite alar-basal (A/B) aparece como una linea rosa y el limite intrahipotalamico (IHB) con una
linea amarilla. Se muestran en distintos colores las placas alar, basal y del suelo del hipotalamo
asi como los neurémeros transversales (perpendiculares a las placas), peduncular (PHy) y
terminal (THy), ademas de la division transversal acroterminal (junto al borde rostral, en malva).
El dominio SPV o Pa se muestra con sus divisiones dorsal, central y ventral (DPa, CPa, VPa),
separadas por lineas discontinuas (Morales-Delgado et al. 2014).
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1.4.2 Divisién del telencéfalo embrionario: palio y subpalio.

El telencéfalo embrionario inicialmente se divide en dos grandes regiones, el palio
y el subpalio (Fig. 1.13). El analisis de los datos proporcionados por los estudios de
mapa de destino y la expresion de genes revelan estas dos grandes divisiones del
telencéfalo y, algunas de sus subdivisiones aparecen durante la embriogénesis y estan
presentes en todos los vertebrados (Puelles et al. 2000, 2004; Wilson y Rubenstein
2000; Wullimann y Mueller 2004; Mueller y Wullimann 2009; Moreno et al. 2009;
Abellan y Medina 2009). El palio da lugar a las regiones corticales, el claustro, la
amigdala palial, y el bulbo olfatorio en mamiferos, y el bulbo olfatorio y las regiones
cortico-paliales en los no mamiferos, como la placa cortical y la cresta ventricular
dorsal (DVR) de reptiles y aves (Striedter 1997; Puelles et al. 2000; Medina y Reiner
2000; Puelles 2001; Medina et al. 2004; Abellan y Medina 2009). En los diferentes
vertebrados, el subpalio va a producir los ganglios basales, la amigdala centromedial
extendida, la region peduncular, la mayor parte del septum y la regién preoptica
(Medina y Reiner 1995; Striedter 1997; Marin et al. 1998; Puelles et al. 2000; Brox et
al. 2003; Moreno et al. 2004, 2009, 2010; Moreno y Gonzélez 2006; Medina 2008b;
Garcia-Lopez et al. 2008; Abellan y Medina 2009).

Figura 1.13. Representacién esquemaética del palio y del subpalio, asi como otras divisiones
prosencefélicas. En estadios tempranos, en el palio las células progenitoras expresan el factor
de transcripcion Pax6 (también: Emx1/2, Lhx2/9, Lefl y Dbx1), y cuando llegan al manto y
empiezan a diferenciarse expresan Tbrl (Medina y Abellan, 2009). Las células progenitoras del
subpalio expresan Gshl/2 y DIx2 (ademés, dependiendo del subdominio expresan Pax®,
Nkx2.1 y/o Shh, entre otros). Cuando abandonan la zona proliferativa (vz/svz) empiezan a
migrar y diferenciarse, expresando DIx5 (también, dependiendo del subdominio subpalial:
Pax6, Isletl, Mashl, Lhx6, Lhx7/8) (Medina y Abellan, 2012) (Modificado de Puelles et al.
2012).
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Los datos obtenidos de los patrones de expresion de una gran combinatoria de
genes reguladores del desarrollo muestran que en el telencéfalo de raton y pollo el
subpalio incluye al menos tres subdivisiones radiales principales, mientras que el palio
incluye al menos cuatro (Puelles et al. 2000; Medina et al. 2004; Flames et al. 2007;
Garcia-Lopez et al. 2008; Abellan y Medina 2009).

Clasicamente, el palio estaba subdividido en tres divisiones principales
denominadas palio medial, dorsal y lateral (revisado por Striedter, 1997), pero Puelles
y colaboradores propusieron la existencia de cuatro subdivisiones radiales en el palio
basadas en la combinacion de patrones de expresion de genes que codifican para los
factores de transcripcion Pax6, Thrl y Emx1 (Puelles et al. 2000). En concreto
propusieron la divisién del palio lateral clasico en dos dominios radiales: el palio lateral
redefinido y un nuevo palio ventral (adyacente al limite palio-subpalio, Puelles et al.
2000). Todas las subdivisiones paliales expresaban Pax6 en la zona ventricular y Thrl
en el manto (Bulfone et al. 1995, 1999; Puelles et al. 2000). En cambio, Emx1 se
expresaba tanto en la zona ventricular (vz) como en el manto del palio medial, dorsal y
lateral, pero estaba ausente en la zona ventricular y la mayor parte de manto del palio
ventral (Puelles et al. 2000; Bishop et al. 2000, 2003), considerandose pues una nueva
subdivision palial. Mas tarde, se comprob6 que el palio ventral esta caracterizado por
genes especificos como el factor de transcripcion Dbx1, que se expresa en la vz del
palio ventral, pero no en los palios lateral y dorsal, y tampoco en la division subpalial
adjacente (Yun et al. 2001; Medina et al. 2004). Otro factor de transcripcion que se
expresa de forma diferencial en el palio ventral de distintos vertebrados es Lhx9
(Garcia-Lépez et al. 2008; Abellan et al. 2009, 2014). Inicialmente se penso que tanto
el palio ventral como el lateral producian distintas partes de la amigdala palial (Puelles
2001; Medina et al. 2004). Los derivados de los palios lateral y ventral han sido
recientemente redefinidos en base a nuevos datos de genoarquitectura y de mapeo
genético de los derivados de Dbx1 (Puelles et al. 2016a; b). De acuerdo a esta nueva
definicion, solamente el palio ventral produce neuronas para la amigdala, pero no el
palio lateral. Ademas, se ha propuesto la existencia de al menos otra divisién palial
caudal, que no expresa Dbx1, que contribuye a la formacién de la parte caudal de la
amigdala (Medina et al. 2017; discutido también en Abellan et al. 2014; Puelles et al.
2016Db).

En relacion al subpalio, las tres subdivisiones principales se denominan la
subdivision estriatal (eminencia ganglionar lateral en ratén), la subdivisién palidal
(eminencia ganglionar medial y el area peduncular o diagonal en ratén) y la subdivision
predptica (Puelles et al. 2000, 2004; Flames et al. 2007; Garcia-Lépez et al. 2008;
Abellan y Medina 2009; Abellan et al. 2009; Medina y Abellan 2012). La subdivisién
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estriatal se caracteriza por la expresion de Gsh2, Mashl, DIx1/2 y DIx5; la palidal
también expresa genes de la familia de DIx y Mash y, ademas, Nkx2.1, Lhx6 y Lhx7/8;
y la subdivisién predptica expresa DIx, Nkx2.1, Lhx6, Lhx7/8 y, en la zona ventricular,
expresa el gen que codifica para la proteina Shh (Puelles et al. 2000, 2004; Medina et
al. 2004; Flames et al. 2007; Garcia-L6pez et al. 2008; Abellan y Medina 2009; Medina
y Abelldn 2012). Puesto que algunos de estos genes reguladores del desarrollo
también estan expresados en el manto (por ejemplo, DIx5, Nkx2.1, Lhx6 y Shh), la
combinacién de sus patrones de expresion resulta muy Util para analizar los derivados
de cada divisién (Puelles et al. 2000; Garcia-Lopez et al. 2008; Medina y Abellan 2012;
Medina et al. 2017). Este tipo de analisis sugiere que diferentes divisiones del subpalio
dan lugar a diferentes partes de la amigdala centromedial extendida (incluyendo la
amigdala centromedial y el nucleo del lecho de la stria terminalis o BST) (véanse
siguientes apartados) (Garcia-Lopez et al. 2008; Bupesh et al. 2011b; a; Medina et al.
2017).

1.4.2.1 Formacion de las divisiones y subdivisiones radiales del telencéfalo

En el telencéfalo embrionario temprano, la confluencia de varias sefiales induce a
la expresion de varios factores de transcripcién y otras proteinas reguladoras en
patrones diferentes, dando lugar a una parcelacion gradual del neuroepitelio en
compartimentos progenitores distintos (Marin y Rubenstein 2002; Medina 2008a).
Estos progenitores se encuentran inicialmente a nivel de la zona ventricular. A medida
qgue el desarrollo avanza, se forma una segunda capa germinativa llamada zona
subventricular, que es particularmente prominente a nivel de las eminencias
ganglionares del subpalio. Cada compartimento progenitor ocupa un lugar especifico a
lo largo de los ejes rostrocaudal y dorsoventral del tubo neural (es decir, una posicién
topologica determinada dentro del Bauplan del tubo neural), y expresa una
combinacién diferente de factores de transcripcién y otras proteinas reguladoras del
desarrollo, dando lugar a un grupo concreto de neuronas y células gliales (Puelles et
al. 2004; Medina 2008a; Medina y Abellan 2009, 2012). Ademas, cada compartimento
progenitor muestra restriccion clonal, por lo que las células proliferativas permanecen
segregadas a nivel de la zona ventricular (Puelles et al. 2004). La mayoria de las
nuevas neuronas en cada compartimento progenitor migran radialmente para ocupar
diferentes posiciones superficiales a la zona ventricular, aunque debido al crecimiento
y morfogénesis diferencial de distintos sectores, la dimension radial del telencéfalo
pronto se empieza a deformar.

Tras la division inicial, el palio y el subpalio experimentan una morfogénesis distinta

(Puelles et al. 2008). La proliferacion y diferenciacion celular en el subpalio ocurre en
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estadios tempranos del desarrollo, y las células tienden a acumularse en posiciones
profundas, formando las eminencias ganglidnicas lateralmente y el septum
medialmente. En mamiferos, las eminencias ganglionares (EG) se denominan EG
lateral y EG medial, que formaran las estructuras nucleares estriatales y palidales,
respectivamente (Puelles et al. 2008; Medina y Abellan 2012).

En cambio, en las sudivisiones medial y dorsal del palio, que dan lugar a la
formacion hipocampal y el neocortex, respectivamente, las células tienden a agregarse
cerca de la superficie formando una capa fina que ocupa una gran extension
superficial. Ademas, el enorme crecimiento del palio dorsal en mamiferos, va a tener
como consecuencia la deformacion de la glia radial en los extremos del palio (y como
consecuencia, la glia radial del subpalio). En el palio ventrolateral, en particular en el
palio ventral, la glia radial queda inclinada hacia abajo, guiando a las estructuras
derivadas de este palio hacia posiciones ventrales (Medina y Abellan 2009; Medina et
al. 2017). En este palio, las células no permanecen cerca del ventriculo, sino que
migran largas distancias siguiendo la dimensién radial a lo largo de la corriente
migratoria ventral (Medina et al. 2004; Puelles et al. 2016D).

Por tanto, esta diferencia de crecimiento y morfogénesis entre el palio y el subpalio,
junto con el gran crecimiento del palio dorsal, estan probablemente detras de la gran
deformacion de la dimension radial en los limites del palio. Esto también obliga a las
unidades radiales de parte del subpalio a adoptar una posicién oblicua. Es importante
tener ésto en consideracion para entender las divisiones radiales tanto de los extremos

del palio, como del subpalio en el adulto.

1.4.3 Limite telencéfalo-hipotalamo

El limite telencéfalo-hipotalamico queda acotado por el borde ventral de la
expresion de la familia de genes DIx (DIx1/2/5/6) y los genes Arx y Mashl (también
conocido como Ascll), que se expresan selectivamente en el subpalio adyacente al
dominio hipotalamico alar Pa o SPV; este Ultimo estd caracterizado por ser
fuertemente Otp/Sim1 positivo e inmunorreactivo para la calbindina, y por carecer de
sefal DIx/Arx (Puelles y Rubenstein 2003; Puelles et al. 2004; Shimogori et al. 2010;
Morales-Delgado et al. 2011). Este limite molecular, ademas, coincide con el plano
que separa el complejo de la stria terminalis telencefalica del nlcleo supradptico y el
nucleo de la stria medullaris, ambos en territorio hipotaldmico o diencefalico (Puelles et
al. 2012).

El hipotdlamo alar contacta también directamente con el palio telencefalico,
penetrando en él a través del suelo del foramen interventricular (rostral a la eminencia

pretalamica). Este “pasillo” hipotalamo-palial esta extremadamente deformado y
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discurre a lo largo del sulcus terminalis, cerca del curso de las fibras de la stria
terminalis (Fan et al. 1996; Puelles et al. 2000; Puelles 2011). Hay varios patrones de
expresion génica que son continuos a un lado y otro de esta frontera como, por
ejemplo, los de Thbrl, Pax6 y Ngn2 (Puelles et al. 2012; Allen Developing Mouse Brain
Atlas). Por tanto, el curso de dos tractos nos delimitan al hipotdlamo del telencéfalo: la
stria. medullaris que cursa a nivel del extremo dorsal del hipotdlamo alar (luego
continuando por la eminencia pretalamica), mientras que la stria terminalis (Fig. 1.14)

sigue un trayecto paralelo al limite en el lado telencefalico (Puelles et al. 2012).

Figura 1.14. Tres de los principales tractos longitudinales alares se muestran en amarillo y se
corresponden con la stria terminalis (1), la stria medullaris (2) y el tracto 6ptico (3) (Puelles et
al. 2012).

1.4.4 La amigdala

La amigdala fue descrita por primera vez por Burdach a principios del s. XIX como
una estructura en forma de almendra localizada en el l6bulo temporal del cerebro
humano. Sin embargo, lo que Burdach describi6 fue Unicamente una parte de la
amigdala, la llamada amigdala basolateral (revisado por McDonald 2003; Whalen y
Phelps 2009; Medina et al. 2017). Johnston (1923) fue el primero en describir las
subdivisiones de la amigdala que hoy en dia estan mas aceptadas, separandolas en
dos grupos principales en funcion de su aparente origen embrionario: los nucleos
central y medial, derivados de la eminencias ganglionicas; y los ndcleos cortical y
basolateral, producidos por plegamiento y proliferacion del l6bulo piriforme (revisado
por McDonald 2003; Medina et al. 2017).
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Mediante estudios de lesidén, Weiskrantz (1956) fue el primero en identificar la
amigdala como el area del I6bulo temporal asociada al procesamiento de la emocion,
incluyendo la reaccién al miedo y el comportamiento sexual (revisado por LeDoux y
Schiller 2009; Medina et al. 2017). Numerosos estudios en diferentes animales
reafirman el papel de la amigdala en funciones relevantes para la supervivencia y la
eficacia bioldgica de los individuos, tales como el control del sistema neuroendocrino y
la homeostasis, la reproduccién, la sociabilidad y la respuesta de miedo, asi como en
funciones cognitivas como la atencion y el aprendizaje emocional (Young et al. 1998;
Davis 1998; Aggleton 2000; Swanson 2000; Phelps 2004; Phelps y LeDoux 2005). Si a
eso se le suma que las alteraciones en la amigdala dan lugar a importantes
disfunciones y enfermedades neuropsiquiatricas como ansiedad/estrés, epilepsia,
autismo y esquizofrenia (Kitamura et al. 2002; Kato y Dobyns 2005; Amaral et al. 2008;
Fazzari et al. 2010), dicha estructura se convierte en un objeto de estudio clave para la
comprension de las bases neurales de las emociones, el comportamiento social y la

cognicion.

1.4.4.1 Organizacién en mosaico de la amigdala

En mamiferos, la amigdala es muy compleja debido a sus mdltiples subdivisiones,
subtipos neuronales y conexiones, constituyendo un mosaico de distintos tipos
neuronales con origen embrionario diferente (Medina et al. 2011, 2017; Abellan et al.
2013). Los datos sugieren que las neuronas con un mismo origen embrionario
expresan los mismos factores de transcripcion durante el desarrollo y contienen los
mismos neurotransmisores y neuropéptidos, y que dichas neuronas podrian estar
interconectadas, proyectar a las mismas dianas y estar implicadas en las mismas
funciones (Medina et al. 2011, 2017; Bupesh et al. 2011a, b; Abellan et al. 2013).

En la mayoria de los mamiferos, las subdivisiones basicas de la amigdala y de su
parte extendida son las siguientes (Medina et al. 2017): (1) Una amigdala basolateral o
complejo nuclear basolateral; (2) varias areas amigdalinas corticales olfato-receptoras;
(3) una amigdala medial; (4) una amigdala central; (5) las células amigdalinas
intercaladas; (6) la amigdala anterior; y (7) el nucleo del lecho de la stria terminalis
(BST) con sus subdivisiones lateral y medial. Ademas, en todos los mamiferos
estudiados hay &reas de transicion entre la amigdala y las areas adyacentes: el
estriado, la corteza piriforme, la corteza entorrinal y la formacion hipocampal.

Considerando el neurotransmisor que contienen sus principales neuronas (GABA
vs glutamato) y sus conexiones y funciones primarias, la amigdala se ha dividido en

dos grandes grupos:
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1. Una amigdala palial tipo cortical, que incluye el complejo nuclear basolateral
y las areas amigdalinas corticales (Swanson y Petrovich 1998; Swanson 2000;
McDonald 2003). Sus principales neuronas son tipo piramidal, expresan el
neurotransmisor excitatorio glutamato y se encuentran conectadas con otras areas
corticales (Swanson y Petrovich 1998; McDonald 2003; Freese y Amaral 2009).
Debido a sus conexiones con la corteza, el complejo basolateral es importante para la
contextualizacion de la informacién sensorial recibida de las areas olfatorias, del
tdlamo y del bulbo raquideo (Freese y Amaral 2009) y es esencial para el aprendizaje
asociativo (Cardinal et al. 2002). A continuacion, el complejo basolateral pasa esa
informacién contextualizada a la amigdala centromedial extendida donde se producen
las repuestas emocionales y sociales (Freese y Amaral 2009; Pare y Duvarci 2012).

2. Una amigdala subpalial tipo ganglios basales, que incluye la amigdala
central y medial, las células amigdalinas intercaladas, la amigdala anterior y el BST
(Alheid et al. 1995; Swanson y Petrovich 1998; Swanson 2000; McDonald 2003).
Todas estas divisiones juntas forman la amigdala centromedial extendida (véase
siguiente apartado). Al igual que en los ganglios basales, las principales neuronas de
la amigdala centromedial extendida son gabaérgicas, coexpresan diferentes
neuropéptidos y dan lugar a proyecciones descendentes a centros efectores del
hipotalamo y del tronco encefélico (revisado por Swanson 2000; Medina et al. 2017).

1.4.4.2 La amigdala centromedial extendida

El concepto de amigdala extendida (EA) fue propuesto por primera vez por
Johnston (1923) quien sugirié la existencia de un corredor celular continuo en el
telencéfalo basal embrionario de diferentes mamiferos, estableciendo una relacion
entre el BST y el ndcleo amigdalino centromedial. Casi 50 afios después, de Olmos
proporciond evidencia de la existencia de una continuidad entre el BST y la amigdala
centromedial incluso en mamiferos adultos (de Olmos 1969, 1972). Las neuronas a lo
largo de este corredor celular muestran caracteristicas neuroquimicas y conexiones
similares (Alheid y Heimer 1988; Alheid et al. 1995; de Olmos et al. 2004). Basandose
en estas similitudes, de Olmos junto con Alheid y Heimer redefinieron el corredor (de
Olmos et al. 1985, 2004; Alheid y Heimer 1988; Alheid et al. 1995; de Olmos y Heimer
1999; Heimer 2003; Walker y Davis 2008). Mostraron que el nucleo central y medial de
la amigdala y el BST estaban conectados por columnas de células localizadas a través
del curso de la stria terminalis (tracto de fibras que conecta estos nucleos amigdalinos
con el BST) y a través de la parte sublenticular del telencéfalo basal (de Olmos et al.
1985; Alheid y Heimer 1988; Alheid et al. 1995; Heimer 2003; Walker y Davis 2008).

Asi, segun esta propuesta, la EA esta formada por dos corredores celulares paralelos
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llamados amigdala central extendida (EAce, dorsalmente, incluyendo el nucleo
amigdalino central y la parte lateral del BST) y la amigdala medial extendida (EAme,
ventralmente, incluyendo el nicleo amigdalino medial y la parte medial del BST).

Amigdala central extendida (EAce)

Actualmente se considera que la EAce incluye la amigdala central, las células
amigdalinas intercaladas, una parte dorsal del EA sublenticular y la parte lateral del
BST (BSTL) (de Olmos et al. 2004).

Las principales contribuciones sensoriales que recibe la EAce son: olfatoria, de las
areas y nucleos amigdalinos olfato-receptores (Swanson y Petrovich 1998; Freese y
Amaral 2009); visual, auditiva y somestésica, de diferentes nucleos del complejo
intralaminar del tAlamo (Yasui et al. 1991; Linke et al. 2000; D’'Hanis et al. 2007); y
gustativa e informacion visceral, del tAlamo posterior, nlcleo parabraquial y el nlcleo
del tracto solitario (Ricardo y Koh 1978; Ter Horst et al. 1989; D’Hanis et al. 2007;
Tokita et al. 2009). Ademas, la EAce recibe informacién de regiones corticales/paliales
y puede producir y modular los comportamientos relacionados con miedo/ansiedad e
ingesta (LeDoux et al. 1990; Davis 1992; Swanson 2000; Cardinal et al. 2002; Phelps y
LeDoux 2005; Walker y Davis 2008).

Las proyecciones descendentes del nucleo central y del BSTL al hipotalamo vy al
bulbo raquideo llegan a centros efectores implicados en la regulacién de respuestas
emocionales tanto fisioldgicas como conductuales (Phelps y LeDoux 2005). El BSTL
también proyecta al area tegmental ventral (VTA), modulando el sistema mesolimbico
dopaminérgico que esta implicado en motivacién (Cardinal et al. 2002; Kudo et al.
2012, 2014; Jennings et al. 2013).

Amigdala medial extendida (EAme)

La EAme estd formada por la amigdala medial, una parte ventral de la EA
sublenticular y la parte medial del BST (BSTM) (de Olmos et al. 2004). Esta parte de la
amigdala tiene un papel importante en varios aspectos del comportamiento social
(Alheid y Heimer 1988; Alheid et al. 1995; Swanson 2000; Heimer 2003; de Olmos et
al. 2004), y de la cognicién social (De Vries y Miller 1998; Coolen y Wood 1998;
Newman 1999; Bickart et al. 2014).

La EAme es muy importante en la integracion de las sefiales olfativas
(fundamentales para el comportamiento y reconocimiento social) con el sistema
neuroendocrino. En concreto, el nucleo amigdalino medial y el BSTM reciben un
importante aporte directo de los bulbos olfatorios principal y accesorio (Martinez-
Marcos y Halpern 1999; Shipley et al. 2004; Mohedano-Moriano et al. 2007). Ademas,
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la EAme estd reciprocamente conectada con el complejo hipocampal y la corteza
prefrontal (Canteras et al. 1995; Freese y Amaral 2009), de ahi su papel en cognicién
social.

La amigdala medial integra la informacién que le llega y proyecta al &rea predptica
medial y a los centros efectores en el hipotdlamo medial que regulan los sistemas
neuroendocrino y autébnomo, implicAndose en comportamiento sexual y agonista
(Swanson y Petrovich 1998; Swanson 2000; Choi et al. 2005). También proyecta al
septum lateral (relacionado con comportamiento social), al nacleo accubens, al palido
ventral y al VTA (relacionado con motivacién). La amigdala medial también proyecta a
la EAce y al nucleo talamico paraventricular sensible al estrés (Canteras y Goto 1999),
influyendo en comportamientos relacionados con el estrés en contexto social.

La EAme es sexualmente dimorfica en el cerebro adulto de distintos vertebrados,
incluyendo mamiferos, en relaciéon al volumen nuclear, nUmero de neuronas, la
organizacion sinaptica y la expresion de neurotransmisores y receptores (Newman
1999; Morris et al. 2008). Todas las subdivisiones de la EAme y, en especial aquellas
implicadas en comportamiento sexual, son ricas en receptores de esteroides
(Shughrue et al. 1997; Newman 1999).

1.4.4.3 Subdivisiones paliales y subpaliales de la amigdala.

Basandose en criterios morfolégicos, los pioneros de la neuroembriologia
comparada Holmgren (1925) y Kallén (1951) propusieron la existencia de partes
paliales y subpaliales en la amigdala de diferentes vertebrados, lo cual se ha
corroborado en las Ultimas décadas gracias a los datos de expresion de genes
regulatorios del desarrollo y a los analisis de mapa de destino (Puelles et al. 2000;
Gorski et al. 2002; Medina et al. 2004, 2011; Moreno y Gonzalez 2006; Garcia-Lépez
et al. 2008; Xu et al. 2008; Hirata et al. 2009; Medina y Abellan 2009; Moreno et al.
2009; Waclaw et al. 2010). Las caracteristicas neuroquimicas y la conectividad de las
diferentes partes de la amigdala se pueden entender mejor cuando se analizan
considerando los datos del desarrollo. Estas caracteristicas estdn basadas en la
expresion diferencial en el palio y subpalio de genes reguladores del desarrollo. En el
telencéfalo en desarrollo, los genes implicados en neurogénesis (Neurogeninas 1y 2),
en migracion (NeuroD) o diferenciacién (Tbrl) de las néuronas glutamatérgicas se
encuentran exclusivamente en el palio (Fode et al. 2000; Yun et al. 2001; Hevner et al.
2001; Stenman et al. 2003; Osdério et al. 2010). En el caso de la neuronas gabaérgicas,
los genes implicados en esos mismos procesos (Mashl y DIx1/2/5/6) estan
exclusivamente en el subpalio, con la excepcion de las poblaciones celulares que

migran tangencialmente desde el subpalio al palio (Fode et al. 2000; Yun et al. 2001,
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Anderson et al. 2001; Marin y Rubenstein 2001, 2002; Stenman et al. 2003; Osoério et
al. 2010). La expresion de Tbrl en el complejo basolateral y las &areas corticales
amigdalinas (Puelles et al. 2000; Medina et al. 2004), ademas de mostrar su origen
palial, ayuda a comprender por qué las principales neuronas de estas estructuras son
glutamatérgicas. Lo mismo sucede con la expresion de DIx2/DIx5 en la amigdala
centromedial y el BST (Puelles et al. 2000; Medina et al. 2004), que explica su origen
subpalial y el fenotipo gabaérgico de la mayoria de sus neuronas.

En base a la expresiébn de genes reguladores del desarrollo, trazado de linajes
celulares y ensayos de migracion, la amigdala palial deriva de las partes ventral y
caudal del palio, mientras que la amigdala subpalial deriva de las partes caudales de
las tres principales subdivisiones del subpalio: el estriado, el palido y el predptico
(Medina et al. 2004; Garcia-L6pez et al. 2008; Hirata et al. 2009; Waclaw et al. 2010;
Bupesh et al. 2011a; b).

En los estudios iniciales, basados en la expresion de Thrl y otros factores de
transcripcién a lo largo del desarrollo (como Dbx1), se propuso que el complejo
basolateral y las areas amigdalinas corticales derivan de dos divisiones del palio, el
lateral y el ventral (Medina et al. 2004); mas tarde, Lhx9 surgi6 como un buen
marcador de la parte palial ventral de la amigdala (Tole et al. 2005; Garcia-Lépez et al.
2008). Més recientemente se ha perfilado mejor el origen concreto de la amigdala
palial en base a mapa de destino genético de células derivadas de progenitores Dbx1
(especifico del palio ventral), en comparacién con otros genes expresados en el palio.
En base a estos nuevos datos, actualmente se considera que la mayor parte de la
amigdala palial se origina en el palio ventral, excepto su polo posterior (incluyendo la
parte posterior del complejo basal y de las areas corticales amigdalinas) (Hirata et al.
2009; Waclaw et al. 2010; Puelles et al. 2016b). Por el contrario, el palio lateral -
definido ahora en base a Nr4a2/Nurrl - no produce ninguna parte de la amigdala
(Puelles et al. 2016a). En relacion a la parte posterior de la amigdala palial, se ha
propuesto que podria originarse en un nuevo dominio ventrocaudal del palio, que
expresa Emx1 y Zic2, pero no Dbx1 (Medina et al. 2017). Este dominio podria ser el
origen de las neuronas de la amigdala palial con Emx1 (Medina et al. 2017) que se
distribuyen por toda la amigdala palial (Gorski et al. 2002). También podria ser el
verdadero origen de las neuronas del LOT2 (Medina et al. 2017), que se habia
propuesto que migraban tangencialmente desde el palio dorsal (Remedios et al. 2007).
Estos dos dominios paliales, con expresion de Lhx9 (palio ventral) o bien la
combinacién de Emx1/Lhx9 (palio ventrocaudal), también parecen estar presentes en
el telencéfalo de sauropsidos (aves y reptiles), y producen distintas partes de la

amigdala palial en estos animales (Abellan et al. 2014; Medina et al. 2017). El palio
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ventral expresa Lhx9 y produce una parte palial de la amigdala también en anfibios
(Moreno y Gonzélez 2006).

Por otro lado, la expresién combinatoria de Pax6, DIX5, Isletl, Nkx2.1, Lhx6 y Shh
ha mostrado la contribucion estriatal, palidal y predptica a los nucleos amigdalinos
medial y central y/o al BST en raton (Puelles et al. 2000; Medina et al. 2004; Garcia-
Lépez et al. 2008) y otros vertebrados, incluyendo pollo (Abelldn y Medina 2009;
Vicario et al. 2014, 2015, 2017), tortuga (Moreno et al. 2010), y rana (Gonzélez et al.
2002; Moreno et al. 2004, 2008a; b, 2009, 2012; Moreno y Gonzéalez 2006; Dominguez
et al. 2010) (revisado por Medina et al. 2017). Los ensayos de migracion han sido muy
Utiles a la hora de elucidar estas propuestas sobre el origen estriatal, pallidal o
preéptico de distintas subpoblaciones neuronales de la amigdala y el BST (Bupesh et
al. 2011a; b; Vicario et al. 2015). La mayor parte de la amigdala central extendida se
origina en dos subdivisiones estriatales, dorsal (células con Pax6) y ventral (células
con Isletl), excepto una subpoblacién de neuronas que tienen Nkx2.1 y somatostatina,
que proceden de un subdominio palidal caudoventral (Waclaw et al. 2010; Bupesh et
al. 2011a; Vicario et al. 2014, 2015). Por su parte, las neuronas de la amigdala medial
extendida proceden en su mayor parte de las divisiones palidal (subdominio palidal
caudoventral; células con Lhx6) y predptica (comisural; células con Shh), aunque
también contiene subpoblaciones con origen en el palio ventral (con Lhx9) y con origen
extratelencefélico (Garcia-Lopez et al. 2008; Hirata et al. 2009; Carney et al. 2010;
Bupesh et al. 2011b).

1.4.4.4 Contribucion extratelencefalica a la amigdala.

Basado en la expresion de los factores de transcripcion Otp y Lhx5, se propuso
gue la amigdala medial del ratén incluiria una importante subpoblacion neuronal
derivada del dominio SPV (Fig. 1.15) (Puelles y Rubenstein 2003; Garcia-Ldpez et al.
2008; Bardet et al. 2008; Abellan et al. 2010).

Como ya se menciond, este dominio produce el PVN y el SO, que son los
principales nucleos hipotalamicos del eje hipotalamo-hipofisario, siendo Otp y Siml
esenciales en el desarrollo de estos centros (Michaud et al. 1998; Wang y Lufkin
2000). Basado en el analisis de las células que expresan Otp y Lhx5 durante el
desarrollo, algunas células producidas en el SPV parecian extenderse
tangencialmente hacia el telencéfalo para invadir la amigdala medial y otras partes de
la amigdala medial extendida (Bardet et al. 2008; Abellan et al. 2010). Esto ha sido
confirmado experimentalmente gracias a los mapas de destino (Garcia-Moreno et al.

2010; Bupesh et al. 2011a) y al analisis de los ratones Otp-knockout donde el nimero
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de células derivadas del SPV que llegan a la amigdala medial y al BST disminuye
(Wang y Lufkin 2000; Garcia-Moreno et al. 2010).

Figura 1.15. A y B. Dibujos esquematicos de secciones frontales del prosencéfalo embrionario
de raton de estadios E13.5 mostrando las principales divisiones y subdivisiones en distintos
colores. C. El dibujo se corresponde con el de una seccion del prosencéfalo en ratén adulto al
nivel de la amigdala anterior donde se muestran los derivados de cada dominio embrionario en
los mismos colores usados en Ay B (Medina et al. 2011).

En base a la expresion del transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT?2,
marcador de células glutamatérgicas), parece probable que las células derivadas de
SPV de la amigdala medial sean glutamatérgicas y que sus proyecciones sean
excitatorias (Garcia-Moreno et al. 2010; Abellan et al. 2010). Sin embargo, el fenotipo,
las conexiones y la funcién de este grupo de neuronas de la amigdala medial son
desconocidas. Nuestro grupo ha propuesto que las células Lhx5/Otp de la amigdala
medial y del BST (derivadas de SPV) podrian estar interconectadas y proyectar a
dianas hipotalamicas similares implicadas en defensa/agresion y/o en otros aspectos
del comportamiento social (Choi et al. 2005; Abellan et al. 2013; Bupesh et al. 2014;
Medina et al. 2017).

Puesto que el SPV produce las neuronas que contienen VP y OT del PVN
(Michaud et al. 1998; Wang y Lufkin 2000), es posible que las células de la amigdala
medial extendida (incluyendo el BSTM y la amigdala medial) que expresan VP y/o OT
también deriven del SPV (Medina et al. 2017).

Algo muy relevante en relacion con el dominio SPV es que su tamafio aumenta por
la reduccion o falta de funcién del factor de transcripcion Nkx2.1 en el hipotalamo
(Marin et al. 2002). Parece que la expresion de Nkx2.1 ha estado regulada a la baja en

el hipotdlamo alar durante la evolucion de los mamiferos, lo que ha podido producir un
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agrandamiento del SPV y la subpoblacion amigdalina derivada de él (revisado en
Medina et al. 2011).

1.5 DIFERENCIACION CELULAR EN EL HIPOTALAMO Y EL TELENCEFALO

1.5.1 Especificacién molecular de las poblaciones neuronales productoras de

neuropéptidos.

El hipotdlamo y la hipdéfisis o glandula pituitaria constituyen el principal eje del
sistema neuroendocrino que controla la sintesis y secrecion de hormonas necesarias
para el crecimiento, el comportamiento, la reproduccién y el metabolismo (Simmons et
al. 1990; Wilson y Foster 1992; Treier y Rosenfeld 1996). El hipotadlamo
neuroendocrino estd formado por dos poblaciones neuronales: las nheuronas
magnocelulares, agrupadas en los ndcleos PVN y SO que proyectan sus axones a la
neurohipoéfisis o pituitaria posterior y liberan OT y VP; y las parvocelulares que
proyectan a la eminencia media donde liberan hormonas hipofisiotrépicas que regulan
la secrecion hormonal de la adenohipdfisis o pituitaria anterior (Swanson 1987; Sharp
y Morgan 1996). Las neuronas parvocelulares del PVN liberan la hormona liberadora
de corticotropina (CRF) y la hormona liberadora de tirotropina (TRH).

En embriones de ratén, las neuronas parvocelulares y magnocelulares de los
nucleos PVN y SO se originan entre el dia 10 y el 12 post-coito (p.c.) en el dominio
SPV (Karim y Sloper 1980). Una fraccion de esas neuronas permanece en una
posicion medial dando lugar al PVN mientras que la porcibn restante migra
lateralmente llegando a su destino final entre los dias 13.5y 14.5 p.c. formando el SO
(Karim y Sloper 1980).

Han sido muchos los estudios sobre los factores de transcripcion de la familia POU
como Pitl y Brn2, implicados en el desarrollo del eje hipotadlamo-hipofisario (Ingraham
et al. 1988; Simmons et al. 1990; Li et al. 1990; Nakai et al. 1995; Schonemann et al.
1995). Ademas de éstos, el factor de transcripcién Siml desempefia un papel crucial
en el desarrollo de las neuronas parvocelulares y magnocelulares de los nicleos PVN,
SO y aPV (nucleo periventricular anterior) asi como en el mantenimiento de la
expresion de Brn2 (Michaud et al. 1998). Por consiguiente, las disfunciones
neuroendocrinas detectadas en ratones mutantes Brn2 -/- (Nakai et al. 1995;
Schonemann et al. 1995) estdn presentes también en ratones carentes de Siml
(Michaud et al. 1998).

Otro factor de transcripcion muy importante es Otp, un factor con homeodominio
muy conservado, que se expresa durante el desarrollo embrionario en el AH

(hipotalamo anterior), el PVN, el SO y el nicleo arcuato (Arc) (Puelles y Rubenstein
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1993; Rubenstein et al. 1994; Alvarez-Bolado et al. 1995). Como ya hemos
comentado, algunas células Otp también estan presentes en la amigdala medial
extendida, incluyendo el BSTM, el BST intra-amigdalino y el nacleo medial (Bardet et
al. 2008; Garcia-Moreno et al. 2010; Abellan et al. 2010). El analisis anatomo-
histolégico de los cerebros de ratones neonatos Otp-knockout (Otp -/-) muestra
evidentes anormalidades en el hipotalamo (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin
2000). Los nucleos PVYN y SO contienen un nimero de células menor y éstas no
poseen sus caracteristicas morfologicas tipicas. TRH y CRF no se expresan en el
PVN, y VP y OT son inexistentes en el PVN y el SO (Acampora et al. 1999; Wang y
Lufkin 2000). Ademas, las células VP también desaparecen de la amigdala medial
extendida (Wang y Lufkin 2000; Garcia-Moreno et al. 2010). Por otra parte, la ausencia
de Lhx5 (marcador de varias estructuras amigdalinas) en los ratones Otp -/- sugiere
que Otp podria estar regulando directa o indirectamente la expresion de Lhx5. Estos
estudios demuestran que Otp esta implicado en el correcto desarrollo de los nlcleos
PVN y SO (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin 2000) y de la amigdala medial
extendida (Garcia-Moreno et al. 2010). En conclusién, Otp juega un papel en la
proliferacién y/o la supervivencia de los neuroblastos asi como en procesos de
migracion y diferenciacion (Wang y Lufkin 2000; Acampora et al. 2000; Garcia-Moreno
et al. 2010).

Otp y Sim1 comparten una distribucién similar en el telencéfalo. Los estudios hasta
ahora proponian que ambos factores de transcripcibn podrian expresarse
independientemente uno del otro y que en ratones donde faltaba uno, continuaba la
expresion del otro (Wang y Lufkin 2000; Caqueret et al. 2006). De hecho, la expresion
telencefélica de Sim1 parecia inalterada en ausencia de Otp (Wang y Lufkin 2000). Sin
embargo, aunque es cierto que existe una poblacién que expresa Siml que no esta
afectada por la ausencia de Otp, hay otras poblaciones que expresan Siml en la
amigdala que se encuentran alteradas cuando Otp estd ausente (Garcia-Moreno et al.
2010).

En la red de regulacion génica, Otp se encuentra antes (o "aguas arriba") de Brn2 y
parece actuar en paralelo con Siml (Acampora et al. 2000; Garcia-Moreno et al.
2010). El analisis de ratones mutantes para Brn2 revela que Brn2 actla relativamente
tarde en el desarrollo neuroendocrino, siendo necesario en etapas finales de la
diferenciacion de los linajes celulares de CRF, VP y OT (Schonemann et al. 1995;
Sharp y Morgan 1996; Treier y Rosenfeld 1996). Por tanto, Otp y Sim1 son necesarios
para la expresion adecuada de Brn2 en el SPV y en sus derivados hipotalamicos, el
PVNy SO (Fig. 1.16).
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D

CRF| |VP oT

Figura 1.16. Cascada de sefializacién para la diferenciacion de tres subtipos neuronales
productores de hormonas (CRF, VP y OT) en el hipotdlamo alar (Modificado de Caqueret et al.
2005).

1.6 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos de nuestro laboratorio y otros grupos han demostrado mediante
ensayos de migracion que una subpoblacién de neuronas de la amigdala medial
extendida (EAme) se origina en el dominio hipotalamico supraopto-paraventricular
(SPV) (Garcia-Moreno et al. 2010; Bupesh et al. 2011a), que es el mismo que origina
las neuronas con VP, OT, corticotropina, y otros neurotransmisores / neuropéptidos de
los nucleos supradptico (SO) y paraventricular (PVN) hipotalamicos (Wang y Lufkin
2000). Sin embargo, estos estudios no han podido demostrar el fenotipo de las células
migradas a la amigdala. Ademas, el SPV tiene dos divisiones que pertenecen a los
prosdmeros terminal y peduncular (Puelles et al. 2014), pero los estudios previos no
han considerado la existencia de estas divisiones. Teniendo ésto en consideracion,
nuestra hipétesis de trabajo es que: (1) Las neuronas de la EAme con dichos fenotipos
se originan en el mismo dominio embrionario que produce las del PVN y el SO, es
decir el SPV hipotalamico. (2) Las divisiones terminal y peduncular del SPV tienen
contribuciones diferentes a la EAme, lo que podria repercutir sobre su participacion en
distintas redes funcionales y su implicacion en distintos trastornos psiquiétricos.

El principal objetivo es estudiar el desarrollo de las neuronas de la EAme con
origen hipotalamico y conocer su fenotipo usando como modelo el raton. Para lograr

ésto, los objetivos especificos son los siguientes:
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Objetivo 1: Estudio de las rutas de migracién y contribucion diferencial de las
partes terminal y peduncular del dominio embrionario SPV a la EAme mediante:

e la) Analisis espacio-temporal de la distribucion de las células que expresan el
factor de transcripcion Otp, derivadas del SPV, en relacion con la glia radial y
con Isletl, un factor de transcripcion que se expresa en dominios adyacentes.

e 1b) Andlisis de la contribucién diferencial de las divisiones terminal y
peduncular del SPV, en base a la comparacién de Otp con la expresion de un
marcador parcial de la regién peduncular, Rgs4.

e 1c) Ensayos de migracién en cultivos organotipicos, usando un trazador celular
fluorescente (CMFDA), y comparacion de los resultados con la expresion de

Otp, Isletl, Rsg4 y glia radial.

Objetivo 2: Estudio del fenotipo de las neuronas que migran desde SPV
terminal y peduncular a la EAme, con énfasis en la expresion de VP y OT, mediante:
e 2a) Andlisis de la distribucion de las neuronas con VP y OT a lo largo del
desarrollo, y su comparacién con Otp y otros resultados previos.
e 2b) Ensayos de migracion en cultivos organotipicos, usando un trazador celular
fluorescente (CMFDA), combinados con inmunofluorescencia (IF) vy/o
hibridacion in situ fluorescente (HISF) para detectar el ARNm de VP, OT y otros

neuropéptidos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para el presente estudio se usaron embriones de ratén (Mus musculus; Swiss; CD-
1), de diferentes estadios embrionarios (desde E9.5 a E18.5), asi como neonatos (PO,
P3 y P7). Todos los animales se trataron de acuerdo con la normativa vigente para el
cuidado y manipulacion de animales de experimentacion de la Union Europea
(Directiva 2010/63/EU) y del Gobierno de Espafia (Real Decreto 1021/2005 y
53/2013). Los protocolos que se usaron fueron aprobados por el Comité de Bioética de
la Universitat de Lleida.

2.2 DISECCION Y PROCESAMIENTO DEL TEJIDO

2.2.1 Obtencién del tejido, fijacion y sexado

Los embriones se extrajeron mediante cesarea de ratonas gestantes tras
sacrificarlas por dislocacion cervical. En el caso de los estadios mas tempranos (E9.5
y E10.5), se disecaron las cabezas completas mientras que desde E12.5 a E15.5, se
disecaron los cerebros y, tanto cabezas como cerebros, se fijaron por inmersién en
paraformaldehido al 4% (PFA) en tamp6n fosfato salino 0.1 M (PBS). Los cerebros de
estadios a partir del dia 16.5 de gestacion y neonatos, se fijaron mediante perfusion
transcardiaca y postfijacion por inmersién. Para dicha perfusién, los animales fueron
aletargados con hielo (embriones) o anestesiados (fetos a partir de E16.5 y
postnatales) con pentobarbital sédico (Dolethal).

Antes de proceder a la fijacion, se tomd una muestra de tejido, en concreto, un
pedazo de cola. El sexado fue realizado por el servicio de gendmica y protedémica de la
Universitat de Lleida. Se utilizé un método de sexado basado en PCR (McClive y
Sinclair 2001).

2.2.2 Seccion de los cerebros

2.2.2.1 Vibratomo

Los cerebros fijados que se cortaron usando un vibratomo (Leica VT 1000S)
previamente se embebieron en un bloque de agarosa (LOW EEO, Conda) al 4% en
tampon fosfato. Tras probar con varios planos de corte, se opté por un plano oblicuo
paralelo al corredor celular amigdalo-hipotalamico (a partir de ahora, se le llamara a
este plano de corte “oblicuo”; Fig. 2.1). De esta forma, se realizaron cortes flotantes

seriados de 80 um, recogiéndolos en PBS frio y se obtuvieron varias series que se
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procesaron con alguna de las técnicas histologicas que se describen en los siguientes

apartados.
Oblicuo

R

——

Transversal

Figura 2.1. Dibujo representativo de un cerebro de embrién de raton E14.5 y dos planos de
corte utilizados en este trabajo: el plano oblicuo, paralelo al corredor amigdalo-hipotalamico, y
el plano transversal al hipotadlamo. Los ejes muestran las posiciones dorsal (D), ventral (V),
rostral (R) y caudal (C), en relacién al prosencéfalo secundario segun el modelo prosomérico.

2.2.2.2 Criostato

En el caso del criostato, los cerebros se cortaron congelados. Para ello, fue muy
importante realizar una crioproteccion del tejido tras la fijacion. Se usé sacarosa al
30% en PBS y se mantuvo en dicha disolucién una noche, hasta que el cerebro se
embebid bien (dejé de flotar y baj6é al fondo del tubo). A continuacién, se coloc6 en un
molde que contenia medio de congelacion (Tissue Freezing Medium, Electron
Mircroscopy Sciences, EMS) y se congeld por inmersion de los bloques en isopentano
(2-metilbutano, Sigma, Cat. No. 59070) durante 1 minuto, a una temperatura que se
mantuvo entre los -55 y -60°C mediante la adicion de hielo seco. Los bloques se
conservaron a -80°C hasta su procesado. Se usé un criostato Leica CM 3000.

En este caso la secciones que se obtuvieron fueron de 20 pm sobre un
portaobjetos, que se mantuvo a -20°C hasta la aplicacion de alguna de las técnicas

histolégicas.

46



Materiales y métodos

2.3 TECNICAS DE HIBRIDACION IN SITU

La hibridacién in situ es una técnica que se usa para la detecciébn de acidos
nucleicos en células, tejidos e incluso en érganos y/o animales enteros. El método se
basa en la unién complementaria de una sonda de nucleétidos a una secuencia
especifica de ADN o ARN. Las secuencias de interés son identificadas gracias a la
propiedad que poseen los &cidos nucleicos de formar hibridos entre ellos. Estos
hibridos pueden ser dos hebras complementarias de ADN (ADN-ADN), una de ARN
con una de ADN (ARN-ADN) o dos hebras de ARN (ARN-ARN). Ademas, son posibles
los hibridos entre 4cidos nucleicos naturales y artificiales.

Las sondas pueden estar marcadas en alguna de las bases nitrogenadas con
radioisétopos, moléculas fluorescentes o antigenos y, dependiendo del marcaje, la
visualizacién de los hibridos se realiza por autorradiografia, microscopia fluorescente o

inmunohistoquimica, respectivamente.

2.3.1 Hibridacién in situ con fosfatasa alcalina (ARN-ARN)

La técnica permite la deteccion de ARN mensajero (ARNm) de tejido fijado
utilizando ribosondas antisense de ARN marcadas con digoxigenina en los uracilos. El
procedimiento implica una primera etapa de hibridacion de la ribosonda con los ARNm
del tejido, formandose dobles hibridos ARN-ARN. A continuaciéon, se usa un
anticuerpo anti-digoxigenina que esta conjugado con la enzima fosfatasa alcalina.
Finalmente, se afiaden los sustratos de la fosfatasa alcalina dando lugar a una
reaccion cromégena en el citoplasma de las células que contienen el ARNm hibridado
con la ribosonda (Fig. 2.2).

Antes de la pre-hibridacion, las secciones flotantes del tejido se permeabilizan con
PBST (PBS-Tween 20 al 0.1%) durante 30 minutos. Para pre-hibridar se utilizé
Gnicamente el tampén de hibridacion del 1% dia (BH 1% dia, Anexo I) a 58 °C durante
2-4 horas. La hibridacién se realiz6 con ribosondas marcadas con digoxigenina. La
concentracion que se us6 fue 1:900 (1pl de sonda por ml de BH 1° dia). Esta
disolucién se desnaturalizé a 80 °C durante 5 minutos (para eliminar los bucles que
pueda tener la hebra de ARN) y luego se enfrié en hielo durante otros 5 minutos. El
tejido se incubd con esta disolucién de la sonda durante toda la noche a 58 °C en un
bafio himedo.

A dia siguiente, se retird la sonda y se hicieron, en primer lugar, dos lavados de 30
minutos con BH 2° dia (Anexo I) a 58 °C y, a continuacion, otro con una mezcla 1:1 de
MABT1x (Anexo ) y BH 2° dia a 58°C durante 20 minutos. Se finaliz6 con una serie de

lavados con MABT1x durante 2 horas. Antes de incubar con el anticuerpo anti-
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digoxigenina, se afiadi6 un reactivo bloqueante (BBR, Anexo 1), mezclado con
MABT1x y suero ovino (disolucion bloqueante, Anexo I), durante cuatro horas a
temperatura ambiente y movimiento. La incubacion del anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP Fab. Fragments, Roche, Cat. No.
11093274910) a una concentracion 1:3500 en la misma disolucion blogueante se dejé
media hora a temperatura ambiente y, luego, a 4 °C durante toda la noche.

El tercer dia, tras desechar el anticuerpo, se lavé con MABT1x durante dos horas y
media. El revelado se realiz6 con BM Purple (Roche, Cat. No. 11442074001) cuya
base molecular es cloruro de nitroblue tetrazolium / 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
(NBT/BCIP). Estos sirven de sustrato a la fosfatasa alcalina, produciendo una reaccion
cromégena y dando un precipitado de color azul oscuro en el citoplasma de las células
a las que se ha unido la ribosonda. Cuando el revelado finalizé, se lavé con MABT 1xy

la reaccion se par6 con PFA.

Fosfatasa alcalma

Anticuerpo anti- dlgoxgenl)k
\. NBT/BCIP
i DIG /

Ribosonda antisentido marcada con DIG en los uracilos

Figura 2.2. Representacion esquematica de la union de la ribosonda marcada con digoxigenina
en los uracilos a la secuencia de ARNm que se quiere detectar. La digoxigenina es reconocida
por el anticuerpo anti-DIG que esta conjugado a la fosfatasa alcalina. Al afadir los sustratos
NBT/BCIP en condiciones de pH bésico, se forma un precipitado azul.

2.3.2 Hibridacion in situ indirecta fluorescente

La necesidad de poseer un método apropiado para detectar la expresion de los
neuropéptidos de interés tras los ensayos de migracion (vedse cultivos organotipicos,
apartado 2.5.1) propicio la puesta a punto de esta técnica. Las sondas utilizadas son
las mismas que en la hibridacién in situ con fosfatasa alcalina, pero se utiliza un
anticuerpo anti-digoxigenina que lleva conjugada la enzima peroxidasa (POD) en vez
de fosfatasa alcalina (Anti-DIG-POD, fab fragments, Roche, Cat. No. 11207733910).
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Esta técnica se basa en obtener una sefial fluorescente mediante un sistema de
complejos de tiramida conjugados a un fluoréforo (TSA Plus Cyanine 3 System,
PerkinElmer, Cat. No. NEL744001KT). La tiramida-fluor6foro se oxida por la accion de
la peroxidasa en presencia de H,0O,. Los radicales libres de tiramida se unen
covalentemente a los residuos de tirosina préximos a POD, dando una sefial muy

amplificada (Fig. 2.3).
A

\ N \
<3 1 F Lo N
vt

FYA rYA i, <O
Tiramida Tiramida i AU Ayt LG
inactiva activada

@ NN 4

Anticuerpo —

anti-digoxigenina
conjugado a POD

A
\ <
@ Peroxidasa rabano <’(?: Fluoréforo ® Tiramida inactiva o Tiramida activada @ Digoxigenina

Figura 2.3. Representacion esquematica de la obtencién de sefial fluorescente usando
complejos de tiramida.

Puesto que el protocolo implica un anticuerpo unido a peroxidasa, hay que
desactivar las peroxidasas enddégenas como se hace en el protocolo de la
inmunohistoquimica indirecta (vease apartado 2.4.1). Para ello, se hace un lavado con
peroxido de hidrogeno (H,O;) al 1% en PBS durante 10 minutos. Los restos de H,0,
se eliminan con PBS y se permeabiliza el tejido con PBST. En los casos en los que las
secciones de tejido sean muy gruesas, conviene hacer una permeabilizacion adicional
con proteinasa K (10 pg/ml). A continuacién, se hace la pre-hibridacién con el BH 1*
dia sin sonda a 58 °C durante 2-4 horas. La hibridacibn emplea las mismas
concentraciones y ribosondas conjugadas a digoxigenina que se describieron en el
apartado anterior y se realiza a 58 °C durante una noche.

Al dia siguiente, se retira la sonda y se hacen lavados con SSC 0.2x pH 7.5 (Anexo
[) a 58 °C durante una hora. Para atemperar el tejido, se afiade otro lavado de SSC
0.2x pH 7.5 a temperatura ambiente durante un par de minutos. A continuacion se
hacen lavados con una disolucién TNT (Tris-HCI 0.1M, NaCl 0.15M, Tween-20 al

0.05%, Anexo |) durante 15 minutos. Para bloquear las uniones inespecificas del
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anticuerpo, se incuba con una disolucion blogueante (TNB, Anexo I) durante 3-4 horas.
La incubacion con el anti-DIG-POD a una concentracion de 1:200 en TNB se realiza
durante una noche a 4 °C y agitacion moderada.

El tercer dia, se quita el anticuerpo y se lava con la disolucion TNT durante media
hora. Entonces, se incuba con el sistema de amplificacion TSA Plus working solution
(Anexo 1) durante 10 minutos. Los restos de esta disolucion se lavan con TNT y las
secciones se montan con un medio de montaje hidrofilico y antifade (que no interfiere
en la fluorescencia y evita su pérdida) (Fluoromount-G, SouthernBiotech, Cat. No.

0100-01), para su posterior analisis mediante microscopia de fluorescencia o confocal.

2.3.3 Obtencion de ribosondas: técnicas de biologia molecular

Las ribosondas monocatenarias de ARN utilizadas en las técnicas de hibridacion in
situ se sintetizaron en el laboratorio. Para ello, se partié de fragmentos de la secuencia
de ADN correspondiente al gen de interés que estaban insertos en vectores
plasmidicos. Estos vectores fueron clonados previamente en un huésped bacteriano
competente con el fin de extraer un gran nimero de copias del ADN plasmidico
(ADNp). Tras la linealizacién del inserto, se procedi6 a una reaccion de transcripcion in
vitro para la obtencion de las ribosondas propiamente dichas. A continuacion se detalla
cada etapa hasta la sintesis final de la ribosonda.

2.3.3.1 Transformacién y cultivo de bacterias competentes

Se usaron las bacterias competentes E. Coli de la cepa DH5a (Invitrogen). Los
plasmidos que se utilizaron eran comerciales y contenian en su secuencia una

resistencia a antibitticos (Fig. 2.4).

Marcador p t
selectivo TOmotor
@ Sitio 5’ uni6n primer
= Sitio restriccion
Vector plasmidico Gen insertado
Sitio restriccion
".‘ Sitio 3’ unién primer
Gen de
resistencia a y

antibiético _d

Origen de replicacion

Figura 2.4. Esquema de un vector plasmidico.

50



Materiales y métodos

Al mezclar las bacterias competentes con el plasmido, éstas incorporan el ADNp y
en la fase de la replicacion bacteriana, el ADNp se replica también, dando lugar a un
gran namero de copias.

Estas bacterias se encuentran a -80 °C y se descongelan en hielo lentamente junto
con el pladsmido. A 20 pl de bacterias se le afiade 1 pl de pldsmido y se incuba durante
10 minutos en hielo. A continuacion, se le da un choque térmico de 42 °C en un
termoblock durante un minuto. ElI choque térmico permeabiliza la membrana
plasmética de la bacteria incorporando el plasmido en su interior. Transcurrido el
minuto, se deja 2 minutos en hielo, se le afladen 300 pl de medio LB liquido
enriguecido (SOC Medium, Invitrogen) y se incuban durante una hora a 37 °C y
agitacion. Este volumen se vierte y se extiende con un asa de siembra en una placa de
LB-Agar que contiene el antibiético al que es resistente el plasmido. Asi, Unicamente
creceran en la placa de cultivo las bacterias que hayan incorporado el plasmido
resistente al antibiético. La placa se deja toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente, las
bacterias han crecido como colonias independientes en la placa. En la Tabla 2.1 se

muestran los genes de interés, que se encontraban clonados en vectores plasmidicos

comerciales.
Enzima ARN
Gen Vector Tamafio | Tamafio |restriccidon | polimerasa| N° acceso
clonacién inserto | vector | (digestion | (sintesis Genbank
antisense) | antisense)
Pyx-Asc
Otp (Amp®) 688 pb | 1691 pb EcoRI T3 NM_011021.3
pDNR-LIB Linealizado
VP (Cam®) 633 pb | 4160 pb por PCR T3 NM_009732.1
oT pTgfn%}!;ac' 466 pb | 2897 pb| ECORI T3 |NM_011025.3
pBluescript- Linealizado
Rgs4 LION (AmpF) 474 pb | 2943 pb por PCR T3 NM_009062.3
Laboratorio de Alon Chen .
CRF (Weizmann Institute of Science) Hind 1l SP6 NM_205769.1

Tabla 2.1. Los vectores plasmidicos con el inserto del gen de interés eran comerciales. Se
muestra tanto la forma de linealizacion (enzimas de restriccion o PCR) como la polimerasa
usada para sintetizar la ribosonda antisense. AmpR: resistente a ampicilina; Cam": resistente a
cloranfenicol.
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2.3.3.2 Extraccion del plasmido

De la placa de cultivo se selecciona una colonia de bacterias y, con una punta
estéril y bajo llama, se obtiene una de ellas y se introduce en un matraz que contiene
LB ligquido junto con el antibidtico correspondiente. Se incuba a 37 °C y agitacion
durante una noche para que crezcan las bacterias. A la mafana siguiente, se afiade el
volumen del matraz en tubos apropiados y se centrifugan a 6000 g y 4 °C durante 15
minutos, quedando las bacterias como un pellet en el fondo de los tubos. Ese pellet
contiene las bacterias que han incorporado el ADNp.

Para la extraccion del ADNp, el pellet se traté segun el protocolo de extraccion de
ADNp del kit comercial QIAGEN Plasmid Midi Kit (25). Este kit se basa en el método
de lisis alcalina de las bacterias y en la purificacion del ADNp al pasar el lisado por
columnas cromatogréaficas de intercambio ibnico, cuya matriz se encuentra cargada
positivamente. De esta manera, el ADN (que posee carga negativa) se queda retenido
en la columna. Tras eluir el ADN mediante un tampén de elucién, se afade
isopropanol y se centrifuga a 15000 g y 4 °C durante 30 minutos con el fin de precipitar
el ADN. Se desecha el sobrenadante, y al pellet (que contiene el ADNp) se afiaden 50
pl de agua pura (Sigma).

2.3.3.3 Linealizacién

Para la sintesis de la sonda de ARN a partir de la secuencia de ADN
complementario en el plasmido o transcripcion in vitro, éste debe estar en forma lineal.
Se usaron dos mecanismos para linealizar el plasmido: mediante enzimas
(endonucleasas) de restriccion y por el método de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

2.3.3.3.1 Enzimas de restriccion

A ambos lados del inserto del fragmento de ADN con la secuencia de interés
quedan varios lugares de reconocimiento de distintas enzimas de restriccion. Como
sitio de corte se eligié el flanco que permitia sintetizar una sonda antisentido (opuesto
al sitio de union de la polimerasa de sintesis antisentido) y se seleccioné una enzima
que no cortase dentro del inserto. Para el proceso de linealizacién se uso la mezcla de
reaccion de la tabla 2.2.

La reaccion de linealizacion se dejo incubando a 37 °C (ésta es la temperatura mas
habitual pero puede variar dependiendo de las especificaciones de la enzima de
restriccion) durante 2-3 horas. Para asegurarnos que se habia linealizado, se corrieron
electroforéticamente 1 pl del producto de reaccion (lineal) y 1 ul de ADN circular

(control) en un gel de agararosa al 1.2 % (MS-8; Pronadisa, Cat. No. 8065) con 15 pl
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de SYBR safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Cat. No. 10328162) en tampon TAE 1X
(Anexo 1) a un voltaje constante de 90 V durante 15 minutos. El plasmido circular corre
mucho mas que el lineal debido a su enrollamiento, por lo que la banda del lineal debe
estar més atrasada que la del circular.

Producto / Reactivo Volumen

Enzima restriccion 1.5 pl

Tampon de la enzima 10X 10

DNAp (circular, Midiprep) Variable (~ 1 pg)

BSA 2 ul Para
. algunas

Triton X-100 2l enzimas

Agua pura (Sigma) Variable (hasta completar 58

Volumen final 20 pl

Tabla 2.2. Mezcla de reaccion para linealizar el ADN plasmidico mediante enzimas de
restriccion.

2.3.3.3.2PCR

Los vectores que contienen la secuencia de interés para obtener la ribosonda
suelen tener a ambos lados del inserto la regién de reconocimiento para las
polimerasas T7, SP6 o T3. A la hora de amplificar el inserto por PCR, se usaron
cebadores (secuencias sintéticas cortas de oligonucléotidos tipo ARN) que reconocen
los sitios de union a polimerasas y amplifican las secuencias objetivo a las que son
complementarias. En este caso, se usaron cebadores disefiados para reconocer
directamente las secuencias T7 y T3 y un par de nucleétidos extra que garantizan que
las polimerasas puedan unirse a ese sitio tras la amplificacién. Las secuencias de los

cebadores (primers) para T7 y T3 son las siguientes:

Primer T7 5-CGTAATACGACTCACTATAGGGCGA-3’
Primer T3 5-GCAATTAACCCTCACTAAAGGGAAC-3’

Tanto la mezcla de reaccién usada como el programa del termociclador se detallan
en las tablas 2.3 y 2.4, respectivamente. El resultado final fue tanto la linealizacién del
ADNp como la amplificacion del mismo. La reaccion de PCR consiste en: un paso
inicial de desnaturalizacion para deshacer posibles estructuras cuaternarias; varias

etapas sucesivas de desnaturalizacion del ADN molde, unién de los cebadores al ADN
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y sintesis de la hebra complementaria por la ADN polimerasa que se repiten de 30-40
ciclos; una polimerizacion final en la que se afiaden adeninas a los extremos de las
copias generadas; y un paso de conservacion en el que las muestras se mantienen a

4°C hasta su analisis. En este caso también se corre un gel de electroforesis.

Producto / Reactivo Volumen

Polimerasa (FastStart PCR Master) 12.5 pl
Primer 1 (10 pmol/l) 25 ul
Primer 2 (10 pmol/l) 25 ul
ADNp (Midiprep) 25 ul
Agua (Sigma) 5ul
Volumen final 25 ul

Tabla 2.3. Mezcla de reaccion de la PCR.

Programa termociclador

Ciclos Temperatura Tiempo
1x 94 °C 5 minutos
94 °C 30 segundos
38 x 60 °C 30 segundos
72 °C X minutos*
1x 72 °C 20 minutos
1x 4°C 0

* 1 minuto por cada 1000 pb

Tabla 2.4. Programa termociclador para la PCR.

Tras linealizar el ADNp se procedié a su purificacién usando el protocolo del kit
comercial QIAquick PCR Purification kit (50) (QIAGEN). La base del kit para la
purificacion del ADN es un sistema de columnas cromatograficas donde queda
anclado el ADN. De esta forma, con un procedimiento rapido y sencillo de lavado y

elucion, se obtiene el producto purificado (ADN lineal purificado).

2.3.3.4 Sintesis de ribosondas

La sintesis de la sonda es una reaccion de transcripcion in vitro, donde la hebra
monocatenaria de ARN es sintetizada por una ARN polimerasa a partir de una

secuencia de ADN molde (ADNp linealizado purificado) y en presencia de
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desoxinucledtidos marcados (dNTPs). El transcrito antisentido o antisense de ARN
obtenido hibridara con el ARNm del tejido que queremos estudiar debido a que posee
una secuencia complementaria a éste. La visualizacién de la reaccion de hibridacion in
situ se producira gracias a que el desoxinucleétido uracilo (UTP) de la ribosonda esta
marcado con digoxigenina (proteina de origen vegetal). Por el contrario, la secuencia
de la sonda sense es idéntica al ARNm que estamos buscando y, por tanto, no
hibridara con él y se usara como control negativo.

Una vez seleccionada la polimerasa para sintetizar la hebra antisense, se hizo la
mezcla de reaccion (Tabla 2.5) segun el protocolo de sintesis de la casa comercial

Roche. Dicha mezcla se incubd durante 2 horas (para T3 y T7) a 37 °C en un

termoblock.
Producto / Reactivo Volumen
ADNBp lineal purificado Variable (1 pg)
dNTPs 10X 2 ul (Roche, DIG RNA labeling mix)
Tampon transcripcion 10X 2 ul (Roche, especifico de cada polimerasa)
ARN Polimerasa 2 ul (Roche, T3y T7)
Inhibidor de ARNasa 0.5 pl (Roche)
Agua (Sigma) Variable (hasta completar 20 pl)
Volumen final 20 ul

Tabla 2.5. Mezcla para la reaccién de sintesis de la ribosonda.

Tras comprobar con un gel de agarosa al 1.2% que la sintesis habia tenido lugar,
se afadieron 100 pl de TE (Tris 10 mM + EDTA 1mM), 5 pl de LiCl 8M (Sigma, Cat.
No. L7026) y 300 pl de etanol absoluto a 4 °C (Serva, Cat. No. 11093). La mezcla se
dejo a -20 °C durante 30 minutos como minimo. A continuacién, se procedi6é a su
purificacion. Se centrifug6é a 14000 g y 4 °C durante 30 minutos. El pellet se lavé con
200 pl de etanol al 70% a 4 °C. Se centrifug6 a 14000 g y 4 °C durante 10 minutos. Se
retir6 el sobrenadante y se dej6 secar el pellet, que es donde se encuentra la sonda
purificada. Finalmente, se resuspendié con 20 ul de agua (Sigma, Cat. No. W4502), y
se le anadieron 20 pl de formamida molecular (Sigma, Cat. No. F9037) para una mejor

conservacion a -20 °C.
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2.4 TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Estas técnicas permiten detectar y localizar proteinas en tejidos y células mediante
un anticuerpo disefiado contra algun epitopo de la proteina de interés. Asi se
determina donde y cuando se expresa el gen a estudiar. Debido a los distintos niveles
de regulacion desde el ARNm a la proteina, la presencia del ARNm no significa que
esté siendo traducido a proteina. El tiempo de fijacion del tejido para la
inmunohistoquimica fue inferior que el usado para la técnica de hibridacién in situ,
debido a que la fijacion enmascara los epitopos (véase método de recuperacion del

antigeno, apartado 2.4.2).

2.4.1 Inmunohistoquimica simple indirecta con el método ABC

El método avidina-biotina-peroxidasa (ABC) es una técnica indirecta que amplifica
la sefal del anticuerpo secundario ya que la avidina tiene cuatro sitios de unién a la
biotina, credndose grandes complejos que contienen mdaltiples moléculas de biotina
conjugada a peroxidasa. Tras el reconocimiento del antigeno por un anticuerpo
primario, se expone el tejido a un anticuerpo segundario hecho contra la especie del
primario y conjugado a la biotina. De este modo, la biotina puede ser detectada a
través del complejo preformado ABC. La peroxidasa, en presencia de H,O, (sustrato) y
de la diaminobencidina (DAB), oxida a ésta ultima formandose un precipitado insoluble
de color marrén que se puede observar a simple vista (Fig. 2.5).

Las secciones de tejido fijado recogidas en PBS se sometieron previamente a la
desactivacion de la peroxidasa endégena mediante un lavado con H,O, al 1% en PBS
0.1M (PBS) durante 10 minutos. A continuacion, tras desechar los restos de H,O, con
lavados en PBS, se permeabilizé el tejido con PBS-Triton X-100 (PBS-Tx; Triton X-
100, Sigma, Cat. No. T8787) al 0.2% y se incubd con una disolucién del anticuerpo
primario a la concentracién correspondiente (tabla 2.6) en PBS-Tx 0.2% y NGS
(normal goat serum, Vector, Cat. No. S-1000) al 10 % durante tres dias a 4 °C y
agitacion. Una vez incubado el anticuerpo primario, se retiré y se lavo el tejido con
PBS-Tx 0.2% para eliminar restos del anticuerpo y proceder, seguidamente, a la
incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado a una concentracién de 1:200 en
PBS-Tx 0.2% (tabla 2.6) durante una hora y media a temperatura ambiente y agitacion
moderada. Después de lavar las secciones, se incubaron con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa (ABC elite, Vector, Cat. No. PK-6100) al 0.003% durante una hora a
temperatura ambiente y agitacion suave.

Tras una serie de lavados con PBS-Tx 0.2% y tampén Tris 0.05M, se realizé el

revelado con DAB y H,O,. En algunos casos el revelado se llevé a cabo mediante la
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técnica con DAB intensificada con niquel, con la cual se afiade sulfato amdnico de
niquel al 4% a la disolucién de DAB produciéndose un precipitado negro-azulado.

Complejos AB

Biotina

Avidina X{ )X{ }*{ Peroxidasa
N oo o

Anticuerpo secundario
biotinilado , ' ' H,0,

Anticuerpo primario .
DAB oxidado

Epitopos A

Tejido

Figura 2.5. Representacion del método ABC en una inmunohistoquimica indirecta.

. . . Especie  Mono-o S Anticuerpo
AIEUIEO EIUMETIE huesped policlonal DTG secundario
Anti-VP Anti-conejo (Biotinylated
(Millipore, Conejo Policlonal 1:5000 goat anti-rabbit IgG,
Cat. No. AB1565) Vector, BA-1000)
Anti-OTP Anti-conejo (Biotinylated
(Antibodies-online, Conejo Policlonal 1:1000 goat anti-rabbit IgG,
Cat. No. ABIN183823) Vector, BA-1000)
Anti-Marcador glia radial
/ Nestina Anti-ratén (Biotinylated
(Developmental Raton Monoclonal 1:100 goat anti-mouse IgM,
Hybridoma bank, Vector, BA-2020)
Cat. No. RC2)
('gr:\'/;ﬁ)l‘ireﬁgl Anti-raton (Biotinylated
/elop Raton Monoclonal 1:200 goat anti-mouse 1gG,
Hybridoma bank, Vector, BA-9200)
Cat. No. 39.4D5) '

Tabla 2.6. Anticuerpos primarios y secundarios usados en la inmunohistoquimica indirecta.
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2.4.2 Método de recuperacion del antigeno (antigen retrieval)

Esta técnica se utilizd6 en los casos en los que los epitopos que reconoce el
anticuerpo estaban muy enmascarados debido al proceso de fijacion. Para ello, se
utilizé una disolucion AR (Anexo 1) basada en tampén citrato y con un pH ligeramente
acido (Fig. 2.6). Dicha disolucion se calent6 a 80 °C. A continuacion, se afadi6 al
tejido y se incub6 con ella durante 20 minutos a 80 °C. Los cortes se lavaron con PBS
a temperatura ambiente para quitar los restos de la disolucién AR. A partir de aqui, se
continuo con el protocolo de inmunohistoquimica habitual. Este método se utilizé para

el anticuerpo Islet 1/2, obteniéndose un marcaje mas definido.

Antes de "antigen retrieval " Después de " antigen retrieval ™

El anticuerpo es
incapaz de unirse al
antigeno de interés

El tratamiento
rompe los enlaces
cruzados
desenmascarando

\ el antigeno.

Enlaces aldehido Taom pon Cl.tl'atO
debido al fijador 80 °C, 20 minutos

— 4\

Tejido fijado

Figura 2.6. Visualizacion simplificada del método antigen retrieval.

2.4.3 Simple y doble inmunofluorescencia indirecta

Esta técnica se realizO para secciones flotantes de vibratomo y en secciones de
criostato en portaobjetos. La técnica utiliza los mismos anticuerpos primarios que para
la inmunohistoquimica indirecta de la peroxidasa pero el secundario es fluorescente.
En este caso la deteccion de la proteina se realiza mediante excitacion del fluoréforo
del anticuerpo secundario utilizando un microscopio confocal.

Para la inmunofluorescencia simple, las secciones de tejido se lavaron con PBS-Tx
0.3% y se incubo el anticuerpo primario diluido en este mismo tampoén (concentracion

en tabla 2.6) a 4 °C durante tres dias consecutivos y agitacion moderada.

58



Materiales y métodos

Una vez incubado, se retird el anticuerpo primario lavando con PBS-Tx 0.3%
durante una hora y media. Después, se incubd con el anticuerpo secundario (Tabla
2.7) durante dos horas a temperatura ambiente, agitacion moderada y oscuridad.

Laser Laser

) \

Anticuerpo 11° . Anticuerpo 1ri°
anti-A Fluorescencia Fluorescencia i-B
verde roja antk-

Epitopo A ‘ ‘ O O Epitopo B

Tejido

Anticuerpo 2"°-A

Figura 2.7. Representacion de una doble inmunofluorescencia indirecta. El laser azul se utiliza
para la excitacion del fluoréforo que dara lugar a la fluorescencia verde, mientras que con el
laser verde se obtendra la fluorescencia roja.

En el caso de la doble inmunofluorescencia (Fig. 2.7), el procedimiento fue
idéntico, incubando los dos anticuerpos primarios a la vez, y los dos secundarios
también. Esta técnica se puede realizar siempre y cuando la especie de la que se
obtienen los anticuerpos primarios sea diferente.

Finalmente, se lavdé con PBS-Tx 0.3% y las secciones se montaron utilizando un

medio de montaje antifade.

ANTICUERPOS SECUNDARIOS FLUORESCENTES

ESPECIE p

ANTICUERPO HUESPED DILUCION REFERENCIA

Anti-conejo IgG

conjugado a Alexa Cabra 1:500 '\égiecNuéaxﬁ%Zi’
fluor 488 N
. , Jackson

c (;Anr!ﬂ-r:é%nal%G 3 Burro 1:1000 Immnunoresearch,
Jug y Cat. No. 715165151

Tabla 2.7. Anticuerpos secundarios usados en la inmunofluorescencia indirecta.
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2.4.4 Triple inmunohistoquimica: doble inmunofluorescencia indirecta

combinada con inmunohistoquimica simple indirecta

La técnica se utilizd para la deteccion fluorescente de Otp y Isletl junto con el
marcador de glia radial revelado con DAB-niquel. El fundamento de la doble
inmunofluorescencia y de la inmunohistoquimica simple indirecta es el mismo que el
explicado en los apartados anteriores. Para llevar a cabo esta triple
inmunohistoquimica se afiadieron los tres anticuerpos primarios al mismo tiempo. Tras
quitar los restos de los anticuerpos primarios, se incubaron los tres anticuerpos
secundarios a la vez. Se continu6 con el protocolo de inmunohistoquimica indirecta
hasta que se revel6 la glia radial. El revelado de los anticuerpos secundarios

fluorescentes se realizd por excitacion con los laseres correspondientes.

2.5 ENSAYOS DE MIGRACION

Durante el desarrollo del sistema nervioso se produce un hecho inherente a la
naturaleza neural: la migraciéon. Las neuronas migran largas distancias desde sus
lugares de origen hasta que se asientan en sus posiciones finales y establecen
conexiones con otras células.

Los ensayos de migracibn surgen como herramienta para visualizar dichas
migraciones, mediante aproximaciones anatémicas y moleculares. Permiten estudiar el
movimiento neuronal y su localizacibn usando un trazador celular fluorescente.
Posteriormente, se estudia el fenotipo de las neuronas migradas con técnicas de

inmunofluorescencia o hibridacién in situ fluorescente.

2.5.1 Cultivos organotipicos

Estos cultivos se realizaron en cerebros embrionarios y se utilizaron particulas de
tungsteno impregnadas con un trazador celular fluorescente (CellTracker™ Green
CMFDA Dye, Molecular probes, Cat. No. C2925) que inicialmente es permeable a la
membrana celular pero una vez en el interior se vuelve impermeable, permitiendo
visualizar la migracién neuronal (Fig. 2.8).

En este caso, los cerebros se procesaron frescos sin fijar y se incluyeron en
agarosa (LOW EEO, Conda) al 4% en una disolucion de glucosa y sales (suero
glucosado, Anexo 1) que mantuvo el tejido vivo. Se corté en secciones de 300 um con
un vibratomo, se recogieron en una placa de seis pocillos que contenia suero
glucosado frio y se incubaron en medio DMEM enriquecido (Anexo ) durante una hora
en una cdmara de CO, (5% de CO, y a 37 °C). A continuacion, se pincho6 en el domino
SPV el trazador celular CMFDA con un capilar y se cambié el medio DMEM por

NEUROBASAL enriquecido (Anexo I), manteniendo la placa en la camara de CO; a
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37 °C durante 48 horas. El medio NEUROBASAL se cambio por medio nuevo a las 24
horas. Transcurrido este tiempo, el cultivo se par6 vertiendo sobre el tejido PFA al 4%
tamponado y las secciones se dejaron en PBS-azida 01% para evitar su

contaminacion a la espera de su analisis con microscopia confocal.

CMFDA

/

SPV
Medio DMEM:

37eC

5% CO,

1 hora

Medio NEUROBASAL:
o 372eC

Analisis por microscopia confocal 5% CO,

48 horas

Figura 2.8. Representacién esquematica del proceso de los cultivos organotipicos.

Tras el andlisis, se seleccionaron aquellos donde fuera evidente la migracion para
estudiar el fenotipo de las neuronas migradas sometiéndolos a inmunofluorescencia
indirecta con anticuerpos contra los neuropéptidos de interés o bien a hibridacién in
situ fluorescente usando ribosondas que reconocen el ARNm de los neuropéptidos.

Los medios usado en estos ensayos, DMEM y NEUROBASAL, se enriquecieron
con glutamina, una mezcla de antibiéticos (penicilina / estreptomicina) y suero bovino
fetal inactivado térmicamente (56 °C durante 30 minutos). Al NEUROBASAL, ademas,
se le afladié un suplemento B-27 (Gibco) que respalda la viabilidad de las neuronas
del sistema nervioso central. La sustitucién del medio DMEM por NEUROBASAL se
debe a que este Ultimo permite el mantenimiento de las células neuronales

embrionarias tanto a corto como a largo plazo.

2.5.2 Recuperacién de la fluorescencia

La pérdida de la fluorescencia del trazador celular tras realizar la hibridacién in situ
sobre los cortes de cultivos organotipicos hizo necesaria la puesta a punto de esta

técnica.
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Puesto que el trazador celular CMFDA es un derivado de la fluoresceina, se us6 un
anticuerpo contra fluoresceina con el fin de reconocer el CMFDA, aportandole de
nuevo fluorescencia. Se realizé una inmunfluorescencia indirecta tras realizar la
hibridacion in situ usando el anticuerpo RB-antifluoresceina-alexa 488 (Molecular
probes, Cat. No. A11090) a una concentracion 1:500. Luego, se incub6 con el
anticuerpo secundario anti-conejo-Alexa 488 (tabla 2.7). El resultado fue la

recuperacion de una parte de la fluorescencia perdida.
2.6 ANALISIS Y ADQUISICION DE DATOS

2.6.1 Microscopia de campo claro

Este tipo de microscopia se ha utilizado en los casos de hibridacion in situ que usa
la fosfatasa alcalina y el sistema NBT/BCIP para el revelado y en la
inmunohistoquimica con DAB. En estos casos, las secciones se montaron en portas y
se cubrieron con cubreobjetos usando un medio de montaje hidrofilico (Glycerol
gelatin, Sigma, Cat. No. GG1) para su posterior fotografiado con un microscopio de
campo claro (Leica [DMR HC] equipado con una camara digital Zeiss Axiovision y el

programa de captura de imagenes ZEN de Zeiss).

2.6.2 Microscopia confocal

Las imagenes del material fluorescente se tomaron con un microscopio confocal
(Olympus FV500). En el caso de las secciones sometidas a inmunofluorescencia e
hibridacion in situ fluorescente, se montaron en un portaobjetos usando un medio de
montaje hidrofilico y antifade. Las secciones de tejido sometidas a cultivos
organotipicos se colocaron sin montar en una pequefa placa con base de vidrio con
unas gotas de PBS.

Este tipo de microscopia permite un barrido muy amplio en el eje Z, lo cual nos

resulta muy util debido al grosor de nuestros cortes.

2.6.3 Tratamiento de imagen

Tras la obtencion de las imégenes, éstas se modificaron ligeramente para
incrementar el foco, el brillo y el contraste el programa informético Adobe PhotoShop
CSé6.

El montaje de las figuras con las imagenes de interés y su etiquetado se realizé
con Adobe lllustrator CS6.
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3. RESULTADOS

A continuacion se exponen los principales resultados de este trabajo de
investigacion organizados en tres apartados o secciones. En la primera seccion se
caracteriza el dominio supraopto-paraventricular (SPV) en etapas tempranas del
desarrollo embrionario y se estudian los posibles derivados de sus subdivisiones
terminal y peduncular. En la segunda seccion se detalla la ontogenia de las células VP
y OT desde estadios embrionarios a etapas postnatales tempranas, con especial
referencia a su posicion en relacion a los prosémeros terminal y peduncular. El tercer y
dltimo apartado muestra las rutas de migracion desde el SPVt y SPVp, resultado de
los ensayos de migracion y el fenotipo vasopresinérgico de algunas de las células
migradas.

Dado que en ratones adultos varios nucleos hipotalamicos, preoépticos y
amigdalinos son sexualmente dimorficos, se sexaron los ejemplares y se analizaron
los resultados considerando el sexo como variable. En las edades estudiadas no
observamos diferencias sexuales ni en la distribucién de la expresion de los genes
estudiados, ni en el momento en que comienzan a expresarse. Por ello, todos los
resultados se refieren a los dos sexos sin hacer distincion.

En los anexos se detallan los datos de los ejemplares utilizados en este trabajo
(Anexo 1) y se incluyen también algunas figuras complementarias comparando la
expresion de VP y OT (mediante hibridacion in situ) en machos y hembras en estadios
embrionarios E16.5 y E18.5 (Anexo lII).

3.1 EL DOMINIO SPV Y SUS SUBDIVISIONES TERMINAL Y PEDUNCULAR

3.1.1 Extension radial y limites del dominio SPV en estadios tempranos

El dominio SPV es una division del hipotdlamo alar que, segun el modelo
prosomérico actualizado (Morales-Delgado et al. 2014; Puelles y Rubenstein 2015), se
subdivide en una parte rostral, denominada dominio paraventricular terminal (TPa o
SPVt) y una parte caudal, el dominio paraventricular peduncular (PPa o SPVp). El
modelo postula que cada una daria origen a poblaciones celulares diferentes. El
dominio entero esta caracterizado por la expresion del factor de transcripcién Otp,
implicado en proliferacion y diferenciacién celular (Acampora et al. 2000), incluyendo la
de las neuronas con VP y OT de los nucleos PVN y SO del hipotdlamo (Wang y Lufkin
2000; Acampora et al. 2000). Sin embargo, se han descrito células con Otp y neuronas
con VP y OT fuera del dominio, y no queda claro si éstas se originan dentro o fuera del
SPV.

65



Resultados

Con el fin de definir mejor los limites del dominio SPV e intentar discriminar entre la
posible dispersion de las células con Otp desde el SPV y/o un origen mdultiple en
distintos dominios, se realizé un andlisis espacio-temporal de la expresion de los
factores de transcripcion Otp y Isletl en comparacién con un marcador de glia radial
(RC2). Isletl se expresa en los dominios adyacentes al SPV (dorsal, ventral y
caudalmente), utilizandose en este estudio como delimitador del dominio SPV. Asi, se
analizo el patrén de expresion de estos marcadores desde el estadio E9.5 al E14.5.

En E9.5 no se detecta expresiéon de Otp. En este estadio, Isletl aparece muy
restringido en el manto del dominio quiasmatico o subparaventricular (Ch/SPa) vy el
preéptico (PO). En esta edad y mas tarde, el SPV aparece como un dominio negativo
para Isletl, intercalado entre los dominios Ch/SPay PO (Fig. 3.1A).

En E10.5, aparecen las primeras células Otp en el manto del dominio SPV (Fig.
3.1B,C) y en el tallo 6ptico (Fig. 3.1D). Este dominio queda delimitado por Isletl, que
se expresa en los dominios PO (dorsalmente), Ch/SPa (ventralmente), y pretalamico
(en el prosbmero 3 o p3, caudalmente) (Fig. 3.1A-C). Caudalmente, una parte dorsal
del SPV se relaciona ademas con la eminencia pretaldmica (también en el p3), que no
expresa lIsletl y esta situada dorsalmente al pretalamo (Fig. 3.1B). A esta edad, las
células Otp no se encuentran totalmente restringidas a su dominio radial. Asi, el
principal grupo de células Otp se encuentra restringido al SPV (Fig. 3.1B,C) y a su
extension en el tallo éptico (Fig. 3.1D), pero en los cortes mas caudoventrales -
cuando se pasa directamente del pretdlamo (en p3) al Ch/SPa - se observan algunas
células con Otp que se entremezclan con las células Isletl (Fig. 3.1D). En base a su
proximidad a p3 (en el limite caudal), parece que la mayor parte de las células Otp se
encuentran en la subdivisibn peduncular del SPV, mientras que las que se
entremezclan con lIsletl estarian en el dominio quiasmatico peduncular (Chp/PSPa).
Ademas, contrariamente a la suposicién de que el pediculo éptico se extiende desde la
subdivisién terminal, nuestros datos sugieren que podria tener una parte terminal y
otra peduncular (esta ultima con muchas mas células Otp) (ver los insertos de la Fig.
3.1).

A partir de E11.5 se observan muchas méas células con Otp, tanto en la parte
peduncular como en la terminal, aunque el limite entre ambas partes es incierto y no
se puede definir s6lo con Otp (Fig. 3.2A-C). EI SPVt aparece en cortes mas
rostrodorsales, en continuidad con PO (Fig. 3.2A), mientras que el SPVp aparece en
cortes mas caudoventrales en continuidad con la parte evaginada y caudal del
telencéfalo donde se encuentra el primordio de la amigdala (Fig. 3.2C) y, mas
caudoventralmente, esta en relacién con p3 (ver también la comparacion entre Otp y

Isletl en cortes adyacentes en E12.5 en la figura 3.3). En E11.5 y E12.5, la mayor
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parte de las células con Otp se encuentran segregadas de Isletl en SPVty SPVp. Sin
embargo, se observa una importante mezcla de ambos tipos celulares en el dominio
PO (Fig. 3.2A,B). El andlisis de doble marcaje usando inmunofluorescencia indica que
Otp y Isletl no colocalizan y se encuentran totalmente segregados en células distintas,
aunque entremezcladas en PO (Fig. 3.2A,B).

Para poder comprender mejor la dimension radial del SPV y la posicion de las
células Otp con respecto a dicha dimension, se compar6 la expresiéon de Otp con la
glia radial en E12.5, tanto en cortes adyacentes (Figs. 3.4; 3.5) como en secciones con
triple marcaje de Otp, Isletl y RC2 (un marcador de glia radial) (Fig. 3.6). Este tipo de
analisis sugiere que los grupos mas compactos de células Otp se encuentran en el
manto de los dominios radiales del SPVt y el SPVp (ocupando una extensién radial
mas amplia, desde posiciones periventriculares hasta la superficie, en SPVp), desde
los cuales podria haber una dispersién tangencial de células Otp. Por un lado, esta
supuesta dispersion tangencial de células Otp es evidente en los cortes mas
rostrodorsales, extendiéndose desde SPVt a PO (Fig. 3.4A,B). Durante el desarrollo,
esta aparente dispersion de células Otp desde el SPVt al PO va en aumento,
entremezclandose en PO con células Isletl sin llegar a colocalizar (Figs. 3.3A; 3.4A,
3.7A-D).

Por otro lado, en cortes mas caudoventrales se observa una aparente dispersion
de células Otp desde el dominio SPVp que alcanzan el territorio prospectivo de la
amigdala extendida (Figs. 3.3C,E; 3.4C,E; 3.5A). Una parte importante de estas
células se situan en el BSTM, concretamente en una subdivision situada alrededor de
la comunicacion interventricular de Monro (Figs. 3.3C; 3.4C; E3.7). Esta subdivision
del BSTM podria localizarse en el aspecto mas dorsal del SPVp (por ello lo hemos
llamado BSTM hipotalamico o BSTMh), una subdivision que se deforma dorsalmente
formando una espiga que toca el telencéfalo segun el modelo prosomérico (Puelles y
Rubenstein 2003, 2015; Morales-Delgado et al. 2014; Ferran et al. 2015). No obstante,
debido a la deformacion, la organizacién de las células y la disposicion de la glia radial
en esta zona son poco claras y dificiles de interpretar (Figs. 3.4C-E; 3.5A,B). Otro
grupo de células Otp en continuidad con las del SPVp se extienden en el telencéfalo,
incluyendo otras partes palido-predpticas del BSTM (Fig. 3.6A’,A”) y la amigdala
medial; en esta Ultimas las células Otp quedan segregadas de un grupo de células con
Islet1 relacionado con la amigdala central (Figs. 3.3G,H; 3.4E; 3.6B,B’,B”), que
proceden del dominio estriatal ventral (Bupesh et al. 2011b).

Ademas de la aparente dispersion de células dorsalmente hacia el telencéfalo,
parece existir una dispersion ventral de células Otp. Entre éstas, existe un grupo

particularmente importante de células que parecen ocupar el dominio Ch/SPa (flechas
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en Figs. 3.3C,E; 3.4C). Este dominio tiene una gran cantidad de células Isletl, pero
éstas ocupan una posicién medial con respecto a las células Otp (Fig. 3.3D,H). Por
ello, a este grupo de células Otp situadas en la parte superficial del dominio Ch/SPa le
hemos llamado nucleo quiasmético superficial (SuC), y estaria situado en la parte
terminal del dominio (Figs. 3.3E; 3.4C). En niveles pedunculares del dominio, también
se observan células Otp (Figs. 3.3G; 3.4E), que podrian resultar de una dispersion
desde el SPV peduncular.

En E13.5 el patron de expresion de Otp es bastante similar al de E12.5, aunque
parece aumentar la densidad de las células Otp tanto en los dominios radiales SPVt y
SPVp, como en las que se entremezclan con Isletl en el PO (Fig. 3.7C,D). Algunas
células Otp también parecen alcanzar el PO comisural (POC), que tiene menos células
con Isletl con respecto al PO ventral (POv) (Fig. 3.7C,D y datos obtenidos de dobles
marcajes Otp-Islet no mostrados). La comparacion con la glia radial apoya la supuesta
dispersién tangencial de las células Otp que pueblan tanto el POv como el POC (Fig.
3.8A-D).

En E13.5, también se encuentran muchas células con Otp en el BSTMh (en la
parte dorsal del SPVp), pero ademas se observan subpoblaciones de células que
alcanzan partes mas laterales de la amigdala medial extendida, incluyendo partes
laterales del BSTM y la amigdala medial (Figs. 3.7E,G; 3.8E,G; 3.9). Como en edades
anteriores, mientras las células Otp y Isletl se entremezclan en PO (pero sin llegar a
colocalizar), ambos tipos celulares permanecen principalmente segregados a nivel del
BSTM y la amigdala medial (Fig. 3.9).

Ademas, en E13.5 existe un contingente importante de células Otp que parecen
dispersarse ventralmente hacia el Ch/SPa (Figs. 3.7E,G; 3.8E,G); como anteriormente,
en el Ch/SPa las células con Otp aparecen mas proximas a la superficie y segregadas
de las células Isletl de dicho dominio (Figs. 3.7F; 3.9B), constituyendo el nicleo SuC
(Fig. 3.7E). Algunas de estas células Otp parecen contribuir al SO tuberal, situado mas
ventralmente aln, ya en la placa basal (Fig. 3.7G; véase seccion 3.2). Otras células
Otp parecen estar situadas en el dominio Ch/SPa a nivel peduncular (Fig. 3.7G).

En E14.5, se puede apreciar mejor la localizacién precisa de las células Otp al
estar mas desarrollado el manto y distinguirse diferentes estratos, desde zonas
proximas al ventriculo hasta la superficie. A nivel terminal, un aspecto novedoso es
gue por primera vez Otp se extiende desde la zona periventricular a la superficie radial
del SPVt (Fig. 3.10A). En el PO, sigue existiendo mucha mezcla de células con Otp o
con Isletl (particularmente, en la parte ventral del PO, adyacente al SPVt), pero ahora
se aprecian varios estratos intercalandose unos donde predominan mas las células

Otp (por ejemplo a nivel periventricular) con otros donde predominan las células Isletl
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(Figs. 3.10A; 3.11A,A’,C’). A nivel peduncular, se hace méas evidente el BSTMh dentro
del dominio radial del SPVp, mostrandose como un corredor rico en células Otp muy
empaquetadas (Fig. 3.10C,D). Aparentemente, este BSTMh apenas tiene células
Isletl (Fig. 3.11B’), marcador expresado en los dominios adyacentes al SPV. Una
subdivision del BSTMh se convierte en el BST supracapsular (BSTS; Fig. 3.10E).

Ademas, al hacer la comparacién con la glia radial a esta edad, algunas células
Otp parecen dispersarse tangencialmente, llegando a otras divisiones mas laterales
del BSTM y otras partes de la amigdala medial extendida (Figs. 3.10A,C; 3.11A),
incluyendo la amigdala medial o Me (Fig. 3.10E). En cortes mas caudoventrales, se
aprecia el SPVp en su extensiéon radial (Fig. 3.10E,F), con la mayor parte de las
células en el area periventricular y muchas alcanzando la superficie. Algunas de las
que llegan a la superficie parecen formar parte del primordio del SO principal.

Por otro lado, en esta edad se continua observando una aparente dispersion
ventral de un grupo denso de células Otp hacia el Ch/SPa (el SuC), que parecen ser
continuas con otras mas ventralmente, en el SO tuberal (Fig. 3.10E; véase seccion
3.2). Ademés de éstas, se observan también unas pocas células Otp en posicion
periventricular, que podrian alcanzar esta posicibn mediante migracién tangencial.
Ademas, otro grupo reducido de células Otp parecen dispersarse periventricularmente
hacia territorio pretalamico (Fig.3.10E).

Estos resultados sugieren que el dominio radial del SPV peduncular incluye en su
superficie el nacleo principal del SO. Ademas, incluye una parte posterior del BSTM, el
BSTMh. Nuestros resultados indican que desde estadios muy tempranos las células
Otp no estan totalmente restringidas a su dominio radial y, sobre todo a partir de
E12.5, se observan numerosas células Otp en dominios dorsales y ventrales al SPV,
tanto a nivel terminal como peduncular, posiblemente como consecuencia de
migraciones tangenciales. Dorsalmente, se localizan células Otp dentro del dominio
PO (aparentemente a nivel terminal), y dentro de la EAme, incluyendo partes del
BSTM (posiblemente a nivel peduncular). Ventralmente, hay células Otp que parecen
dispersarse dentro del dominio Ch/SPa, e incluso alcanzan el SO tuberal (en la parte

basal del prosémero terminal).
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3.1.2 Distincion de las divisiones terminal y peduncular del domino SPV en base

ala expresion de Rgs4

Como se ha mencionado en apartados anteriores, el dominio SPV se subdivide en
SPVty SPVp pero la distincion entre estas dos partes no es clara si solo nos guiamos
por la expresion de Otp. Esto dificulta el anélisis de los derivados de cada subdivision,
y la comprension de la contribucion diferencial de ambas subdivisiones a la formacién
del prosencéfalo. Por ello, se realiz6 un primer intento de distinguir entre ambas
subdivisiones del SPV usando para ello un marcador de la parte peduncular del SPV,
denominado Rgs4 (Ferran et al. 2015). Rgs4 codifica para una familia de genes que
regula la sefalizacion de proteinas G activando la GTPasa. En estadios tempranos,
dentro del hipotdlamo alar Rgs4 aparece restringido al componente peduncular del
dominio SPV, marcando la extension dorsoventral completa del dominio en E13.5,
aungue a partir de E15.5 su expresién parece restringirse al componente ventral del
SPVp (Ferran et al. 2015). La expresiéon de Rgs4 también se localiza en el hipotalamo
basal (Ferran et al. 2015).

Por ello, para llevar a cabo este objetivo, se comparé la expresion de Rgs4 con la
de Otp y con la de los neuropéptidos VP y OT, expresados en los nucleos
hipotalamicos PVN y SO. El andlisis se realiz6 en los estadios E12.5y E14.5.

En E12.5, Rgs4 aparece en el dominio SPVp y al comparar con Otp en cortes
adyacentes permite distinguir este dominio del SPVt (Fig. 3.12). Ademéas de su
presencia en el manto del SPVp, se observa un pequefo parche de expresién de Rgs4
en la superficie de la regiébn PO, en una zona libre de expresion de Otp (Fig. 3.12A,B).
Teniendo en cuenta la direccion de la glia radial en la zona preéptica (Fig. 3.4B),
parece que el parche de Rgs4 se localiza en particular en la superficie de la parte
comisural del PO (POC), y no en el PO ventral (POv). En base a ésto y otras
observaciones, es posible que estas dos partes predpticas pertenezcan a dos
prosdmeros distintos, siendo el POC parte del peduncular (donde se encuentra la
expresion de Rgs4) y el PO ventral parte del terminal.

En el SPVp, la expresién de Rgs4 no cubre toda la pared, siendo mas restringida
radialmente que la de Otp (comparar Fig. 3.12C y E con D y F). A este nivel, Otp se
expresa desde la zona periventricular a la superficie. Por el contrario, en el SPVt (que
carece de Rgs4), las células con Otp se concentran en la superficie, dejando libre la
zona periventricular (Fig. 3.12C-F). En base a esta distincion, es posible que la marca
de Otp que se observa ventralmente aparentemente invadiendo el dominio Ch/SPa
(como se explicé en el apartado anterior) (Figs. 3.3G; 3.4E; 3.12E), derive en particular

del SPVt, aunque en todo caso ésto hay que confirmarlo usando una aproximacion
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experimental. Por otro lado, la comparacion entre Rgs4 y Otp permite confirmar la
continuidad entre el SPVp con el grupo de células Otp que se extiende dorsalmente
hacia la amigdala extendida, incluyendo el BSTMh (Fig. 3.12C,E).

En 14.5 ya se observa expresion de los neuropéptidos VP y OT, localizada en los
nucleos hipotaldmicos PVN y SO principal asi como en partes de la EAme (Figs. 3.13
y 3.14). Ademas, estos neuropéptidos muestran expresién en el SO tuberal (Figs.
3.13G; 3.14G). Rgs4 mantiene la expresion en el territorio peduncular, aunque ahora
es mas extensa y compleja. La comparacion de VP y OT con Rgs4 y Otp apoya el
origen de los nacleos PVN y el SO principal en el SPVp (Figs. 3.13D-F; 3.14D-F).
Dorsalmente, la expresion de Rsg4 se extiende por la parte peduncular del telencéfalo,
donde se encuentra la amigdala extendida (Figs. 3.13B; 3.14B). En esta zona también
se observan algunas células con VP (Fig. 3.13A), pero no hay células con OT a esta
edad (Fig. 3.14A).

Por otro lado, con VP y con OT se observa una discontinuidad entre el SO principal
y el SO tuberal (Figs. 3.13G y 3.14G). Mientras la parte principal del SO expresa Rgs4,
la parte tuberal no (Figs. 3.13E,H; 3.14E,H). Esto podria indicar un origen distinto de
ambas partes: mientras la parte principal se origina en SPVp, el SO tuberal podria
derivar del SPVt.

Estos resultados sugieren que ya en E12.5 se pueden distinguir los dos
subdominios del SPV, el SPVp y el SPVt. Ademas, el SPVp parece contribuir al PVN y
al SO principal, ambos incluidos dentro de su dominio radial. Sin embargo, el SO
tuberal no parece tener origen peduncular. Por otro lado, se confirma la relacion del
SPVt con la parte ventral de la zona predptica sin Rgs4, mientras que el SPVp guarda
relacion dorsalmente con el POC y la zona peduncular telencefalica donde se sitda la

amigdala extendida, todas ellas con expresion de Rgs4.
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Figura 3.1. Expresién de Otp en el SPV y en el tallo 6ptico en E10.5. Inmunofluorescencia
doble para Otp (verde) y Isletl (rojo) en secciones oblicuas de 20 um de cerebro de embrién de
ratén de 10.5 dias, de rostrodorsal (A) a caudoventral (D). Los insertos en cada panel muestran
una imagen panoramica de la seccién, con un recuadro de la zona detallada a mayor aumento.
El SPV aparece entre dos dominios ricos en células con Isletl, la zona predptica (PO) y el
dominio quiasmatico o subparaventricular (Ch/SPa). Se observan también algunas células
mesenquimaticas con Isletl, principalmente fuera del tubo neural. En E10.5 se identifican las
primeras células Otp en el SPV y en el tallo éptico. La flecha en C indica unas pocas células
Otp situadas en el SPV, probablemente en su parte terminal. Para abreviaturas ver lista. Barra
de escala: 100 pm.
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Figura 3.2. Aparente dispersidon de células Otp desde el SPV al dominio preéptico en
E11.5. Inmunofluorescencia doble para Otp (verde) y Isletl (rojo) en secciones oblicuas de 20
um de cerebro de embridn de ratén de 11.5 dias, de rostrodorsal (A) a caudoventral (C). Los
insertos muestran una imagen panoramica de la seccion. En esta edad, ambas divisiones del
SPV contienen abundantes células con Otp. La mayoria de las células Otp se encuentran
segregadas de las Isletl. Sin embargo, algunas células se adentran en el PO
entremezclandose con células Isletl. No se observa coexpresion de Otp y Isletl. Para
abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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Figura 3.3. Aparente dispersion de células Otp desde el SPV hacia el dominio predptico
(PO), la amigdala medial extendida (EAme) y el dominio quiasmatico o
subparaventricular (Ch/SPa) en E12.5. Detalles de una inmunohistoquimica para Otp y Isletl
en secciones alternas y seriadas de 80 um de cerebro de embriéon de ratén E12.5 (macho),
cortadas siguiendo un plano oblicuo paralelo al corredor celular amigdalo-hipotalamico, desde
niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (G,H). Los insertos muestran una imagen
panordmica de cada seccién. Las flechas en C y G indican la aparente dispersion ventral de
células Otp hacia el dominio Ch/SPa (rico en células con Isletl, como se observa en las
secciones alternas). En A también se observa una aparente dispersion de células Otp desde el
SPV terminal al dominio PO (con abundantes células Isletl, especialmente en su zona ventral;
flecha azul). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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Figura 3.4. Comparacion de la expresion de Otp en el SPV con la glia radial en E12.5.
Inmunohistoquimica para Otp y un marcador de glia radial (RC2) en secciones alternas y
seriadas de 80 um de cerebro de embrién de ratén E12.5 (macho), cortadas con un plano
oblicuo, desde niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (E,F). Los insertos muestran una
imagen panordmica de cada seccidn. La mayoria de las células Otp se encuentran en la
dimension radial del SPV, ocupando desde posiciones periventriculares a la superficie. Un
grupo abundante de células Otp se dispersa hacia territorios amigdalinos ocupando una
subdivision del BSTM, que se ha llamado el BSTMh (C). Comparando con la glia radial, parece
gue algunas células Otp se dispersan tangencialmente desde la extensién radial del SPV,
alcanzando el dominio PO, la EAme y el Ch/SPa. Dentro de la EAme, algunas células Otp
llegan a la Me (E). El SuC es un conjunto de células Otp que aparecen situadas en el Ch/SPa
terminal (C), mientras que la flecha en E apunta a otro conjunto de células que parecen ocupar
la parte peduncular del Ch/SPa. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.
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Figura 3.5. Aparente dispersion ventral desde el SPVp y el SPVt al dominio Ch/SPa.
Inmunohistoquimica para Otp y un marcador de glia radial (RC2) en secciones alternas y
seriadas de 80 um de cerebro de embrién de ratén E12.5 (macho), cortadas con un plano
transversal al hipotdlamo, desde niveles caudales (A,B) a ventrales (G,H). Se observa la
dimension radial de los subdominio SPVp (A-D) y SPVt (E-H). Un grupo abundante de células
Otp se dispersa hacia territorios amigdalinos ocupando la parte telencefélica del BSTM y la Me
(A). Algunas células Otp del SPVp se dispersan tangencialmente alcanzando la parte
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peduncular del Ch/SPa (C). Desde el SPVt, las células Otp se adentran en la parte terminal del
Ch/SPa (E,G), y algunas alcanzan territorios hipotaldmicos mas ventrales y ocupan el SOtu
(G). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.

E12.5

Otp/ IIRE2 Otp/ IRC2

Figura 3.6. Expresion de Otp y Isletl en comparacién con la glia radial en E12.5. Triple
inmunohistoquimica combinando una doble inmunofluorescencia para Otp (verde) y Isletl (rojo)
con una inmunohistoquimica para un marcador de glia radial (RC2; negro) en secciones de 80
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pum de cerebro de embrién de ratén E12.5 (macho), cortadas con un plano oblicuo, en un nivel
rostrodorsal (A) y otro caudoventral (B). Comparando con la glia radial, se aprecia una
aparente dispersién tangencial de las células Otp desde el SPV a la parte palido-preéptica del
BSTM (A’,A”). Aqui, las células Otp y Islet1 se entremezclan sin llegar a colocalizar. En cambio,
en la Me hay células Otp totalmente segregadas de las células Islet1 en la Ce (B”). Para
abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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Figura 3.7. Numerosas células Otp parecen dispersarse desde el SPV a dominios
dorsales y ventrales al mismo en E13.5. Inmunohistoquimica para Otp y Isletl en secciones
de 80 um de cerebro de embrién de ratén E13.5 (macho), cortadas con un plano oblicuo, desde
niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (G,H). Los insertos muestran una imagen
panoramica de cada seccion. A esta edad, el patron de expresién de Otp es similar al
observado en E12.5, aunque son mayores la densidad celular en el SPV y el nUmero de células
que se mezclan con células Isletl. Aumenta también la dispersion de células Otp hacia
dominios dorsales y ventrales al SPV, localizandose numerosas células en el PO, la Me, el
BSTM (incluida la subdivision hipotalamica, BSTMh) y en el Ch/SPa, todos ellos territorios
Isletl positivos. En las células Otp observadas en el dominio Ch/SPa, algunas parecen estar
localizadas a nivel del prosémero terminal (en el nicleo SuC; E), y otras en el peduncular
(flecha en G). Ademas, aparecen unas pocas células en el primordio del SOtu, a nivel basal
(G). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.
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E13.5
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Figura 3.8. Comparacion de la expresion de Otp en el SPV con la glia radial en E13.5.
Iméagenes de dos casos de inmunohistoquimica para Otp y un marcador de glia radial (RC2) en
secciones de 80 um de dos cerebros de embrién de ratén E13.5 (hembras), cortadas con un
plano oblicuo, en niveles rostrodorsales (A-D) y caudoventrales (G,H). Los insertos muestran
una imagen panoramica de cada seccion. La disposicién de la glia radial en el SPV muestra
coémo algunas de las células Otp siguen una trayectoria tangencial. Estas parecen dispersarse
dorsalmente dentro del dominio PO y la EAme, invadiendo algunas células la Me (G).
Ventralmente, las células Otp se adentran en el dominio Ch/SPa (E-H). La division hipotalamica
del BSTM (BSTMh) se encuentra dentro de la dimensiéon radial del SPV (E,F). Para
abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pum.
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E13.5
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Figura 3.9. Expresion de Otp y Isletl en comparacién con la glia radial en E13.5.Triple
inmunohistoquimica combinando una doble inmunofluorescencia para Otp (verde) y Isletl (rojo)
con una inmunohistoquimica para un marcador de glia radial (RC2; negro) en secciones de 80
pum de cerebro de embrién de raton E13.5, cortadas con un plano oblicuo, en un nivel
rostrodorsal (A) a caudoventral (B). Las células Otp que parecen dispersarse dorsalmente
hacia el PO se encuentran entremezcladas con células Isletl, pero sin llegar a colocalizar
(A,A’). Por otro lado, un grupo de células Otp parece dispersarse ventralmente hacia el
Ch/SPa, donde se observa segregacion con las células Isletl (B). Ademas, abundantes células
Otp se localizan en el BSTMh en la dimensién radial del SPVp, donde también permanecen
segregadas de las células Islet1 (B,B’). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.
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Figura 3.10. En 14.5 se continla observando la aparente dispersion desde el SPV a
dominios dorsales y ventrales adyacentes. Inmunohistoquimica para Otp y un marcador de
glia radial (RC2) en secciones de 80 um de cerebro de embrion de raton E14.5 (hembra),
cortado con un plano oblicuo, desde niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (E,F). Los
insertos muestran una imagen panordmica de cada seccion. En cortes mas ventrales, se
aprecia la extension radial del SPV, identificandose células Otp en el area periventricular y
muchas alcanzando su superficie (C,E). A esta edad, el BSTMh, corredor rico en células Otp,
se hace mas evidente dentro de la dimension radial del SPV (C). Comparando con la glia
radial, parece que algunas células Otp se dispersan tangencialmente hacia partes
telencefélicas del BSTM y otras partes de la EAme (C-F). Algunas llegan a la amigdala medial
(E). Se sigue observando la dispersién ventral al Ch/SPa de un grupo compacto de células Otp,
gue hemos llamado nucleo quiasmatico superficial o SuC (E). Para abreviaturas ver lista. Barra
de escala: 100 pm.
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Figura 3.11. Expresion de Otp y Isletl en E14.5. Doble inmunofluorescencia para Otp (verde)
y Isletl (rojo) en secciones de 80 um de cerebro de embrién de ratén E14.5, con un plano de
corte como se indica en el dibujo. A esta edad se aprecian varios estratos en el PO, con unos
donde predominan las células Otp intercalandose con otros ricos en células Islet1 (A’,C’). La
division BSTMh, rica en células Otp, parece estar segregada de las células Isletl. Ademas,
algunas células Otp alcanzan otras divisiones telencefalicas del BSTM y otras partes de la
EAme. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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Figura 3.12. Comparacion de la expresiéon de Otp con un marcador de la division
peduncular del SPV (Rgs4) en E12.5. Hibridacién in situ para los genes de Otp y Rgs4 en
secciones alternas y seriadas de 80 pum de cerebro de embrién de raton E12.5 (macho),
cortadas con un plano oblicuo. La expresién de Rgs4 en el SPVp se encuentra mas restringida
radialmente que la de Otp, que se extiende desde la zona periventricular a la superficie. En
cambio, en el SPVt no se expresa Rgs4 y las células Otp se concentran en la superficie,
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dejando libre la zona periventricular. Segun este marcador, es el SPVp el que se continda con
las células que se dispersan dorsalmente hacia la EAme y el BSTMh. Para abreviaturas ver
lista. Barra de escala: 100 um.
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Figura 3.13. Comparaciéon de la expresion del marcador del SPV peduncular (Rgs4) con
la de vasopresina y Otp en E14.5. Hibridacién in situ para los genes de Rgs4, Otp y VP
(A,B,D,E,G-l) e inmunohistoquimica para Otp (C,F) en secciones de 80 um de cerebro de
embrién de ratén E14.5, cortadas con un plano oblicuo. La expresion de VP se localiza en los
nacleos PVN y SO, en la EAme y en el SO tuberal. A esta edad, la expresion de Rgs4 se
mantiene en territorio peduncular. La comparacion de la expresion de Rgs4 con la de VP y Otp
sugiere el origen peduncular de los nicleos PVN y SO. Ademas, hay células Rgs4 dispersas
dorsalmente en la EAme (parte peduncular telencefélica), donde se identifican algunas células
VP (A,B). Por otra parte, Rgs4 se expresa en el SO pero no lo hace el SO tuberal (E,H). Esa
discontinuidad entre el SO y el SOtu se observa también en la expresion de VP (G). Para
abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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Figura 3.14. Comparacién de la expresién del marcador del SPV peduncular (Rgs4) con
la de oxitocina y Otp en E14.5. Hibridacion in situ para los genes de Rgs4, Otp y OT (A,B,D-1)
e inmunohistoquimica para Otp (C) en secciones de 80 um de cerebro de embrién de ratén
E14.5, cortadas con un plano oblicuo. La expresion de OT se localiza en los nucleos PVN y SO
y en el SO tuberal. A esta edad, la expresion de Rgs4 se mantiene en territorio peduncular. Al
igual que sucede con VP, la comparacién de la expresion de Rgs4 con la de OT y Otp sugiere
el origen peduncular de los nucleos PVN y SO. En 14.5, OT no se expresa en la EAme,
territorio Rgs4 positivo (A,B). Ademas, se observa una discontinuidad entre el SO y el SO
tuberal con la expresion de OT (G). Mientras que el SO contiene células Rgs4, el SO tuberal no
(E,H). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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3.2 ONTOGENIA DE LAS CELULAS VP Y OT EN EL HIPOTALAMO Y LA
AMIGDALA MEDIAL EXTENDIDA

Como ya hemos explicado anteriormente, los neuropéptidos VP y OT se producen
en neuronas de los ndcleos hipotaldamicos PVN y SO, los cuales necesitan del factor
de transcripcion Otp para su desarrollo (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin 2000).
Sin embargo, estos neuropéptidos no sélo se expresan en neuronas del hipotdlamo,
sino que también se expresan en una pequefia subpoblacién de neuronas de la
amigdala medial extendida (EAme) (Wang y Lufkin 2000; Garcia-Moreno et al. 2010),
y se ha sugerido que quizas provengan del dominio hipotalamico SPV (Bupesh et al.
2011a; Abellan et al. 2013; Medina et al. 2017). Esta propuesta se basa en la
demostracion de migraciones tangenciales de células desde el SPV hipotalamico a la
EAme, incluyendo el BSTM y la amigdala medial (Me) (Soma et al. 2009; Garcia-
Moreno et al. 2010; Bupesh et al. 2011a), y a que dichas células migradas expresan
Otp (Garcia-Moreno et al. 2010). De hecho, en los apartados anteriores de resultados
vimos las aparentes rutas de la dispersion de células con Otp desde el SPV,
distinguiendo entre el SPVp y el SPVt, algo que no se habia considerado
anteriormente.

En esta parte del trabajo se muestran los resultados del analisis espacio-temporal
de la expresion de estos neuropéptidos en comparacion con Otp, haciendo especial
hincapié en distinguir las poblaciones que se originan en el SPVt y/o el SPVp, y en
analizar su posible dispersion hacia otras regiones del prosencéfalo, incluyendo la
amigdala extendida. Para ello, se usaron ratones desde estadios tempranos del
desarrollo embrionario a edades postnatales, en concreto, desde E12.5 a P7. Para los
estudios de desarrollo se realizaron hibridaciones in situ para los genes de VP y OT y
se compararon con Otp en secciones adyacentes, asi como con el material de Otp,
Isletl, Rgs4 y glia radial presentado en los apartados anteriores. El uso de hibridacion
in situ para detectar VP y OT permite detectar la presencia de neuronas
vasopresinérgicas y oxitocinérgicas desde etapas muy tempranas del desarrollo, antes
de que se acumule suficiente cantidad de péptido para detectarse mediante
inmunohistoquimica. En el caso de los individuos postnatales, se estudid Gnicamente
la expresion de VP mediante técnicas inmunohistoquimicas, utilizando tres edades
postnatales: PO, correspondiente con el dia de nacimiento; P3, a los tres dias de

nacer; y P7, siete dias después del nacimiento.
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3.2.1 Patron de expresiéon de VP y OT durante el desarrollo embrionario

En E12.5 no se observa expresion de VP y OT. A partir de E13, se identifican las
primeras células VP y OT en el dominio radial del SPVp (Fig. 3.15), que es Otp y Rgs4
positivo, tanto a nivel superficial como periventricularmente (Figs. 3.4; 3.12). Las
células con VP se localizan periventricularmente en el nicleo PVN, mientras que las
superficiales se sitian en el SO (Fig. 3.15A). En E13, estas Ultimas son mas
abundantes y tienen expresién mas fuerte de VP que las observadas en el PVN. En
este estadio, la expresion de OT es mas débil que la de VP, observandose algunas
células con poca expresion en el SO pero no en el PVN (Fig. 3.15B).

En E13.5, la situacion es similar a la observada en E13 (Fig. 3.16). VP se expresa
en el PVN y en el SO a nivel peduncular (Fig. 3.16C) mientras que las células con OT
Unicamente se localizan en el SO en el mismo prosémero (Fig. 3.16D). A esta edad,
VP y OT se encuentran en el dominio radial de SPVp, que es Otp positivo. Sin
embargo, la zona superficial del SPVp con mayor concentracion de células con VP y
OT (donde se encuentra el SO principal) presenta expresion mas débil de Otp (Fig.
3.16A,B; ver también Figs. 3.7E y 3.10E), lo cual podria ser debido a que este factor
de transcripcion se apaga en las células una vez se han diferenciado. Por el contrario,
no se observan células con VP y OT en territorios dorsales y ventrales al SPV con
expresion de Otp, como el BSTM, la Me y el dominio Ch/SPa (Fig. 3.16A,B). Tampoco
se observan células con VP y OT en el SPVt.

En E14.5, la expresion de estos neuropéptidos es muy abundante a lo largo del
dominio radial del SPVp (Otp positivo), tanto a nivel periventricular como superficial
(Fig. 3.17A,B,D,E). A nivel periventricular, se identifican numerosas células VP y
algunas OT en el PVN. Se observa ademéas un reguero de células con VP que se
extiende radialmente desde el PVN a la superficie radial del SPVp (Fig. 3.17D), donde
existe una poblacién muy numerosa de células con VP y OT en el SO principal (Fig.
3.17A,B,D,E). Las células VP y OT del SO principal, que estan dentro del dominio
radial del SPVp, coinciden con la expresion moderada o débil de Rgs4 y Otp (Figs.
3.13D,E; 3.14D,E,F; 3.17A-F).

A partir de esta edad, la expresion de VP y OT no se restringe al dominio radial del
SPVp, identificandose las primeras células dorsalmente en la EAme (Fig.
3.17A,B,D,E). Asi, en el BSTM se encuentran algunas células con VP y OT (Fig.
3.17A,B) que parecen provenir de una dispersion dorsal desde el SPVp, al igual que
sucede con las células Otp en esta zona que se han descrito en la seccion 3.1 (Figs.
3.10C; 3.17C). Algunas de estas células se encuentran a nivel del BSTM y en la zona

sublenticular de la EAme (SEAme). Ademas, algunas células VP y OT parecen
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alcanzar la amigdala medial posterior (MeP) (Fig. 3.17D,E). Al igual que con Otp,
dentro del prosdbmero peduncular podria existir alguna dispersion ventral de células
con VP y/u OT (Fig. 3.17D-F), que habria que confirmar con ensayos de migracion.

Ventralmente al SPVt, se observa un grupo numeroso de células VP y OT en la
superficie del prosémero terminal. La posicion de estas células coincide con la de las
células Otp que parecian dispersarse desde el SPVt hacia el Ch/SPa (caracterizado
por expresion de Isletl en las figuras del apartado 3.1) y mas ventralmente, hacia el
territorio basal (Fig. 3.17D-I). Estas ultimas aparentemente daran lugar al SO tuberal
(SOtu). Se observa generalmente una separaciéon (un “gap” o area libre de células)
entre las células con VP y/u OT observadas a nivel terminal ventral y las observadas a
nivel peduncular (por ejemplo, Fig. 3.17D,H).

En E15.5, la expresion de VP y OT fue similar a la de E14.5, observandose un
marcaje mas intenso en los nicleos PVN y SO. En esta edad, se compard la expresion
de VP y OT con la de otro neuropéptido que se localiza en el PVN, el CRF. Mientras
que los tres se detectan en el PVN (Fig. 3.18), el CRF no se expresa en el SO principal
ni en partes intermedias del dominio radial SPVp (Fig. 3.18C,F), donde si existen
numerosas neuronas con VP y/u OT (Fig. 3.18A,B,D,E). A esta edad, tampoco se
observan células con CRF en la EAme, ni en el SOtu o en otras partes del prosémero
terminal que si expresan VP y/u OT (Fig. 3.18C,F).

En E16.5, va aumentando el nimero de células que expresan VP y OT en distintas
zonas de expresion de Otp, incluyendo distintos nacleos del SPVp, asi como distintas
subdivisiones de la EAme (Figs. 3.19 y 3.20).

En la dimension radial del SPVp, se observan células VP y OT en el PVN, el
hipotalamo anterior (AH) y lateral (LH) y el SO (Figs. 3.19; 3.20). En el PVN y el SO la
expresion de VP y OT es muy intensa, coincidiendo con grupos de células Otp (Figs.
3.19D-L; 3.20G-0). Como se explicé en apartados anteriores, el SPVp dorsal se
extiende hacia el telencéfalo para formar una parte espigada del BSTM, rica en células
Otp, que hemos llamado BSTMh, y tiene una continuacién en el llamado BST
supracapsular (BSTS) (Fig. 3.19B,E,H,K). En el BSTMh, se observan algunas células
VP coincidiendo con la zona de expresion de Otp (Figs. 3.19D,G; 3.20K), mientras que
OT no se aprecia en dicha division del BSTM (Figs. 3.19F; 3.20L). También se observa
alguna célula suelta que expresa VP en el BSTS (Fig. 3.19G), pero a esta edad no se
observa expresion de OT en esta subdivision (Figs. 3.191,L; 3.20I,L).

Desde la parte dorsal del SPVp, se observan algunas células con Otp que invaden
(quizas por dispersion tangencial) otras partes telencefalicas del BSTM. Algunas de
éstas alcanzan niveles del BSTM alrededor de la comisura anterior (Fig. 3.19B), donde

a esta edad también se observan algunas células con VP y OT (Figs. 3.19A,C; 3.20C).
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Es decir, estas células alcanzan probablemente esta posicién debido a una dispersion
dorsal desde el SPVp, que se adentra en el dominio del POC, relacionado con la
comisura anterior (seccion 3.1).

La parte intermedia del SPVp también parece producir células con Otp que se
dispersan dorsalmente e invaden partes mas laterales de la EAme, incluyendo la parte
posterolateral del BSTM, la SEAme y la Me (Fig. 3.19E,H). En estas zonas se localizan
algunas células con el neuropéptido VP, pero casi no se observan células con OT en
la EAme a esta edad (Figs. 3.19D-L; 3.20G-0O). En la Me, que contiene un grupo de
células Otp (Figs. 3.19H-K; 3.20J,M), también tiene algunas células VP y OT en su
parte posterior (MeP; Fig. 3.20M-0).

Por otro lado, el SPVt que es rico en células Otp desde etapas tempranas y
también a esta edad (Fig. 3.19B), casi no contiene células con VP ni con OT (Fig.
3.19A,C). Tampoco se observan células con VP u OT en el area PO ventral, donde
hay células Otp (Fig. 3.19A-C), excepto por unas pocas localizadas en una parte
terminal del SO (Fig. 3.20B,C). Sin embargo, si se observan células con VP en el
ndcleo supraquiasmatico (SCh), localizado en el dominio Ch/SPa terminal (Figs.
3.19D,G; 3.20H,K). Aparentemente, estas células VP podrian originarse de una
dispersién ventral desde la parte periventricular del SPVt, al igual que las células Otp
que se observan periventricularmente en el dominio Ch/SPa (Figs. 3.19D,E,G,H;
3.20G,H,J,K). Por el contrario, no se observan células con OT en el ndcleo SCh a esta
edad (Figs. 3.19F,l; 3.201,L). También se observan algunas células en la superficie del
Ch/SPa que tienen VP (Fig. 3.19G) pero no OT (Fig. 3.19l), que coinciden con un
grupo de células Otp en la misma zona (Fig. 3.19E).

Ademas, en la parte terminal del hipotalamo basal hay células VP y OT cerca de la
superficie, localizadas en el SOtu, coincidentes con células Otp, que parecen ser una
continuacién de las observadas a nivel alar en la misma zona (en la superficie de
Ch/SPa) y podrian dispersarse ventralmente por la superficie desde el SPVt (Figs.
3.19J-L; 3.20M-0). Asi, en el SOtu se observa un grupo celular muy compacto que
contiene VP y OT y que expresa Otp (Figs. 3.19J-L; 3.20M-O). En el nlcleo arcuato
(Arc), que es Otp positivo (Fig. 3.20M), no se observan células VP ni OT (Fig. 3.20M-
0). En esta edad, tampoco la eminencia media (ME) contiene células con los
neuropéptidos VP y OT.

En E18.5, etapa final del desarrollo prenatal del ratén, se observa un gran nimero
de células diferenciadas que expresan VP y OT en el hipotalamo alar y basal y en la
EAme (Fig.3.21). En este estadio, la expresion de ambos neuropéptidos es muy
intensa. La distribucion es generalmente similar a la descrita en E16.5, aunque ahora

hay mas células con OT, coincidiendo en gran medida con la localizaciéon de las
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células VP, con algunas excepciones como en el nucleo SCh. En lineas generales,
tenemos dos grandes grupos de células con VP y con OT, uno en el prosémero
peduncular y otro en el prosémero terminal. El grupo peduncular se localiza
principalmente en el hipotdlamo a nivel del SPVp, con numerosas células en PVN, AH,
LH y SO principal, ademas de algunas células en el BSTMh y BSTS. También se
observan células con VP y con OT més dispersas en varias partes de la EAme
telencefalica, incluyendo el BSTM a nivel comisural, en el BSTM posterolateral, en la
SEAme y, menos frecuentemente, en la Me. También parecen existir algunas células
con VP y/u OT ventrales al SPVp. Por su parte, el grupo terminal incluye una
subpoblacion de células con VP y/u OT en el SO terminal, en la superficie del SPV1.
Ventralmente, incluye otra subpoblacién celular periventricular con VP pero no OT
localizada en el SCh. Ademas, incluye poblaciones superficiales de células con VP vy
con OT, localizadas a nivel alar en la superficie del Ch/SPa y, a nivel basal en el SOtu.
Este Ultimo grupo es muy abundante. A continuacién, se dan algunos datos sobre
estos diversos grupos, junto con la referencia de la figura en la que aparecen.

En la dimension radial del SPVp, muchas células que expresan VP y OT se
encuentran formando grupos compactos en el PVYN y en el SO, y en el LH se observan
células mas dispersas (Fig. 3.21). Ademés, algunas células VP y OT parecen
localizarse en el BSTMh (Fig. 3.21C-F). También, se observan numerosas células VP
y OT en otras zonas mas dorsales en la EAme, como en el BSTM alrededor de la
comisura anterior (Fig. 3.21A,B), en el BSTM posterolateral y zona sublenticular (Fig.
3.21C-F), y ademas hay algunas células en la Me (Fig. 3.21E-H). Ventralmente, unas
pocas células parecen despegarse del SO principal y podrian estar invadiendo el
Ch/SPa peduncular (Fig. 3.21E,F) o incluso la region del hipotdlamo peduncular basal
(Fig. 3.21H).

En el SPVt, se observan algunas células con VP y/u OT en el SOt (Fig. 3.21A,B).
El dominio Ch/SPa terminal, en concreto el ndcleo SCh, contiene células con el ARNm
de VP, pero no con OT (Fig. 3.21C-F). Lateralmente al SCh, también se observan
algunas células con VP, y células con OT (Fig. 3.11E,F). Por su posicion, parte de
estas células podrian estar en lo que queda del SuC (en el Ch/SPa terminal).

En el hipotdlamo basal terminal, al igual que en E16.5, se observa un grupo muy
denso de células VP y OT en el SOtu (Fig. 3.21G,H). Sin embargo, el nicleo Arc y la
ME carecen de estos neuropéptidos a esta edad.

Por tanto, estos resultados muestran que se produce un aumento progresivo de la
expresion de VP y OT a lo largo del desarrollo embrionario. A pesar de que las células
con estos neuropéptidos parecen producirse en el dominio hipotalamico alar SPV

(aunque ésto requiere demostracion experimental, que es el objetivo del ultimo
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apartado de los resultados), desde estadios embrionarios se observan células con
expresion de estos neuropéptidos en territorios hipotalamicos fuera del SPV, como el
dominio Ch/SPa (a nivel alar) y el hipotdlamo tuberal (a nivel basal), y
extrahipotaldmicos, como la EAme.

3.2.2 Patrén de expresion de VP en etapas postnatales

En los estadios postnatales, los elevados niveles de expresién de VP permiten una
buena deteccion inmunohistoquimica. La VP se acumula en el soma y las dendritas,
ademas de en los axones y terminales, por lo que mediante inmunocitoquimica se
puede observar la morfologia de las neuronas y de sus prolongaciones axonales.

El nimero de neuronas que expresan VP y la intensidad de la expresién en
animales de ambos sexos no se estabilizan sino que contindan aumentando
postnatalmente, por lo menos hasta siete dias después del nacimiento (Ultimo estadio
estudiado). En las tres edades analizadas, PO, P3 y P7, el patrén de expresiéon de VP
es parecido con pequefias salvedades. A nivel hipotalamico, se observan neuronas
que, como ocurria en los estadios prenatales, se localizan tanto a lo largo de la
dimensién radial del SPV, como en otros territorios quiasmaticos, hipotalamicos
basales y amigdalinos. Ademas, se puede apreciar el complejo sistema de fibras
inmunorreactivas de VP que se distribuye dentro de la dimension radial del SPV y en
dominios dorsales y ventrales al mismo (Figs. 3.22; 3.23; 3.24; 3.25).

La mayoria de las neuronas inmunorreactivas para VP se localizan en los nucleos
PVN, el SO principal y en &reas del hipotalamo situadas entre ambos nucleos (Figs.
3.22; 3.23; 3.24C-F). En el PVN hay expresion de VP en diferentes subdivisiones,
observandose tanto neuronas magnocelulares como parvocelulares desde PO (Figs.
3.22D-1; 3.23). Mezcladas con estas neuronas, se identifican numerosas fibras (Fig.
3.22G-I). Algunas de estas fibras alcanzan el nacleo hipotalamico periventricular (Pe),
un ndcleo alargado situado paralelo al tercer ventriculo, que también contiene algunas
neuronas parvocelulares a nivel del SPVty Ch/SPa (Fig. 3.22F,I; 3.24B). Desde P3, se
observan procesos VP inmunorreactivos que contactan con el epitelio ependimario y
gue se originan tanto en neuronas del PVN, como del Pe (Fig. 3.24B,F).

En las é&reas hipotaldmicas anterior y central (AHA y AHC) y el é&rea lateral
hipotaldmica (LH) a nivel del SPVp se observa una mezcla de neuronas de diferentes
tamafios con claro predominio de neuronas magnocelulares, las cuales parecen
incrementar en nimero con la edad (Figs. 3.22D-I; 3.23; 3.24C,D). Muchas de las
neuronas del LH se orientan paralelas a la dimension radial del dominio SPVp, entre

las fibras vasopresinérgicas que se extienden desde el PVN al SO.
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Las neuronas con niveles mas altos de expresion de VP se encuentran en el
nucleo SO principal, que contiene principalmente neuronas magnocelulares formando
un ndcleo compacto (Figs. 3.22D-1; 3.24E; 3.25D). Sin embargo, el nucleo SO
presenta una subdivisién rostral, que corresponderia con la superficie del SPVt, que
contiene neuronas dispersas, mas pequefas y que empiezan a expresar VP mas tarde
(Figs. 3.22A-C,F; 3.24A). En el SO la densidad de fibras se intensifica en P3 y P7 (Fig.
3.22D-l). Algunas de estas fibras discurren paralelas al tracto 6ptico situandose en la
superficie del dominio Ch/SPa, donde también se observan algunas neuronas (Figs.
3.22D-l; 3.24E). En posicion medial, en este dominio se localiza el ndcleo SCh, que
posee un grupo compacto de neuronas parvocelulares que a estas edades expresan
niveles bajos de VP (Fig. 3.22D-F).

Los axones que expresan VP de las neuronas del PVN, el SO, el AH y el LH
cursan ventralmente hacia territorios basales hipotaldmicos y cursan hacia la
neurohipdfisis a través de la eminencia media (ME) (Figs. 3.23; 3.24G,H). La ME esta
en el hipotalamo basal terminal, lo que significa que los axones procedentes del SPVp
han de cruzar el limite interprosomérico y, posiblemente lo hacen a nivel basal (Fig.
3.24G,H). La ME muestra una inervacion compacta con gran cantidad de terminales
axonicos y fibras de paso (Figs. 3.23B,C,E,F; 3.24G,H). En estos niveles
caudoventrales, ya en el hipotdlamo basal se identifica un grupo compacto con una
mezcla de neuronas magnocelulares y parvocelulares embebidas entre numerosas
fibras vasopresinérgicas que forma el nicleo supradptico tuberal (SOtu) (Figs. 3.23;
3.24E,G). Este nucleo parece recibir algunos axones del tracto vasopresinérgico que
se extiende del SPVp a la ME. Ademas, los axones de las neuronas VP del SOtu
parecen unirse al tracto descendente que alcanza la ME (Figs. 3.23E,F; 3.24G).

En el area predptica (PO) se detectan fibras VP positivas ya desde PO que se
hacen mas evidentes en P3 y P7. Ademas, a nivel comisural, también se observan
algunas neuronas inmunoreactivas (Fig. 3.22A-F).

En la amigdala medial extendida (EAme) se observan células que expresan VP en
el BSTMh (Figs. 3.22G-l), que como hemos visto constituye la parte mas dorsal del
dominio SPV, pero también en partes telencefélicas del BSTM (Figs. 3.22G-I; 3.23A-C;
3.25B,C) y en la Me, tanto en su parte anterior (MeA; Fig. 3.25D) como en su parte
posterior (MeP; Figs. 3.22G-I; 3.23A,B; 3.25E,F). Ademas, se observan numerosas
fibras con varicosidades que discurren desde el PVN y el SO a la EAme (Figs. 3.22G-;
3.23A-C). La mayoria de estas fibras terminan en el BSTM (Fig. 3.22G-I), pero también
alcanzan la Me tanto su parte anterior (Figs. 3.22D-F; 3.25D) como la posterior
(Figs.3.22G-I; 3.23A,B; 3.25E,F). Algunas de estas fibras son muy gruesas y parecen

ser parte de las dendritas de las neuronas magnocelulares del SO (Fig. 3.25D).
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E13

PVN

Figura 3.15. Expresi6on de vasopresina y oxitocina en el SPV en E13. Hibridacién in situ
para los genes de VP (A) y OT (B) en secciones adyacentes de 80 um de cerebro de embrién
de ratén E13, cortadas con un plano oblicuo. En E13 se identifican las primeras células que
contienen el ARNm de VP en los nucleos hipotalamicos paraventricular (PVN) y supradptico
principal (SO). A esta edad, OT se expresa Unicamente en el SO. Ademas, VP se expresa mas
intensamente que OT. Los insertos muestran una imagen panordmica de cada seccién. Para
abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.
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E13.5

Figura 3.16. Expresion de VP y OT en relacion con el marcador de referencia Otp en
E13.5. Hibridacion in situ para los genes de Otp (A,B), VP (C) y OT (D) en secciones oblicuas
de 80 um de dos cerebros de embrion de ratén E13.5 (cerebro 1: A,B; cerebro 2: C,D). A,B: En
E13.5 Otp se expresa abundantemente en el dominio SPV, que incluye los nicleos PVN y SO
dentro de su dimensién radial. Ademas, las células Otp parecen dispersarse dorsalmente hacia
la EAme y ventralmente hacia el dominio Ch/SPa. C: Las células VP estén localizadas dentro
del dominio radial SPV, poblando densamente el SO. D: La expresion de OT en esta edad es
menor que la de VP. Se identifican células OT en el SO, dentro del dominio radial del SPV que
es Otp positivo. A-D: Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.
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Figura 3.17. Expresion de vasopresina y oxitocina en el SPV, en la amigdala medial
extendida y en el dominio quiasméatico en relacién con la expresion de Otp en E14.5.
Hibridacion in situ para los genes de VP y OT (A,B,D,E,G,H) e inmunohistoquimica para Otp
(C,F,l) en secciones oblicuas de 80 um de dos cerebros de embrion de ratén E14.5 [cerebrol:
A,B,D,E,G,H; cerebro 2: C,F,l], desde niveles rostrodorsales (A-C) a caudoventrales (G-1). Hay
una gran cantidad de células VP y OT en los nicleos PVN y SO, asi como células dispersas en
la EAme, en el dominio Ch/SPa y en partes mas ventrales del hipotdlamo, todas ellas
conteniendo células Otp. En esta edad, en la amigdala medial (Me) no se observan células VP
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ni OT pero si hay expresion de Otp (F,l). Los insertos muestran una imagen panoramica de
cada seccion. C,F,I: Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.
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Figura 3.18. La hormona liberadora de corticotropina se expresa en el SPV pero no lo
hace en la amigdala medial extendida. Hibridacién in situ para los genes de VP, OT y CRF
en secciones oblicuas de 80 um de dos cerebros de embrion de raton E15.5 (cerebro 1:
A,B,D,E; cerebro 2: C,F), en un nivel rostrodorsal (A-C) y otro caudoventral (D-F). VP y OT se
expresan abundantemente en los ndcleos PVN y SO y en la amigdala medial extendida
(EAme) mientras que CRF se concentra Unicamente en el PVN, no apreciandose ninguna
célula en la EAme. Los insertos muestran una imagen panoramica de cada seccion. Para
abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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E16.5

Figura 3.19. Vasopresina y oxitocina se expresan abundantemente en el SPV y algunas
células alcanzan la amigdala medial extendida y otras areas. Detalles de varias
hibridaciones in situ para los genes VP y OT y de una inmunohistoquimica para Otp revelada
con DAB-Ni en secciones oblicuas de 80 um de cerebros de embrion de ratén E16.5, desde
niveles rostrodorsales (A-C) a caudoventrales (J-L). Los insertos muestran una imagen
panoramica de cada seccién. VP y OT se expresan intensamente en los nucleos PVN, SO,
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SOtu y en la EAme, todos ellos conteniendo células Otp. Las poblaciones de VP, OT y Otp en
los nicleos PVN y SO principal se encuentran en el dominio radial del SPV. En cambio, las
células VP y OT en la EAme parecen provenir mayormente de una dispersién dorsal desde el
dominio SPV peduncular (exceptuando las del BSTMh) tanto a nivel peduncular como terminal.
Hay alguna célula VP y OT en la amigdala medial posterior (MeP). Ademas, ventralmente al
SPV, hay algunas células con VP y/u OT en el dominio Ch/SPa, tanto a nivel terminal como
peduncular, solapandose con células con Otp. A nivel del Ch/SPa terminal, hay células con VP
en el nicleo supraquiasmatico. A nivel terminal basal, también hay células con VP y/u OT en el
SOtu (J,L). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pum.
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Figura 3.20. Aparente dispersion de células vasopresinérgicas y oxitocinérgicas desde el
dominio SPV hacia la amigdala medial extendida y otras areas. Detalles de hibridacién in
situ para los genes VP y OT y de una inmunohistoquimica para Otp en secciones oblicuas de
80 um de cerebros de embridon de ratén E16.5, desde niveles rostrodorsales (A-C) a
caudoventrales (M-O). Las imagenes de Otp se muestran como referencia para localizar el
dominio SPV y tanto las poblaciones que se encuentran dentro de su dominio radial (PVN, SO,
hipotadlamo anterior y lateral) como las que aparentemente se dispersan dorsalmente hacia el
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PO (A,D) y la EAme (G,J,M) y, ventralmente, hacia el dominio Ch/SPa vy el hipotalamo basal
(G,J,M). La expresion de VP en la EAme es mayor que la de OT (H,l,K,L). Alguna célula VP y
OT se localiza en la amigdala medial posterior (MeP; N,O). A nivel del Ch/SPa terminal, el
ndcleo supraquiasmatico contiene células VP y Otp mientras que carece de OT (G-L). A nivel
basal terminal, el SO tuberal contiene un gran ndmero de células VP y OT, asi como Otp (M-
0). Mientras el SO principal (localizado en la superficie del SPVp) contiene numerosas células
con VP y/lu OT (E,F,H,I,LK,L,N,O), a esta edad se distinguen también algunas células con el
ARNmM de estos péptidos en una subdivision terminal del SO (SOt; B,C). AD,G,J,M:
Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pm.
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E18.5

Figura 3.21. En E18.5, etapa final del desarrollo prenatal, se localiza un gran namero de
células que expresan vasopresina y oxitocina en el SPV, en otras partes del hipotalamo y
en la amigdala medial extendida. Hibridacidn in situ para los genes de VP y OT en secciones
oblicuas de 80 um de cerebros de embrién de ratén E18.5, desde niveles rostrodorsales (A,B) a
caudoventrales (G,H). Los nucleos hipotaldmicos PVN y SO (en el SPVp) muestran una
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expresion muy intensa de ambos neuropéptidos. Ademas, un conjunto celular muy abundante
con ambos neuropéptidos se localiza en el hipotalamo anterior (AH) y lateral (LH), dentro del
dominio radial del SPVp (E-H). Otras células se observan dorsalmente poblando territorios de
la EAme (C-F). Alguna célula VP y OT se localiza en la amigdala medial tanto a nivel anterior
como posterior (MeP; G,H). En el SPVt, hay algunas células con VP y/u OT en el SO terminal
(A,B). Ventralmente al SPVt, también hay células con VP y/u OT en el nlcleo supraquiasmatico
(SCh; C-E), en lo que queda del SuC (a nivel superficial del dominio SCh/SPa; E,F), asi como
en el SOtu (a nivel basal; G,H). A-H: Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala:
100 pm.
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Figura 3.22. Distribucion de vasopresina en el dominio SPV y en la amigdala medial
extendida en etapas postnatales. Inmunoshistoquimica para VP en secciones oblicuas de 80
pum de cerebros de ratones postnatales (machos), desde niveles rostrodorsales (A-C) a
caudoventrales (G-1). Se muestran tres estadios diferentes: PO, el dia del nacimiento, y P3 y
P7, tres y siete dias después, respectivamente. Se observa una gran expresién de VP en
estadios postnatales, intensificandose con la edad. Hay un gran namero de células en los
nacleos PVN, SO, AH, LH y algunas alcanzan la EAme, incluyendo la amigdala medial. Los
axones de las neuronas del PVN proyectan hacia el SO, dentro del dominio radial del SPV v,
ademas, lo hacen tangencialmente hacia niveles ventrales del hipotalamo (G-I). Ademas se
observan algunas células en el SO terminal (SOt), asi como en el nicleo SCh. A-l:
Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 um.
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Figura 3.23. Proyecciones axonales de neuronas vasopresinérgicas hacia territorios
basales hipotaldmicos. Inmunoshistoquimica para VP en secciones oblicuas de 80 um de
cerebros de ratones postnatales, a niveles caudoventrales. Las neuronas que expresan VP en
los nicleos PVN y SO vy el hipotalamo anterior (AH) y lateral (LH) proyectan sus axones
ventralmente hacia el hipotalamo basal, alcanzando la eminencia media (ME). Esto implica que
para alcanzar la ME los axones han de cruzar el limite interprosomérico, para pasar del
prosémero peduncular al terminal, y es posible que este cruce se produzca a nivel basal. La
ME presenta una gran cantidad de terminales axonicos marcados con VP y fibras de paso.
Ademas, un grupo de cuerpos celulares con VP se sitllan en el nlcleo supradptico tuberal (en
la superficie del hipotdlamo basal terminal). A-F: Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista.
Barra de escala: 100 pm.
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Figura 3.24. Detalles de una inmunoshistoquimica para VP en secciones oblicuas de 80 um de
un cerebro de raton P7, desde niveles rostrodorsales (A) a caudoventrales (H). A: Terminales
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axonicos en el 6rgano vascular de la lamina terminalis. Tanto el SOt como el SO contienen
células con VP. Mientras las del SOt son parvocelulares, las del SO son mayoritariamente
magnocelulares. B: El SCh contiene células parvocelulares VP. Se observan células a nivel
ventricular del ndcleo periventricular terminal (Pet). C: Relacion de las neuronas
magnocelulares VP con vasos. D: Dos grupos diferentes de neuronas VP en el AH y en el LH
(a nivel del SPVp). A nivel ventricular se observan algunas células. F: Las neuronas
magnocelulares del PVN tienen procesos en relacion con el epitelio ependimario. G: Algunos
axones VP del tracto que se dirige a la ME parecen dar colaterales para el SOtu, y ademas, los
axones de las células VP del SOtu parecen unirse al tracto. H: La ME presenta una gran
cantidad de terminales axdnicos marcados con VP. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala:
100 pm.
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Figura 3.25. Expresion de VP en la EAme. Detalles de una inmunoshistoquimica para VP en
secciones oblicuas de 80 um de un cerebro de ratén P7. Se observan neuronas VP en la parte
sublenticular de la EAme (A), en la parte posterior del BSTM telencefalico (B,C) y en la Me,
tanto en su parte anterior (D) como posterior (F). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala:
100 pm.
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3.3 ENSAYOS DE MIGRACION

Los estudios previos del grupo confirman que algunas neuronas de la EAme se
originan en el dominio hipotalamico SPV, y se sugirié que algunas de estas neuronas
expresan vasopresina (Bupesh et al. 2011a). Sin embargo, no estd claro qué
divisiones prosoméricas del SPV y en qué medida contribuyen a la formacion de la
EAme, ni tampoco el fenotipo de las neuronas que migran a la EAme (mas all4 de que
tienen Otp). En los apartados anteriores de esta tesis, se ha intentado discriminar
entre ambas divisiones del SPV, y se han realizado algunas sugerencias sobre los
derivados y posibles rutas de migracion desde cada una. Esta seccidn aporta
evidencia experimental sobre la contribucion diferencial de las divisiones terminal y
peduncular del SPV, el SPVty el SPVp, respectivamente.

Los ensayos de migracion realizados en esta parte del trabajo permitieron
determinar dicha aportacion. Para ello, se combinaron cultivos organotipicos (usando
marcaje fluorescente de clones celulares en preparados ex-vivo de rodajas de
prosencéfalo embrionario) con técnicas de inmunofluorescencia o de hibridacion in situ
fluorescente, centrandonos principalmente en el marcaje de vasopresina. Como la
vasopresina no se empieza a detectar con anticuerpos en células del hipotdlamo hasta
E14.5, se us6 esta edad embrionaria para realizar los cultivos. De esta forma, se
observaron migraciones radiales en el dominio radial SPV y tangenciales hacia
dominios adyacentes al SPV, en concreto, hacia el dominio PO, el Ch/SPa y EAme.

Los apartados siguientes detallan los resultados de dichos ensayos de migracion,
analizando de manera independiente la aportaciéon de las partes terminal y peduncular
del dominio SPV a otras zonas. Ademas, como punto de comparacion, se ha afiadido
un Ultimo apartado donde se muestran los resultados de ensayos de migracion desde

el PO a otras areas.

3.3.1 La division terminal del dominio SPV produce células para el area predptica

ventral y laregion quiasmatica terminal

Para estudiar la contribucion del SPVt, se realizaron cultivos organotipicos en
secciones de cerebro de embrion de ratébn E14.5 cortadas con un plano oblicuo que,
como ya se ha comentado, es paralelo al corredor celular amigdalo-hipotalamico. El
trazador celular fluorescente (CMFDA) se colocé en el SPVt. Esta division, la mas
rostral del SPV, se visualiza en niveles de corte rostrodorsales y en E14.5 se
caracteriza por la expresion de un grupo compacto de células Otp que se extiende

desde la zona periventricular a la superficie. Por ello, se compar6 con Otp en
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secciones similares para asegurar la ubicacion del trazador celular en el SPVt (Fig.
3.26A-C).

Los resultados se muestran en cuatro casos seleccionados donde el trazador
celular CMFDA se colocé en el SPVt (Fig. 3.26D-F). En tres de los casos, el trazador
se sitta en el SPVt, incluyendo la zona ventricular o periventricular (hemisferio
izquierdo de caso mBe046-3-2; caso mBe071-2-3, y caso mBe064-1-4; en Fig. 3.26D-
F); en el cuarto caso (hemisferio derecho de mBe046-3-2), el trazador celular CMFDA
se sitla en la parte mas dorsal del SPVt y mas ventral del area predptica, implicando a
ambos dominios. A estos niveles no se visualiza el SPVp, asegurando que en ninguno
de los cuatro casos se colocara el trazador en la division peduncular del SPV. Para
comprobar la ubicacién del trazador, comparese con las imagenes de Otp en la figura
3.26A-C.

Tras dos dias de cultivo, se observaron células marcadas con el trazador
fluorescente (verdes) migradas desde el sitio de aplicacién del trazador, es decir, el
SPVt. El patrén de migracion observado en los tres casos puros de inyeccién en SPVt
fue muy similar entre ellos, y parcialmente diferente al observado cuando el trazador
también implicé la zona predptica.

Comparando con la disposicion de la glia radial que se ha estudiado en la seccién
3.1, se observaron migraciones radiales y tangenciales desde el SPVt (Fig. 3.26D-F).
En todos los casos, las células migradas ocuparon posiciones donde también existen
células con Otp.

Por un lado, algunas células se desplazaron lateralmente desde la periferia del
ventriculo llegando a partes laterales del manto (Fig. 3.26E) y a la superficie del
dominio radial del SPVt (Fig. 3.26D-F).

Por otro lado, otras células se desplazaron tangencialmente, tanto dorsalmente
como ventralmente. Dorsalmente al SPVt, se observaron células migradas a la parte
ventral del dominio PO (Fig. 3.26D-F), y ventralmente al SPVt, se observaron células
que alcanzaron el dominio Ch/SPa terminal (Fig. 3.26D,F). La migracién al Ch/SPa se
observé mejor en el caso mBe064-1-4 (Fig. 3.26F), al presentar un plano de corte mas
inclinado. En este caso, se observaron dos rutas de migracion al Ch/SPa, una
periventricular y otra siguiendo la superficie subpial (Fig. 3.26F).

Por otro lado, en el caso con el trazador en SPVt y PO ventral (Fig. 3.26D,
hemisferio derecho), aparte de las migraciones sefialadas antes, se observé una
corriente de células migradas que llegaron a la comisura anterior, extendiéndose en
relacion a ella en el dominio del POC; algunas atravesaron la linea media hacia el otro

hemisferio.
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Estos resultados apoyan las migraciones de las células Otp sugeridas en la
seccion 3.1, demostrando que el SPVt produce células que migran tangencialmente,
dentro del prosémero terminal, al dominio PO ventral y a la region terminal del Ch/SPa.

3.3.2 La divisién peduncular del dominio SPV produce células para el hipotalamo
anterior y lateral, el nacleo supradptico principal, la amigdala medial extendida y

el dominio quiasméatico peduncular

Para el estudio de la contribucién de la division peduncular del SPV se procedi6 de
manera similar a la descrita en el apartado anterior. Se realizaron cultivos
organotipicos de secciones de cerebro de embrion de ratén E14.5 con un plano de
corte oblicuo. Se escogieron secciones a niveles mas ventrocaudales que las usadas
en el estudio del SPVt. El trazador CMFDA se colocé en las zonas ventricular y
periventricular del SPVp. La division peduncular del SPV se caracteriza por la
expresion de Otp. Por ello, se usé Otp como marcador de referencia a la hora de
colocar el trazador celular en el SPVp (Figs. 3.27A,D,G,J; 3.28C). También se
compar6 con VP que se expresa en los nucleos hipotaldmicos PVN y SO, asi como en
el AH, en el LH y en la EAme (Fig. 3.28A). Los resultados se muestran en los seis
casos seleccionados de las figuras 3.27 y 3.28. En todos ellos, el trazador se colocé
en el SPVp, aunque a diferentes niveles de corte, incluyendo sus subdivisiones dorsal,
central y ventral.

Tras dos dias de cultivo, se observd migracion celular desde el SPVp. Se
observaron numerosas células marcadas con el trazador migradas hacia la superficie
del dominio SPVp y hacia la EAme y el dominio Ch/SPa, con diferencias en funcion del
lugar de aplicacion del trazador dentro del SPVp. En todos los casos, las células
migradas ocuparon posiciones donde también existen células con Otp.

Cuando el trazador afectd a la zona central/ventral del SPVp, se observé una gran
cantidad de células migradas lateralmente en el hipotalamo anterior (AH) y lateral (LH),
y algunas alcanzaron la superficie (Fig. 3.27B,C). La comparaciéon con la glia radial
indicé que las células que se desplazaron lateralmente hacia la superficie del SPVp
siguen una migracion radial (Figs. 3.27C; 3.28B,D). Muchas de estas células que
alcanzaron la superficie se establecieron en el ndcleo principal SO (Figs. 3.27C;
3.28B,D). Esto demuestra que el SO principal se encuentra en la dimensién radial del
SPVp. Ademas, se observaron numerosos procesos celulares marcados que parecian
axones siguiendo la dimension radial, desde el punto de ubicacion del trazador al SO
(Fig. 3.27C). En estos casos, también se observaron células marcadas desplazadas
tangencialmente tanto dorsalmente, como ventralmente (Fig. 3.27C). Las células

desplazadas ventralmente invadieron posiblemente el domino Ch/SPa a nivel

115



Resultados

peduncular. Algunas de estas células migraron periventricularmente, mientras otras lo
hicieron por zonas mas laterales del manto.

Cuando el trazador se aplicé afectando a la parte mas dorsal del SPVp, se observé
un grupo compacto de células en el BSTM, representando la parte hipotalamica de
este nucleo (BSTMh; Figs. 3.27F,l,L; 3.28D), solapada con un contingente similar en
forma de espiga de células con Otp (Figs. 3.27D,G,J; 3.28C). En algunos casos, los
procesos de estas células también se marcaron, estando alineados siguiendo la hilera
de células a lo largo del BSTMh (por ejemplo, Fig. 3.271). Segun se explic6 en la
seccion 3.1, esta parte del BSTM se encuentra dentro del dominio radial del SPV, y
adquiere esta forma espigada debido a la deformacion del tejido alrededor de la
comunicacion interventricular de Monro (que comunica el ventriculo telencefalico con
el hipotalamico).

Ademas, tanto en los casos de aplicacion del trazador restringido al SPVp dorsal
(Fig. 3.27F,1), como en los casos en los que estaba implicada ademas la parte central
del SPVp (Fig. 3.27F,L, 3.28B,D), se observaron células que invadieron mediante
migracion tangencial partes mas laterales de la EAme (Fig. 3.27F,L; 3.28B,D).

Estos resultados, junto con los obtenidos en las secciones 3.1 y 3.2, sugieren que
el SO y el BSTMh se encuentran en la dimension radial del SPVp, y que algunas de
las migraciones tangenciales desde el SPV a la EAme y el Ch/SPa tienen origen

peduncular.

3.3.3 El SPV peduncular produce células vasopresinérgicas para el hipotalamo
anterior y lateral, el nlacleo supradptico principal y areas mas ventrales del

hipotalamo, asi como parala EAme

Para determinar si las neuronas vasopresinérgicas del hipotdlamo y la EAme se
originan en la divisién peduncular del SPV, se combinaron los cultivos organotipicos
con técnicas de inmunofluorescencia o de hibridacién in situ fluorescente para VP.
Aqui también se utilizaron cultivos de secciones de cerebro de embrion de raton E14.5
con un plano de corte oblicuo (Figs. 3.29; 3.30; 3.31).

En los tres casos seleccionados (mBe064-1-1a, mBe064-1-1b, mBe078-3-2) se
colocé el trazador fluorescente CMFDA en el SPVp (Figs. 3.29 a 3.31), usando Otp
como marcador de referencia para situar el trazador (para localizar los nicleos PVN y
SO se muestra una hibridacién in situ para VP en secciones similares; Figs. 3.29A y
3.30A). Tras dos dias de cultivo, se observé migracion celular radial desde la zona
ventricular/periventricular del SPVp al AH, LH y al SO principal, asi como migracion
tangencial de células a la EAme y partes mas ventrales del hipotalamo (Figs. 3.29;

3.30; 3.31). También se detectaron numerosos procesos axonales marcados, muchos
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de ellos siguiendo la dimensién radial desde la zona profunda (donde se sitda el PVN)
a la superficial del SPVp (donde se sitia el SO principal), y otros orientados
tangencialmente, ortogonalmente a los anteriores (Figs. 3.29; 3.30).

A continuacién, dos de los casos (mBe064-1-1a, mBe064-1-1b), se procesaron
para inmunofluorescencia para la detecciéon de VP en rojo (Figs. 3.29; 3.30).

El resultado muestra un intenso marcaje de VP en numerosas células del SO
principal, asi como células dispersas en el AH y LH del dominio radial del SPVp (Figs.
3.29C-E,H; 3.30D). También se observaron células con VP dorsalmente al SPVp,
dentro de la EAme (Fig. 3.30D,E-E”), asi como en partes mas ventrales del hipotalamo
(Figs. 3.29D,H-J”; 3.30D). Asimismo, se observaron algunos procesos celulares con
VP, algunos de los cuales parecian axones que seguian un curso radial en SPVp, o
tangencial, de forma similar a los procesos marcados con el trazador celular (Figs.
3.29D,E; 3.30D).

Al analizar el doble marcaje por microscopia confocal, se observaron algunas
células migradas radialmente en SPVp (marcadas con el trazador celular, en verde)
que presentaban colocalizacion con el neuropéptido VP (rojo), situadas en el
hipotalamo anterior y lateral (AH, LH, Fig. 3.29E,F-G”, flechas blancas) y el SO
principal (Fig. 3.29E). Ademas, en areas mas ventrales hipotalamicas, se observaron
células migradas desde el SPVp que presentaron colocalizacion con VP (Figs. 3.29H-
J”, flechas blancas). Finalmente, dorsalmente al SO principal y al dominio radial del
SPVp, algunas células migradas tangencialmente a la EAme también mostraron
colocalizacion del trazador celular con VP (flechas blancas en fig. 3.30E-E”).

Los resultados del tercer caso seleccionado (mBe078-3-2) con el trazador en SPVp
son similares a los dos anteriores, observando migraciones celulares radiales desde la
zona periventricular del SPVp al AH, LH y SO principal, asi como migraciones
celulares tangenciales a la EAme (Fig. 3.31A,A’). Tras el cultivo, se le realizé una
hibridacion in situ fluorescente para detectar VP en rojo (Fig. 3.31B).

Como se comentd en el apartado de materiales y métodos, al realizar la hibridacion
in situ sobre secciones de cultivo, la mayoria de la fluorescencia del trazador se
pierde. Para solventar este problema, tras la hibridacién in situ se hizo una
inmunofluorescencia contra fluoresceina, compuesto principal del trazador CMFDA. Se
logré recuperar parte de la fluorescencia de los ensayos de migracion, pero no toda
(comparar el marcaje del trazador celular antes y después de la hibridacion, en la Fig.
3.31A y B, respectivamente), y la recuperacién fue insuficiente para lograr ver
coexpresion (Fig. 3.31B,B’). No obstante, el caso muestra que la técnica de hibridacion

in situ fluorescente funciona después del cultivo organotipico.

117



Resultados

En su conjunto, los resultados presentados en este apartado demuestran que las
células vasopresinérgicas que se observan en el hipotdlamo (incluyendo el AH, LH y el
SO principal), asi como en la EAme se originan en el SPV peduncular.

3.3.4 El dominio preodptico produce células para la amigdala medial extendida
(incluyendo el BSTM y la amigdala medial) y otras areas subpaliales del

telencéfalo

Teniendo en cuenta que el SPVt es muy estrecho y dificil de marcar sin afectar la
zona preoptica adyacente, se realizaron cultivos organotipicos en los que se aplicé el
trazador celular CMFDA en esta U(ltima zona, que sirvieron como punto de
comparacion con los cultivos en los que el trazador se aplicé exclusivamente en SPVt
(presentados en el apartado 3.4.1). Al igual que en casos anteriores, los cultivos se
realizaron con las secciones de cerebro de embrion de ratén E14.5, y en este caso el
trazador CMFDA se coloco en una de las dos divisiones del PO (comisural o ventral).

Los resultados se muestran en los siete casos seleccionados en las Figuras 3.32 y
3.33. En cuatro de los casos el trazador se colocé en el POC [mBe034-4-2a
(hemisferio derecho), mBe034-4-2b (hemisferio izquierdo), mBe064-4-3a y mBe064-4-
3b]. En el resto, el CMFDA se coloc6 en el PO ventral (mBe021-2-3, mBe067-4-3, y
mBe020-3-1). En el caso mBe020-3-1, el plano de corte que se obtuvo fue asimétrico,
visualizandose el dominio PO y la EAme en la misma seccion. Tras dos dias de
cultivo, se observaron migraciones celulares desde ambas divisiones del PO (PO
ventral y POC), con diferencias en los patrones observados tras el marcaje en POC,
versus los patrones que se obtuvieron tras el marcaje en PO ventral.

En los casos donde el CMFDA se coloc6 en el PO ventral, se observé un migraciéon
abundante de células hacia la superficie del dominio radial (Fig. 3.32B,C). Ademas, se
observaron migraciones tangenciales desde esta division ventral del PO hacia la parte
comisural del PO (POC), formando una corriente muy compacta y definida de células
migradas, algunas de las cuales podrian alcanzar el BSTM (Fig. 3.32C). Ademas, el
caso mBe020-3-1 en una seccion asimétrica permiti6 observar de forma clara una
migracion de algunas células desde el PO ventral a la amigdala medial (Fig. 3.32D,E).
Esta migracion no habia sido descrita previamente (Bupesh et al., 2011b) y
posiblemente se ha podido observar en este caso gracias a la asimetria del corte.

En los casos donde el trazador celular se coloco en el POC, se observd migracion
radial dentro del dominio (Fig. 3.32A), incluyendo parte preépticas del BSTM (Fig.
3.33C,F), y ademas se observaron migraciones tangenciales de células hacia el PO

ventral, el BSTL, el estriado y otras &areas ventrales subpaliales (Figs. 3.32A; 3.33C-F).
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En dos de los casos del trazador en POC se realiz6 una inmunofluorescencia tras
el cultivo para analizar la expresion de lIsletl (Fig. 3.33). El factor de transcripcién
Isletl se visualizd en rojo y esta presente en muchas células del PO ventral, y algunas
del POC. Ademaés, Isletl esta presente en células del estriado y el BSTL (Fig. 3.33A-
D,F) que se originan en el dominio embrionario estriatal ventral (Bupesh et al., 2011a).
El andlisis del doble marcaje con el microscopio confocal mostré6 que las células
originadas en el POC en E14.5 no expresan Isletl, aunque se solapen parcialmente en
su distribucion con células Isletl. En el BSTL, las células con origen en POC (verdes)
tienden a distribuirse alrededor de las que tienen Isletl (Fig. 3.33C,F).

En su conjunto, estos resultados muestran que ambas divisiones predpticas, POC
y PO ventral, producen células para la EAme. El POC, ademas produce células para el

BSTL y el estriado, aunque ninguna de éstas tiene Isletl.
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Figura 3.26. Migracion neuronal desde el dominio SPV terminal (SPVt). A-C: Imagenes de
referencia para localizar el SPVt, donde se muestran tres casos de inmunohistoquimica para
Otp en secciones oblicuas de 80 pm de un cerebro de embrién de raton E14.5 (A) y dos de
E16.5 (B,C), a nivel rostrodorsal. El revelado de A y B se realiz6 con DAB, y el de C con DAB-
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Ni. Se observa un grupo rostral de células Otp que se concentra compactamente desde la zona
periventricular a la superficie, ocupando el dominio radial del SPVt. D-F: Imagenes de tres
cultivos organotipicos (mBe046-3-2, mBe071-2-3, mBe064-1-4) de secciones oblicuas de 300
pm de cerebros de embriones de raton E14.5, similares a las mostradas en A, B y C, donde el
trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se colocé en el SPVt (D,E,F). En el hemisferio
derecho de D, el trazador implic6 también al dominio PO. Tras dos dias de cultivo, se
observaron células migradas hacia el dominio PO y hacia la superficie del dominio radial de
SPVt (D,E,F). Ademas, se observan células migradas tangencialmente al PO ventral (D-
izquierdo,E,F) y al dominio quiasmatico terminal (D,F). Las células que migran hacia el Ch/SPa
terminal desde el SPVt lo hacen siguiendo tanto rutas periventriculares como subpiales (F). En
D (hemisferio derecho) el trazador tambén implicé al POv, y en este caso se observa una
corriente de células migradas que llegan a la comisura anterior e incluso la atraviesan para
alcanzar el otro hemisferio. A,B,D: Fotomontajes. D-F: Resultado de la suma de varias
imagenes en planos de diferente profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal. Los
insertos muestran una imagen panoramica de cada seccion. Para abreviaturas ver lista. Barra
de escala: 100 pm.
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Figura 3.27. Migracion neuronal desde el dominio SPV peduncular (SPVp) hacia el nacleo
supraodptico (SO), la amigdala medial extendida (EAme) y el dominio quiasmatico.
AD,G,J: Imagenes de referencia para localizar el SPVp, mostrando varios casos de
inmunohistoquimica para Otp en secciones oblicuas de 80 pum de cerebros de embrién de raton
E16.5, reveladas con DAB (D,J) y DAB-Ni (A,G). Los nucleos PVN y SO y el BSTM
hipotalamico (BSTMh) muestran una gran cantidad de células Otp. También se observan
células dispersas con Otp en la EAme, incluyendo otras partes del BSTM, y en el dominio
quiasmatico. B,E,H,K: Imagenes de cuatro cultivos organotipicos (mBe046-3-3, mBe057-6-1,
mBe020-1-1, mBe020-3-3) de secciones oblicuas de 300 um de cerebros de embriones de
ratén E14.5, similares a las mostradas en las inmunohistoquimicas, donde el trazador celular
fluorescente CMFDA (verde) se coloc6 en el SPVp. Tras dos dias de cultivo, se observaron
células migradas hacia el hipotadlamo lateral (LH), el nicleo supradptico principal (SO) (C), y el
BSTMh, solapandose con la distribucién de células Otp (F,I,L). Ademas, se observaron células
desplazadas tangencialmente a partes telencefélicas del BSTM (F,L), y al dominio quiasmatico
(C). D,J: Fotomontajes. C,F,I: Resultado de la suma de varias imagenes en planos de diferente
profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal. Para abreviaturas ver lista. Barra de
escala: 100 pm.
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E14.5+2

— E16.5 —— mBe067-5-5

Figura 3.28. Migracion neuronal desde el dominio SPV peduncular (SPVp) hacia el
hipotalamo anterior (AH) y lateral (LH), el ntcleo supradptico principal (SO) y la amigdala
medial extendida (EAme). A,C: Imagenes de referencia para localizar el dominio SPV,
mostrando una hibridacion in situ para el gen de VP (A) y una inmunohistoquimica para Otp en
secciones oblicuas de 80 pm de cerebros de embrion de raton E16.5. Hay una gran cantidad
de células VP en los nucleos PVN y SO, asi como en AH y LH, y también células dispersas en
la EAme (A), todos ellos conteniendo células Otp (C). B,D: Cultivos organotipicos (mBe078-1-2,
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mBe067-5-5) de secciones oblicuas de 300 um de cerebros de embriones de raton E14.5,
similares a las mostradas en A y C, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se
coloc6 en el SPVp. Tras dos dias de cultivo, se observaron células migradas hacia el BSTM y
otras zonas de la EAme (B,D), y hacia el AH, LH y el SO (B,D). B-D: Fotomontajes. B,D:
Resultado de la suma de varias imagenes en planos de diferente profundidad (en z) tomadas
con el microscopio confocal. Los insertos muestran una imagen panoramica de cada seccion.
Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pum.
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Figura 3.29.
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Figura 3.29 continuacion. Migracién neuronal desde el dominio SPV peduncular al
hipotalamo anterior y lateral, al ntcleo supradptico principal y a areas mas ventrales del
hipotadlamo. A: Como referencia para localizar los nucleos principales del SPVp, se muestra
una hibridacion in situ para el gen de VP en una seccién oblicua de 80 um de cerebro de
embrién de raton E16.5. Hay una gran cantidad de células con VP en los nucleos
paraventricular (PVN) y supradptico principal (SO) y tuberal (SOtu), pero ademas se observan
células dispersas en el hipotalamo anterior, lateral y la amigdala medial extendida (EAme). B-
J”: Cultivo organotipico de una seccién oblicua de 300 um de cerebro de embrién de ratdn
E14.5, similar a la mostrada en A, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se
colocé en el SPVp. Tras 2 dias en cultivo, se observaron células migradas al hipotalamo
anterior y lateral, el SO, la EAme y ademéas a partes mas ventrales del hipotalamo. A
continuacion, se le realiz6 una inmunofluorescencia para la detecciébn de VP (rojo). A:
Fotomontaje. C,H: Resultado de la suma de varias imagenes en planos de diferente
profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal, en la que se aprecian las distintas
células migradas (verde) en relacién a la inmunofluorescencia (rojo). F,G,l,J: Detalles de la
células doblemente marcadas con CMFDA (verde) y VP (rojo) en el nicleo SO vy el hipotalamo
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anterior y lateral del mismo dominio radial del SPV (F) y ademas en zonas hipotalamicas mas
ventrales (G-J). Las flechas blancas indican las células donde hay coexpresion. Para
abreviaturas ver lista. Barras de escala: A-C: 100 um; D-J”; 50 ym.
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Figura 3.30. Migracion neuronal desde el dominio SPV peduncular al nacleo supraoptico
principal y a la EAme. A: Imagen de referencia para localizar los nucleos PVN y SO de una
hibridacion in situ para el gen de VP en una seccion oblicua de 80 um de cerebro de embrién
de ratén E16.5. Hay una gran cantidad de células VP en el PVN y en el SO y el SO tuberal, asi
como células dispersas localizadas a medio caminio entre el PVN y el SO. B-E: Cultivo
organotipico de una seccién oblicua de 300 um de cerebro de embrion de raton E14.5, similar a
la mostrada en A, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se coloco en el SPVp.
Tras 2 dias en cultivo, se observaron células migradas hacia el AH/LH y el SO (D,E). También
se observaron células marcadas con el trazador dorsalmente al dominio radial del SPVp,
localizadas en partes de la amigdala medial extendida (EAme, D,E). A continuacion, se le
realiz6 una inmunofluorescencia para la deteccién de VP (rojo). C: Resultado de la suma de
varias imagenes en planos de diferente profundidad (en z) tomadas con el microscopio
confocal, donde el trazador se muestra en verde y la inmunofluorescencia para VP en rojo. E:
Detalles de la células doblemente marcadas con CMFDA (verde) y VP (rojo) en la EAme. Las
flechas blancas indican las células donde hay coexpresion. Para abreviaturas ver lista. Barras
de escala: A-C: 100 pm; D,E: 50 pm.
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Figura 3.31. Migracion neuronal desde el dominio SPV peduncular al niicleo supraodptico
y la amigdala medial extendida. A: Cultivo organotipico de una seccion oblicua de 300 um de
cerebro de embrién de ratén E14.5, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se
colocé en el SPVp. Tras 2 dias en cultivo, se observaron células migradas hacia el hipotalamo
anterior, lateral, en el SO y ademas en la EAme. B: Hibridacion in situ fluorescente para el gen
de VP (rojo) realizada sobre la seccién A tras el cultivo. Las células VP se localizan en el
AH/LH, el SO y en zonas de la EAme. A causa de la hibridacion in situ, se perdi6 la mayoria del
marcaje fluorescente del trazador CMFDA (verde), por lo que se realizd una
inmunofluorescencia para la deteccion de fluoresceina. El resultado fue la recuperacién parcial
de la fluorescencia del trazador, aunque insuficiente para localizar coexpresién. A A’
Fotomontajes. A,A’,B,B’: Resultado de la suma de varias imagenes en planos de diferente
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profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal. Para abreviaturas ver lista. Barra de
escala: 100 pm.
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Figura 3.32. Migracion neuronal desde el dominio preéptico hacia la superficie radial del
mismo y hacia el BSTM y la amigdala medial extendida. A-E: Cultivos organotipicos
(mBe034-4-2, mBe021-2-3, mBe067-4-3, mBe020-3-1) de secciones oblicuas de 300 um de
cerebros de embriones de ratén E14.5, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde)
se coloco en la division ventral del dominio preéptico (B-E) y en la comisural (POC; A). Tras 2
dias de cultivo, se observaron células migradas desde PO ventral y POC: radialmente, hacia la
superficie del PO (A-C) y, tangencialmente, hacia otros dominios mas dorsales subpaliales (A),
hacia el BSTM (C) y hacia la EAme (D, plano de corte oblicuo e inclinado). En contra de lo que
se habia dicho previamente, no sélo el POC sino que también el POv producen células para la
EAme, incluyendo BSTM y Me (D,E). B,C: Los insertos muestran una imagen panoramica de
cada seccion. A: Fotomontaje. C: Resultado de la suma de varias imagenes en planos de
diferente profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal. E: Detalle de la células
migradas desde el PO a la Me. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pum.
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CMEDA/

Figura 3.33. Migracion neuronal desde el dominio preéptico hacia zonas estriatales y el
BST. A,C: Cultivo organotipico de una seccion oblicua de 300 um de cerebro de embrién de
raton E14.5, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se coloco en la division
comisural del dominio preoptico (POC; A,C). Tras 2 de dias de cultivo, se observaron células
migradas hacia el BST (D,F), el estriado (B) y otras zonas dorsales subpaliales (B,D,F).
Ademas, algunas células se adentran en el PO ventral desde el POC (E). A continuacion, se le
realizé una inmunofluorescencia para Isletl (rojo). Hay células migradas en territorios Isletl
(B,D,E,F), aunque no se aprecian células con coexpresion del trazador verde y de Isletl (rojo).
A,C: Los insertos muestran una imagen panoramica de cada seccién. A-F: Resultado de la
suma de varias imagenes en planos de diferente profundidad (en z) tomadas con el
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microscopio confocal, en la que se aprecian las distintas células migradas (verde) en relacion a
la inmunofluorescencia (rojo). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 pum.
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4. DISCUSION

Los resultados de esta tesis indican que el dominio supraopto-paraventricular
(SPV) se distingue en el hipotalamo alar de ratén en base a la expresion de Otp y
ausencia de Isletl desde etapas muy tempranas del desarrollo. Gracias a la expresiéon
de Rgs4, hemos podido distinguir dos subdominios en el SPV, uno rostral relacionado
con el prosémero terminal (SPVt) y otro caudal relacionado con el prosémero
peduncular (SPVp). El seguimiento de las células con expresion de Otp durante el
desarrollo, en comparacion con Isletl, Rgs4 y la glia radial, asi como con resultados
de ensayos de migracion celular ha permitido analizar los derivados de cada
subdominio, tanto a nivel radial como a nivel tangencial. Este analisis combinado
aporta informacion novedosa sobre el origen en distintos prosémeros de nucleos
relevantes del hipotdlamo como el supradptico, asi como de las células de la amigdala
medial extendida (EAme) con origen hipotalamico. Ademds, nuestros resultados
demuestran que algunas de las células derivadas del SPV que migran tanto al
hipotalamo como a la EAme son vasopresinérgicas, y sugieren que algunas podrian
ser oxitocinérgicas

Un resultado adicional de esta tesis es que los distintos subdominios del SPV se
relacionan principalmente con partes distintas de la regién predptica, de forma que
cada subdominio del SPV produce células que migran tangencialmente a una
subdivisién predptica posiblemente situada en el mismo prosémero:; asi, el SPVt
produce células mayormente para la division predptica ventral (posiblemente situada
dentro del mismo prosémero terminal), mientras que el SPVp produce principalmente
células para el area preodptica comisural (probablemente situada en el prosémero
peduncular). Este hecho podria tener implicaciones a la hora de entender la
conectividad y funcionalidad de estas distintas subdivisiones predpticas, y contradicen
la dltima version del modelo prosomérico, segun la cual toda la regién preéptica esta
situada en el prosdbmero peduncular (Puelles y Rubenstein 2015).

Aunque los resultados de esta tesis proporcionan datos novedosos, también
plantean numerosas preguntas sobre el origen y funcién de las neuronas de la EAme y
de otros dominios. Estas cuestiones se discuten en los siguientes apartados en base a

los resultados obtenidos en este trabajo.
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41 El dominio supraopto-paraventricular y sus subdivisiones terminal y

peduncular

El dominio supraopto-paraventricular (SPV) es la division mas dorsal del
hipotdlamo alar que produce los nucleos hipotalamicos paraventricular (PVN) y
supradptico (SO) (revisado en Puelles et al. 2012). Durante el desarrollo, el SPV se
distingue por la expresion diferencial de distintos factores de transcripcion. Es un
dominio Otp/Sim1 positivo y DIx/Arx/Isletl negativo, donde la mayoria de las neuronas
son glutamatérgicas (Puelles y Rubenstein 2003; Puelles et al. 2004, 2012; Shimogori
et al. 2010; Morales-Delgado et al. 2011). Ademas, los marcadores moleculares Otp y
Sim1 son factores de transcripcién clave para la proliferacion y diferenciacion de los
precursores de las células con distintos neuropéptidos que se encuentran en el area
periventricular anterior, el PVN y el SO, como las células con somatostatina (SST),
hormona liberadora de tirotropina (TRH), hormona liberadora de corticotropina (CRF),
arginina vasopresina (VP) y oxitocina (OT) (Acampora et al. 1999, 2000; Wang y Lufkin
2000; Goshu et al. 2004; Morales-Delgado et al. 2011). Algunos de los estudios
previos también han puesto de manifiesto la importancia del factor de transcripcion Otp
en la migracién y diferenciacion de distintas poblaciones de neuronas peptidérgicas
situadas no so6lo en el hipotdlamo sino también en la EAme (Acampora et al. 1999,
2000; Wang y Lufkin 2000; Garcia-Moreno et al. 2010). Ventral al SPV se encuentra el
dominio quiasmatico o subparaventricular (Ch/SPa), un dominio alar que expresa DIx,
Arx, lIsletl, Vaxl y Gad67, donde las neuronas son principalmente gabaérgicas
(Stuhmer et al. 2002).

En base a estas caracteristicas, identificamos el SPV del raton desde estadios
embrionarios tempranos (E9.5) usando para ello los patrones de expresion de los
factores de transcripcion Otp y Isletl. Como hemos mencionado, Otp se expresa en
todo el dominio SPV, vy lIsletl (junto con DIx2) lo hace en dominios adyacentes, como
el dominio Ch/SPa (ventralmente), el dominio predptico (dorsalmente) y el pretalamo
(caudalmente). Esta combinacién de genes es la que delimita este dominio también en
otros vertebrados, incluyendo aves, reptiles y anfibios (Bardet et al. 2008; Abellan y
Medina 2009; Medina et al. 2011; Moreno et al. 2012; Vicario et al. 2014, 2015, 2017;
Dominguez et al. 2015; revisado en Medina et al. 2017).

Ademas, el modelo prosomérico actual propone la division del hipotalamo en dos
partes que de rostral a caudal se denominan hipotadlamo terminal (THy) y peduncular
(PHy) (Puelles et al. 2012, 2014; Morales-Delgado et al. 2014; Puelles y Rubenstein
2015; Ferran et al. 2015). De esta manera, el dominio SPV también queda dividido en

dos subdominios, uno rostral o terminal (SPVt) y otro caudal o peduncular (SPVp). El
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modelo postula que cada divisibn prosomérica da origen a poblaciones celulares
diferentes (Morales-Delgado et al. 2011, 2014), aunque hasta la fecha no existian
datos experimentales sobre los derivados de cada subdivision del SPV. Uno de los
objetivos de esta Tesis ha sido estudiar ésto usando marcadores moleculares, junto
con el andlisis de la glia radial y los ensayos de migracion celular.

La primera expresion de Otp en el SPV la encontramos en E10.5, y la mayoria de
las células que expresan Otp se encuentran en las proximidades del tallo éptico, en
una localizacién que probablemente se corresponda con la division peduncular del
SPV, ya que esa expresion de Otp se encuentra flanqueada por el prosémero 3 (p3) y
el dominio Ch/SPa (quizas el Ch/SPa peduncular), territorios Isletl positivos. Sin
embargo, también se observa expresion temprana - aunque mas débil - de Otp en
algunas células localizadas en el lado opuesto del tallo 6ptico, que posiblemente
pertenezca al SPV terminal, lo que sugiere que quizas ambos subdominios del SPV se
relacionan con el pediculo 6ptico, y no solamente el terminal, como se ha asumido
hasta ahora (Puelles et al. 2012). Es decir, el pediculo podria tener una parte terminal
y otra peduncular. En base a la posicion relativa de dichas partes, asi como a datos
sobre la expresion diferencial de factores de transcripcion como Six3 o Rax (en E11.5
relegado a la parte terminal; Ferran et al. 2015), es posible que la parte del SPV
terminal se relacione en particular con la parte neural de la vesicula 6ptica que origina
la retina (que también expresa Six3 y Rax de forma especifica, una vez regionalizada
la vesicula) y con el verdadero tallo 6ptico (por donde pasaran los axones que
proceden de la retina neural y viajan al cerebro), mientras que la parte peduncular del
SPV posiblemente se relacione con el epitelio pigmentario de la retina (caracterizado
por la expresion del factor de transcripcion Mitf y Otx2, pero no Six3 ni Rax tras la
regionalizacién de la vesicula) (para la expresion y funcién de distintos genes en el
desarrollo de la vesicula 6ptica, ver revisiones por Martinez-Morales et al. 2004;
Fuhrmann 2010).

Para distinguir mejor las divisiones terminal y peduncular del SPV se utilizé6 Rgs4,
una proteina reguladora de GTPasa (Grillet et al. 2003, 2005), que fue recientemente
propuesta como marcador molecular para ayudar a delimitar la parte peduncular del
SPV (Ferran et al. 2015). En estadios tempranos, este marcador se expresa en toda la
extension dorsoventral del SPVp pero a partir de E15.5 se restringe a la parte ventral
del SPVp (Ferran et al. 2015). La comparacion de Rgs4 con Otp y los neuropéptidos
VP y OT, que se expresan en los nucleos PVN y SO hipotalamicos, nos permitio
distinguir con mas seguridad estos subdominios terminal y peduncular desde E12.5y
parecen producir distintos grupos de células para el hipotalamo y el telencéfalo. No

obstante, los ensayos de migracion fueron la prueba experimental fundamental de esta
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contribucion diferencial de las divisiones del SPV. Es importante aclarar que en este
trabajo no contamos con un marcador que nos permitiese distinguir el borde rostral
acroterminal propuesto por el modelo prosomérico (Puelles et al. 2012; Puelles y
Rubenstein 2015; Ferran et al. 2015) y por ello lo hemos incluido dentro del prosémero
terminal.

Ademas, usamos un marcador de glia radial (RC2) para identificar qué células se
encontraban dentro de la dimension radial del SPV y cuales parecian dispersarse
tangencialmente adentrandose en otros dominios.

En base al andlisis de la expresion de Otp a lo largo del desarrollo, en comparacion
con lIsletl, Rgs4, RC2, VP, OT y a los resultados de los ensayos de migracion,
pudimos distinguir los derivados de cada subdominio del SPV, tanto en la dimensién
radial como en la tangencial. El SPVt produce una parte del hipotdlamo alar rostral mal
definida hasta ahora, que en parte ha sido considerada como predptica por diversos
autores, incluyendo el atlas de cerebro de ratén de Paxinos y Franklin (Paxinos y
Franklin 2001, 2008). Si extrapolamos nuestros datos al cerebro adulto, el SPVt
parece incluir medialmente una parte del area predptica medial o MPA (a nivel de
Bregma -0,34 mm de Paxinos y Franklin 2008), mientras que lateralmente incluye el
nucleo lateral anterior del hipotdlamo (LA). La inclusién del LA como parte del SPVt
coincide con la interpretacién de Puelles et al. (2012) y de Morales-Delgado et al.
(2014). Nuestros datos de Otp comparados con VP y OT también sugieren que hay
una divisién rostral del ndcleo supradptico situada en la superficie del SPVt, con
células VP y OT parvocelulares a partir de E16.5. Puelles et al. (2012) también
propusieron la existencia de una subdivision del nucleo supraéptico (SO) situada en el
SPVt. Sin embargo, segun nuestros datos, el territorio radial del SPVt es menos
extenso (es decir, es mas estrecho) de lo que consideran Puelles y col. (2012), y ésto
también afecta a la subdivision terminal del SO (SOt). En contra de la descripcién de
Puelles et al. (2012), las células de esta subdivisién terminal del supradptico parecen
parvocelulares, y no magnocelulares, guedando éstas Ultimas relegadas a la divisién
principal del SO, que tiene origen en el SPV peduncular. Segun nuestros datos, el SOt
muestra células con VP y OT mucho mas tarde que la division principal del
supradptico.

Por su parte, la division peduncular del SPV es més ancha que la terminal v,
cuando se ve en cortes sagitales, muestra una forma de trapecio mas ancho caudal
que rostralmente, donde confluyen sus tres subdivisiones: dorsal, central y ventral
(Morales-Delgado et al. 2011, 2014; Puelles y Rubenstein 2015). El SPVp da lugar al
PVN periventricularmente y al SO principal en la superficie (con neuronas VP y OT

magnocelulares), asi como otros grupos de neuronas localizados en parte del area
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hipotalamica anterior y central (AHA y AHC, medialmente) y el é&rea lateral
hipotalamica (LH, lateralmente) que pertenecen al SPVp. Ademas, en la dimension
radial del SPVp también encontramos una subdivision del BSTM (BSTM hipotalamico,
BSTMh). Dicha subdivision (el BSTMh) fue identificada en base a calbindina por
Bupesh et al. (2011a) y parece encontrarse en el aspecto mas dorsal del SPVp, que
estd deformado formando una espiga que toca el telencéfalo (como propusieron
Puelles y Rubenstein 2003, 2015; Morales-Delgado et al. 2011, 2014; Ferran et al.
2015); esta subdivision expresa Otp pero no lIsletl. Ademas, el BSTMh tiene una
fuerte expresién de VGLUT2 (Allen Developing Mouse Brain Atlas), por lo que parece
probable que sus neuronas sean glutamatérgicas. El BSTMh esta situado junto a la
comunicacion del tercer ventriculo con los ventriculos laterales, en una zona
extremadamente deformada que discurre a lo largo del sulcus terminalis, cerca del
curso de las fibras de la stria terminalis, que discurre mas lateralmente (Fan et al.
1996; Puelles et al. 2000; Puelles 2001; revisado en Puelles et al. 2012). Hay varios
patrones de expresion génica que son continuos a lo largo de este pasillo que se
extiende desde el hipotdlamo al telencéfalo como, por ejemplo, los de Tbrl, Pax6 y
Ngn2 (revisado en Puelles et al. 2012; Allen Developing Mouse Brain Atlas), ademas
de Lhx5 y VGLUT2 (Abellan et al. 2010). Actualmente habria que distinguir en dicho
corredor una parte periventricular que incluye al BSTMh y quizas la parte medial de la
eminencia pretalamica, y una parte mas lateral relacionada con otras poblaciones de
distintos origenes (Abellan y Medina 2008, 2009; Abellan et al. 2009, 2010).

Teniendo en consideracion la dimensiéon radial del SPVt y del SPVp y sus
migraciones tangenciales hacia otros dominios (tratadas en la siguiente seccion),
consideramos acertada la terminologia SPV para denominar al dominio, pues éste da
lugar a los nacleos PVN y SO hipotalamicos. Este término se habia desechado y
sustituido por el de dominio paraventricular debido a que se propuso que el nicleo SO
s6lo aparecia dentro del THy (Puelles y Rubenstein 2015). Sin embargo, nuestros
resultados muestran que el SO principal deriva de la parte peduncular del SPV y esta
localizado en la superficie radial de dicho dominio, aunque tiene una pequefa parte en
la superficie del SPVty que posiblemente deriva de dicha subdivision.

Otro aspecto a considerar es el desarrollo diferencial del SPVt y del SPVp.
Nuestros datos sobre Otp y sobre VP/OT sugieren que el SPVp empieza a madurar
antes que el SPVt. Esto se basa en tres observaciones: en primer lugar, cuando se
observa la primera expresion de Otp (en E10.5), ésta es mas abundante en el SPVp
gue en el SPVt (como se menciond antes). En segundo lugar, en E11.5, la expresion
de Otp cubre ya gran parte del manto del SPVp, pero ésto no ocurrira en el SPVt hasta

E14.5. En tercer lugar, la primera expresion de VP y OT se observa en el SPVp.
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4.2 Rutas de migracién tangencial desde el SPV terminal y peduncular a otros

dominios

Las migraciones tangenciales son aquellas que siguen una trayectoria ortogonal a
la glia radial, es decir, de forma paralela a la superficie del tubo neural y fuera de la
zona ventricular (Puelles et al. 2008).

Nuestros resultados de expresion (mediante inmunohistoquimica e hibridacion in
situ) y de los ensayos de migracién, comparados con la glia radial, muestran que el
dominio SPV produce células para otros dominios dorsales y ventrales al mismo. Estas
migraciones tangenciales se observan desde ambas divisiones del SPV, el SPVty el
SPVp. Desde muy temprano en el desarrollo embrionario, observamos cémo las
células Otp no se encuentran restringidas totalmente a la dimension radial del SPV,
aungue el grado de dispersién tangencial va en aumento a medida que progresa el
desarrollo. Algunas células Otp se dispersan dorsalmente, hacia el dominio PO y la
EAme, mientras otras se dispersan ventralmente hacia el dominio Ch/SPa, alcanzando
algunas incluso el hipotalamo basal (Fig. 4.1).

Esta dispersion de células Otp concuerda con nuestros resultados de los ensayos
de migracién, y con estudios experimentales previos mostrando una migracién de
células desde el hipotalamo (Soma et al. 2009) o, mas particularmente, desde SPV
hipotalamico (Bupesh et al. 2011a) a la amigdala medial extendida (EAme).

Ademas, estos resultados concuerdan con la demostracién experimental de la
migracion de células Otp desde el hipotalamo a la EAme (Garcia-Moreno et al. 2010),
y con el andlisis de ratones Otp-knockout, en los que el nimero de células derivadas
del SPV que llegan a la EAme disminuye (Wang y Lufkin 2000; Garcia-Moreno et al.
2010).

El SPV también parece producir células para la EAme en otros vertebrados,
incluyendo aves (Bardet et al. 2008; Abellan et al. 2010; Vicario et al. 2014), reptiles
(Moreno et al. 2012; Abellan et al. 2013) y anfibios (Bardet et al. 2008). Sin embargo,
habria que distinguir entre la participacion, dentro de la parte dorsal del mismo dominio
radial, del SPVp en el BSTMh de la contribucién a través de migraciones tangenciales.
Por ejemplo, es posible que la extension del SPVp a la EAme mostrada en cortes
sagitales del cerebro de rana por Bardet et al. (2008) se refiera en particular al BSTMh,
y se incluye como una extension dorsal (hacia el telencéfalo), en forma de espiga, del
SPV que expresa Otp de forma abundante (Dominguez et al. 2013). Ademas de esta
subdivision del BSTM, que forma parte del dominio radial del SPV, al igual que en
raton, en aves y reptiles, existen migraciones tangenciales de células con Otp desde el

SPV a la EAme (incluyendo partes laterales del BSTM posterior y la amigdala medial),
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pero estas células estdn mas dispersas y cursan mas lateralmente hacia el telencéfalo
(Moreno et al. 2012; Abellan et al. 2013). No esta claro si estas migraciones
tangenciales también existen en anfibios. En base a la expresion de VGLUT2
(marcador de células glutamatérgicas) en el SPV de distintos vertebrados, es muy
probable que las células de la EAme derivadas del SVP sean glutamatérgicas y por lo
tanto, que sus proyecciones sean excitadoras (Garcia-Moreno et al. 2010; Abellan et
al. 2010; Medina et al. 2017).

Un aspecto novedoso del presente estudio es que ha permitido distinguir las
distintas rutas de migracion dorsal y ventral desde las dos subdivisiones del SPV, el
SPVty el SPVp. En la Figura 4.1 se presenta un resumen de dichas rutas migratorias.
A continuacién, en apartados distintos se discute la contribucion diferencial del SPVty

del SPVp a otras partes del hipotalamo y al telencéfalo.

Figura 4.1. Representacion esquematica de las distintas migraciones tangenciales desde el
SPVt (en verde) y el SPVp (en naranja).
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4.2.1 Contribucion del subdominio SPV terminal al area predptica ventral, al

dominio quiasmatico terminal y al hipotalamo tuberal

La division terminal del SPV no est& bien definida y se ha confundido en parte con
areas preopticas o se ha incluido en areas hipotalamicas mas amplias que ahora
sabemos que se expanden a través de varias divisiones histogenéticas. Sin embargo,
nuestro estudio ha ayudado a delimitar qué areas y ndcleos derivan radialmente de
esta division y se ha visto que es incluso mas estrecha de lo que se habia supuesto
(Puelles et al. 2012).

Los ensayos de migracion demuestran que desde el SPVt se producen
migraciones tangenciales hacia dominios dorsales y ventrales, y la distribucion de
estas células migradas se correlaciona con la expresion de Otp en esos dominios.

Dorsalmente, el SPVt produce células para el dominio PO, en concreto, para el
area ventral del PO (POv), que es Isletl positivo. Desde estadios embrionarios
tempranos (E11.5), es decir, poco después de que comience la expresion de Otp en el
SPVt, se observa en el POv una mezcla de células Otp con otras que tienen Isletl, sin
llegar a colocalizar. Esto muestra la enorme diversidad celular que se observa en cada
dominio, incluso en el desarrollo embrionario temprano. Quizas ésta es una de las
razones por las que el area predptica contiene no solamente neuronas GABAérgicas
(lo habitual en el subpalio telencefalico), sino ademéas subpoblaciones de neuronas
glutamatérgicas (Medina y Abellan 2012). Nuestros ensayos de migracién indican que
las células derivadas del SPVt no alcanzan el area preoptica comisural y no parecen
contribuir células a la amigdala extendida.

Por otro lado, las células que migran ventralmente desde el SPVt alcanzan el
Ch/SPa terminal (Cht/TSPa), territorio rico en células con lIsletl. En el Cht/TSPa, las
células Otp y Isletl se mantienen segregadas, ocupando las células Isletl una
posicion medial con respecto a las células Otp, que se encuentran a nivel superficial.
Las células Otp invaden la superficie del Cht/TSPa muy masivamente durante los
estadios E12.5 y E13.5, pero esa poblacion se va debilitando a medida que avanza el
desarrollo (en E14.5, E16.5). Es probable que algunas de estas células Otp que
migran ventralmente hacia el Cht/TSPa continlen migrando hacia territorios
hipotalamicos méas ventrales, alcanzando algunas de ellas el ndcleo supradptico
tuberal (SOtu; denominado retroquiasmético, clasicamente, o nucleo suboptico tuberal
[TuSbO], segun el modelo prosomérico actualizado; Puelles et al. 2012; Puelles y
Rubenstein 2015). Esta migraciéon ventral desde el SPV al SOtu se ha sugerido en
otros estudios en base al patron de expresion de varios neuropéptidos y marcadores

moleculares (Morales-Delgado et al. 2011; Diaz et al. 2015). Nuestros datos obtenidos
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de ensayos de migracion y de la expresion de Otp, Rgs4, VP y OT sugieren que el
SPVt contribuye a este nucleo. Ademas, el marcador peduncular Rgs4 no se expresa
en el SOtu. Este ndcleo tiene una gran cantidad de células con Otp, que estan en
continuidad con otras en la misma posicion superficial a nivel alar (formando un ndcleo
0 masa en parte transitoria que hemos llamado ndcleo quiasmético superficial o SuC).
La cantidad de células con Otp a nivel tuberal aumenta de forma gradual a medida que
disminuye a nivel alar, y en la misma posicién se empiezan a observar muchas células
con VP y con OT (a partir de E14.5). Sin embargo, debido al plano de corte
(optimizado para analizar las migraciones a la amigdala), nuestros ensayos de
migracién no nos permitieron observar células migradas desde el SPVt a la zona
tuberal, sino so6lo a la zona quiasmatica terminal. Por ello, para saber si el SPVt
verdaderamente da lugar a las células del SOtu seria necesario llevar a cabo otras
aproximaciones experimentales utilizando un plano de corte transversal al hipotalamo
(segun el modelo prosomérico) y colocando el trazador celular en el SPVt.

Ademas de la migracion masiva superficial, a partir de E14.5 se observan células
gue migran ventralmente desde el SPVt hacia el Cht/TSPa, siguiendo una ruta
periventricular. Quizas, estas células sean el origen de las células con Otp y, méas
tarde, con VP del nacleo supraquiasmético (SCh).

4.2.2 Contribucion del subdominio SPV peduncular al area predptica comisural,
a la amigdala medial extendida, al dominio quiasmatico peduncular, a areas

basales del hipotadlamo peduncular y al pretalamo

Nuestros ensayos de migracion, comparados con la distribucion de células con
Otp, VP y OT a lo largo del desarrollo, asi como con la expresion del marcador
peduncular Rgs4, muestran numerosas migraciones tangenciales que se producen
desde este subdominio del SPV. Parece que este subdominio es la Unica parte del
hipotalamo que produce células para la amigdala medial extendida.

Desde el SPVp las células migran dorsalmente adentrandose tangencialmente en
el area predptica comisural (POC) y la zona diagonal (del MGEcv o antiguo AEP),
donde alcanzan distintas partes de la EAme, incluyendo parte de la amigdala medial
(Me), de la region sublenticular de la EAme y del BSTM posterolateral. Como se ha
comentado, en estudios previos se ha demostrado la contribucion del SPV a la EAme
(Garcia-Moreno et al. 2010; Bupesh et al. 2011a). Sin embargo, hasta ahora no se
habia especificado qué division del SPV era la implicada en esa contribucidén. Nuestros
datos muestran que es el SPVp el que produce células para la EAme. Ademas, parece
que al menos dos subdivisiones del SPVp, la dorsal (BSTMh) y la central, podrian

producir células para la EAme. En la Me las células Otp se encuentran totalmente
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segregadas de las células Isletl, pero en el BSTM posterolateral y a nivel comisural
algunas células Otp se entremezclan con las Isletl sin llegar a colocalizar. Una vez
mas se muestra la enorme complejidad celular que posee cada dominio, tal y como se
ha sugerido por nuestro grupo en base a datos en distintos vertebrados (Garcia-Lopez
et al. 2008; Bupesh et al. 2011a; Abellan et al. 2013; Medina et al. 2017; Vicario et al.
2017). Ademas de las células con origen hipotalamico, el EAme contiene células con
origen palidal (en el MGEcv o dominio diagonal), en el area preédptica (tanto POC
como POv, como se comenta en los resultados y en el Ultimo apartado de la
discusion), y en la eminencia pretalamica (Medina et al. 2017). La amigdala medial
también incluye una subpoblacién minoritaria de neuronas con origen en el palio
ventral (con Lhx9; Garcia-Lopez et al. 2008; Abellan et al. 2009; Bupesh et al. 2011b;
Medina et al. 2017). Ademas, en base a mapas del linaje celular con Foxbl, parece
que el pretdlamo también produce una subpoblacién de células para la EAme (Zhao et
al. 2008), por lo que podria ser responsable de algunas de las células Isletl (no todas,
pues algunas podrian ser predpticas) que se entremezclan con las de Otp en la parte
posterolateral del BSTM. Mientras las células del EAme con origen hipotalamico (con
Otp) y con origen en la eminencia pretalamica (con Pax6 y/o Lhx5) son
glutamatérgicas (Abellan et al. 2013; Medina et al. 2017), las de origen pretalamico
con linaje Foxbl son GABAérgicas (Zhao et al., 2008), al igual que las de origen
subpalial (Abellan et al. 2013; Medina et al. 2017).

Ventralmente, se observan células que migran desde el SPVp al Ch/SPa
peduncular (Chp/PSPa) y a otras areas hipotalamicas mas ventrales. Esto concuerda
con los estudios previos de nuestro laboratorio que demostraban una migracion ventral
desde el SPV al Ch/SPa (Bupesh et al. 2011a). Otros trabajos basados en el estudio
de la distribucion de células con marcadores moleculares a lo largo del desarrollo
habian propuesto que una poblacion de neuronas GHRH producidas en la divisién
ventral del SPV podria estar migrando hacia el Chp/PSPa (Morales-Delgado et al.
2014). Ademas, nuestros datos sugieren una pequefia migracién desde el SPVp al

pretalamo. El fenotipo de las células migradas sera discutido en el siguiente apartado.
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4.3 Fenotipo de las neuronas que migran desde el SPV a la EAme y a otros

dominios

4.3.1 Distribucion de VP y OT en el hipotdlamo y en la EAme durante el
desarrollo embrionario, y comparaciéon con Otp y con los ensayos de migracion

celular

Los nucleos PVN y SO contienen las neuronas productoras de los neuropéptidos
VP y OT, y se ha demostrado que el factor de transcripcién Otp desempefia un papel
fundamental en su diferenciacién, en base a que dichas neuronas no se forman en
ratones Otp-knockout (Acampora et al. 1999, 2000; Wang y Lufkin 2000). Sin
embargo, no existia demostracion experimental directa del origen embrionario
concreto de dichas células, pues hay células con Otp en varios dominios hipotalamicos
(Morales-Delgado et al. 2011, 2014). Nuestro estudio ha mostrado que el SPV parece
ser el origen de las células del PVN y SO (y otras areas del dominio radial del SPV), y
que desde este dominio algunas células migran tangencialmente para alcanzar otras
zonas. Los resultados de nuestros ensayos de migracion muestran la existencia de
tales migraciones celulares del SPV a otras partes del hipotalamo, asi como al
telencéfalo. Ademas la combinacién de los ensayos de migracibn con marcaje
inmunofluorescente para VP ha demostrado que verdaderamente el SPV produce
neuronas con VP para el AH, el LH, el SO y otras partes mas ventrales del hipotalamo.

Como se ha explicado, el SPV también produce células para la EAme y otros
dominios adyacentes (presentes resultados; Garcia-Moreno et al. 2010; Bupesh et al.
2011a). Nuestro grupo propuso que algunas de esas células podrian ser VP u OT,
pero el fenotipo de estas células no se habia podido demostrar hasta ahora.

Las células que llegan a la EAme suscitan un interés especial ya que esta
estructura es un centro telencefalico clave para el control del comportamiento y la
cognicion social (Alheid y Heimer 1988; Alheid et al. 1995; De Vries y Miller 1998;
Coolen y Wood 1998; Newman 1999; Swanson 2000; Heimer 2003; de Olmos et al.
2004; Bickart et al. 2014). Ademas, los sistemas con VP y OT han sido precisamente
muy estudiados por su implicacion en comportamiento y cognicion social (Young y
Wang 2004; Cushing y Kramer 2005) y su relacion con diversos trastornos
psiquiatricos, como el autismo y la esquizofrenia (Insel et al. 1999; Bielsky y Young
2004; Montag et al. 2012; Banerjee et al. 2014). Por ello, el estudio del origen
embrionario de las neuronas VP y OT de la EAme podria ayudar a entender las redes
funcionales en las que estan implicadas (Medina et al. 2017), lo cual puede ayudar a

comprender los efectos de la disfuncion de dichas redes.
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Con el fin de estudiar en detalle la distribucion de células con expresion de VP y
OT, usamos la técnica de hibridacion in situ, lo que nos permitio la localizacion del
ARNmM de estos neuropéptidos desde estadios mas tempranos, ya que la proteina se
expresa mas tarde. Esta expresion la comparamos con Otp y con Rgs4 (marcador
peduncular). Los estudios realizados hasta ahora mostraban que el ARNm de OT se
detecta en el cerebro embrionario de raton a partir de E15.5 y el de VP a partir de E16
(revisado en Ugrumov 2002; Grinevich et al. 2015). En cambio, nuestros resultados
muestran la primera expresion de ARNm de ambos neuropéptidos en E13 en la
dimensién radial del dominio SPV, lo cual casi coincide con la expresién de VP
encontrada en el Allen Developing Mouse Brain Atlas (en E13.5). Nuestros datos
indican que la expresion es mas intensa para VP que para OT. Esta diferencia con los
estudios previos podria deberse a una mayor sensibilidad del protocolo de hibridacion
in situ que hemos utilizado, ya que los datos publicados se basaban en técnicas
autorradiograficas. En E13 y en E13.5, mientras el ARNm de VP se expresa en los
nacleos PVN y SO, el de OT lo hace Gnicamente en el SO. Esto sugiere que las
neuronas oxitocinérgicas empiezan a diferenciarse mas tardiamente que las
vasopresinérgicas. A partir de E14.5, la expresién de VP y OT se extiende a otras
zonas hipotalamicas y extrahipotalamicas. A nivel hipotalamico, el mensajero de VP y
OT se expresa en células de otros dominios hipotalamicos ventrales, como el Ch/SPa
y el hipotdlamo basal, coincidiendo con las células Otp que se observan en estas
zonas. Nuestros ensayos de migracion combinados con inmunofluorescencia para VP
demuestran que algunas de las células del SPV que llegan a zonas mas ventrales
hipotalamicas son vasopresinérgicas.

A partir de E16.5, en el Ch/SPa la VP se expresa en el nlcleo supraquiasmatico
(SCh). Este nucleo también contiene células Otp dispersas, que podrian ser el origen
de las células VP que se diferencian en este ndcleo. Sin embargo, resulta curioso
encontrar expresion de VP en el SCh de ratones Otp-knockout (Acampora et al 1999).
Puede ser que en este nlcleo la expresion de VP esté bajo el control de otros factores
de transcripcion (como Siml) y, por tanto, esta poblacion sea diferente de la
observada en el PVN y el SO.

En el hipotalamo basal, la expresion de VP y OT es muy intensa en el SOtu. Esta
expresion esta relacionada con la dispersion ventral que siguen algunas células Otp
desde el SPV al Ch/SPa y a territorios hipotalamicos mas ventrales. Los resultados de
hibridacion in situ y los ensayos de migracion sugieren que las células VP y OT del
SOtu provienen de una dispersion ventral del SPVt. Estos datos coinciden con lo que

se ha sugerido en otros estudios (Diaz et al. 2015).
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Fuera del hipotalamo, VP y OT se expresan en células de la EAme. La primera
expresion de VP y OT en la EAme la encontramos en E14.5, lo que coincide con los
resultados publicados en rata (Al-Shamma y De Vries 1996). VP y OT se expresan en
el BSTM, la Me y la region sublenticular de la EAme, y en todas estas regiones hay
células Otp migradas desde el SPV. Estos resultados se corroboran con los estudios
con ratones Otp-knockout donde la expresion de VP y OT desaparece en todas estas
areas de la EAme (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin 2000). Nuestros resultados de
ensayos de migracion combinados con inmunofluorescencia para VP demuestran que
algunas de las células de la EAme que se producen en el SPV son vasopresinérgicas,
siendo ésta la primera demostracion experimental. Por otro lado, en el BSTMh se
observan algunas células aisladas de VP pero no de OT. Esto sugiere que las células
con expresion de VP y OT se concentran en las partes central y ventral del SPV, y no
en la dorsal, que es donde se localiza el BSTMh.

Ademas, nuestros datos ponen de manifiesto que el SPVt y el SPVp producen
células VP y OT de manera diferencial. EI SPVp daria lugar a las neuronas VP y OT
del PVN, el SO principal y el AH/LH y también es el origen de las células VP y OT que
migran tangencialmente hacia areas ventrales hipotaldmicas y la EAme, lo cual se ha
demostrado experimentalmente para las células con VP. Por otro lado, el SPVt seria el
origen de las neuronas con VP y/u OT encontradas en el SO terminal, y quizas
también las del SCh y el SOtu.

4.3.2 Dimorfismo sexual de las neuronas VP y OT

Muchos son los estudios que demuestran el dimorfismo sexual en las respuestas
en las que estan implicados los neuropéptidos VP y OT, teniendo un papel importante
en la expresion de los comportamientos caracteristicos de machos y de hembras
(Young 1999; Insel y Young 2000; Goodson y Bass 2000; Ferguson et al. 2002; Kelly y
Goodson 2013; Paul et al. 2014). De esta forma, la VP regula principalmente el
comportamiento de machos mientras que la OT tiene mayor relevancia en el de
hembras (Young 1999; Insel y Young 2000; Goodson y Bass 2000; Ferguson et al.
2002; Kelly y Goodson 2013; Paul et al. 2014). Esta diferencia sexual es variable
dependiendo de la especie (Goodson 2013; revisado en Albers 2015). Ademas, la
mayoria de los efectos de la VP y la OT, especialmente los relacionados con
comportamiento, son dependientes de esteroides (Wang et al. 1994; Caldwell et al.
2003; Cushing y Kramer 2005). Diversos estudios han mostrado la existencia de
dimorfismo sexual en el BSTM vy, en patrticular, de las neuronas que expresan VP y OT

en distintas especies de vertebrados (revisado en Grossmann et al. 2002; De Vries y
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Panzica 2006; datos en rata: Al-Shamma y De Vries 1996; Dumais et al. 2016; datos
en ratén: Otero-Garcia et al. 2014, 2016).

Aunque el estudio del origen de este dimorfismo sexual no era uno de los objetivos
de la tesis, sexamos los animales utilizados en nuestro estudio y consideramos la
posible influencia del sexo en la distribucion de los neuropéptidos VP y OT durante el
desarrollo embrionario. En las edades estudiadas no observamos diferencias sexuales
ni en la distribucién de VP y OT, ni en el momento en que comienzan a expresarse.
Sin embargo, seria necesario un estudio mas completo, con mayor tamafio muestral,
y en el que se tengan en consideracion los niveles de hormonas gonadales de cada
individuo ya que la expresién de estos nonapéptidos es muy sensible a las variaciones
en los niveles de estas hormonas (rata: DeVries et al. 1985; Han y De Vries 2003;
ratén: Rood et al. 2013).

4.4. Nueva concepcion del dominio preéptico y su contribucion a la amigdala
medial extendiday otras areas subpaliales

Nuestros datos de Otp y los ensayos de migracion muestran que cada una de las
divisiones prosoméricas del SPV guarda relacion con una parte distinta del area
preodptica: el SPVt produce células que migran tangencialmente a la subdivisiéon
predptica ventral (POv), mientras que el SPVp produce células que migran
tangencialmente a la subdivision preoptica comisural (POC). Estos datos, junto con la
expresion del marcador peduncular Rgs4 en POC pero no POv sugieren que el POv
pertenece al prosémero terminal, mientras que POC pertenece al peduncular. Esto
contradice la propuesta mas reciente del modelo prosomérico, que sugiere que toda la
region preodptica es terminal (Puelles et al. 2012; Puelles y Rubenstein 2015). Sin
embargo, nuestra propuesta concuerda mejor con los datos de la dispersion tangencial
de células, que principalmente ocurriria dentro de cada prosémero, asi como con los
datos de Rgs4. Seria necesario explorar la expresion de otros genes y realizar mapas
de destino precisos del prosbmero terminal para ver si huestra propuesta se sostiene.
Por otro lado, nuestra propuesta también concuerda mejor con el recorrido de algunos
tractos de fibras, como el pedunculo cerebral, la comisura anterior y el fornix, todos
ellos siguiendo principalmente el prosémero peduncular. Es més, teniendo en cuenta
el recorrido dorsoventral del fornix a lo largo del prosémero peduncular, es muy posible
que los cuerpos mamilares pertenezcan al mismo prosémero, en lugar del terminal que
es donde se ha situado en la ultima revision del modelo prosomérico (Puelles y
Rubenstein 2015). No obstante, ésto no significa que no pueda haber trasvases de
neuronas entre prosémeros, aunque éstas sean menos frecuentes. De hecho se ha

propuesto la existencia de migraciones tangenciales desde el prosémero 3 al
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prosencéfalo secundario en base al mapa de destino de células con linaje de Foxbl
(Zhao et al. 2008). Nuestros resultados también muestran migraciones entre ambos
dominios predpticos.

Por otro lado, estudios previos han demostrado que el POC produce células con
expresion de Shh para una parte de la EAme, ademas de producir otras poblaciones
celulares para otras partes del telencéfalo (Garcia-Lépez et al. 2008; Carney et al.
2010; Bupesh et al. 2011a, 2014). Estas migraciones desde el POC a la EAme y otras
partes del telencéfalo también se describieron en aves (Abellan y Medina 2009). En
estudios previos se penso que el POv (rico en células con Isletl) no producia células
para la amigdala (Bupesh et al. 2011b). Sin embargo, los datos de esta tesis indican
gque tanto el POC como el POv producen neuronas para la amigdala, incluyendo tanto
el BSTM como la amigdala medial. Esto podria ayudar a explicar algunas de las
neuronas con Isletl observadas en el BSTM, que podrian proceder del POv. Habria
que realizar mas estudios para entender mejor la distribucion y el fenotipo de las

neuronas de la EAme con origen en distintas partes de la regién predptica.
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5. CONCLUSIONES

1. El dominio supraopto-paraventricular (SPV) se puede identificar desde el estadio
embrionario E9.5, como una zona libre de expresion de Isletl situada en la regién alar
del prosencéfalo secundario, entre tres dominios ricos en este factor de transcripcion:
el dominio predptico (PO, dorsalmente), el dominio quiasméatico o subparaventricular
(Ch/SPa, ventralmente) y el dominio pretalamico (caudalmente). En E10.5, el dominio
SPV presenta expresion del factor de transcripcion Otp en las proximidades de la base
del pediculo oOptico. La expresion de Otp se extiende a la mayor parte del manto del
SPV desde E11.5.

2. Desde el estadio E12.5 se pueden distinguir las dos divisiones prosoméricas del
dominio SPV, la terminal y la peduncular, en base a la expresién de Rgs4. Ambas
divisiones expresan el factor de transcripcion Otp pero Unicamente la peduncular

expresa Rgs4.

3. La expresion combinatoria de Otp, Rgs4 y Isletl, junto con los resultados
obtenidos en los ensayos de migracién celular proporcionan evidencia sobre la
contribucién diferencial de las divisiones terminal y peduncular del dominio SPV al
hipotalamo y al telencéfalo. Ademas, la comparacién con la glia radial muestra que se
producen tanto migraciones celulares radiales como tangenciales desde ambos
subdominios, y que la dispersion tangencial se produce desde estadios embrionarios
tempranos (E11.5, E12.5).

4. El SPV terminal (SPVt) produce células para una region rostral del hipotalamo, y
ademas produce células que migran tangencialmente tanto dorsalmente, al area
predptica ventral (POv), como ventralmente, al dominio quiasmatico terminal
(Cht/TSPa), ambos Isletl positivos. La distribucion de las células migradas
tangencialmente que derivan del SPVt se relaciona con la expresion de Otp
encontrada en el POv y en el Cht/TSPa. Mientras que en el POv las células Otp y
Isletl se entremezclan desde E11.5 sin llegar a colocalizar, en el Cht/TSPa se
encuentran inicialmente segregadas, ocupando las células Isletl una posicién medial
con respecto a las células Otp, que se encuentran a nivel superficial. La poblacién
superficial de células Otp observada a nivel del dominio Cht/TSPa se vuelve muy
importante en E12.5 - E13.5, pero mas tarde va perdiendo densidad celular de forma
gradual (E14.5, E16.5), en parte debido a una migracion mas ventral de las células.

Algunas de las células que migran ventralmente al Cht/TSPa parecen contribuir al
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nucleo supradptico tuberal, situado en el hipotalamo basal. A partir de E14.5, se
observa otra migracién celular tangencial ventral desde el SPVt, que cursa
periventricuarmente, y podria ser el origen de las células Otp del nacleo

supraquiasmatico.

5. El SPV peduncular (SPVp) da lugar al complejo nuclear paraventricular (PVN), al
ndcleo supradptico principal (SO) y a una subdivisién hipotaldmica del nucleo medial
del lecho de la stria terminalis (BSTM), todos en la dimensién radial del SPVp. Esta
subdivisién hipotalamica del BSTM, localizada en el aspecto mas dorsal del SPVp, se
deforma formando una espiga que toca el telencéfalo y que expresa Otp. En esta

zona, las células Otp y Isletl se mantienen segregadas.

6. La distribucion de las células derivadas del SPVp migradas tangencialmente al
telencéfalo y a otras partes del hipotalamo se relaciona con la expresion de Otp
encontrada en esas zonas. El SPVp produce células para el area predptica comisural
(POC), la amigdala medial extendida (EAme), el dominio quiasmatico peduncular
(Chp/PSPa) y otras areas mas ventrales del hipotdlamo peduncular, asi como el
dominio pretalamico. En partes preopticas y posterolaterales del BSTM, las células
Isletl se entremezclan con las Otp sin llegar a colocalizar, mientras que en la Me y en
el Chp/PSPa las células Isletl y Otp se encuentran totalmente segregadas.

7. En contraste con nuestra hipétesis inicial que proponia una contribucién
diferencial de las distintas subdivisiones del SPV a la EAme, nuestros resultados
muestran que es Unicamente la parte peduncular la que proporciona células a distintas
subdivisiones de la EAme, incluyendo la amigdala medial (Me), la regién sublenticular

de la EAme, y las partes hipotalamica y telencefalica del BSTM.

8. Desde el estadio embrionario E13/13.5, se observa expresion del RNA
mensajero (RNAmM) de los neuropéptidos vasopresina (VP) y oxitocina (OT) en células
de los nucleos PVN y/o SO principal hipotalamicos del SPVp. A partir de E14.5, se
observan también células con el RNAm de VP y OT en el hipotadlamo lateral (LH) del
mismo dominio SPVp, asi como en otros territorios hipotalamicos, como el dominio
Ch/SPa y el hipotdlamo basal, y extrahipotaldmicos, como la EAme. Al principio, las
células con VP y con OT s6lo se encuentran en el prosémero peduncular, pero a partir

de E14.5 también se observan en el terminal.
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9. Dentro del hipotdlamo terminal, las primeras células con VP y OT se observan
en la zona quiasmética superficial y el nudcleo supraoptico tuberal (SOtu, en el
hipotalamo basal). A partir de E16.5, también se observan células con VP en el nucleo
supraquiasmético (SCh) y, células con VP u OT en una divisién terminal y alar del

nucleo supraoptico.

10. Los datos obtenidos de la expresion de estos neuropéptidos, y la del marcador
peduncular Rgs4 vy los resultados de los ensayos de migracién celular muestran que
el SPVp es el origen de las neuronas VP y OT del ndcleo paraventricular, el SO
principal, el AH/LH, de algunas areas ventrales hipotaldmicas y de la EAme. Estas
tltimas se localizan en el BSTM, la zona sublenticular de la EAme y en la amigdala
medial. Por otra parte, la comparacién con Rgs4 (ausente en la zona terminal alar) y
los ensayos de migracion celular sugieren que las neuronas VP y OT que se localizan

en los nlcleos SCh y SOtu se originarian en el SPVt.

11. Las divisiones del dominio predptico, ventral (POv) y comisural (POC),
contribuyen de manera diferencial a la EAme. Nuestros resultados muestran que
desde ambos subdominios preépticos se producen migraciones celulares al BSTM y la
Me. EI POC también produce células para el BSTL, el estriado y otras areas ventrales
subpaliales.

12. Los resultados sugieren que la division ventral del dominio predptico se
encuentra en el prosémero terminal y recibe principalmente células que emigran desde
el SPVt, mientras que la comisural se encuentra en el prosémero peduncular y recibe
mayormente células que emigran del SPVp. Ademas, los ensayos de migracion
muestran migraciones tangenciales interprosoméricas desde el POv al POC y

viceversa.

13. Los resultados sugieren que la vesicula 6ptica se relaciona con las dos partes
del SPV, la terminal y la peduncular, de forma que la terminal seria continua con el
verdadero tallo optico (por donde cursaran los axones de las células ganglionares de
la retina) y la parte neural de la retina, mientras que la peduncular guarda relaciéon con

el epitelio pigmentario.
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Anexos

ANEXO I. Reactivos y disoluciones empleadas

Esta seccidén estd formada por los reactivos y la elaboracion de las disoluciones
empleadas en las técnicas descritas. Esta ordenado alfabéticamente para facilitar la

busqueda.

AMPICILINA (Amp)
Uso: 100 pg/mi
Preparacion: se diluye 1 g de Ampicilina (Sigma, Cat. No. A9518) en 100 ml de
agua pura (Sigma, Cat. No. W4502) y se filtra (filtro de 0.22 ym).
Alicuotas de 1 mly se conserva a -20 °C.
Stock: 10 mg/ml

BBR (Boerhinger Blocking Reagent)
Preparacion de 100 mi:
Se mezclan 10 g BBR (Roche, Cat. No. 11096176001) en 100 ml MAB1x y se
autoclava para que se disuelva. Se deja reposar hasta que el poso blanquecino
precipite. Entonces, decantar y alicuotar.

Conservar a -20 °C.

CLORANFENICOL (Cam)
Uso: 25 pg/ml
Preparacion: se diluye x g de Cloranfenicol (Sigma, Cat. No. C6455) en etanol
absoluto.
Alicuotas de 1 mly se conserva a -20 °C.
Stock: 34 mg/ml

DISOLUCION AR (Antigen retrieval)
Preparacion de 1 litro:
Se disuelve 2.94 g de citrato sédico tribasico dihidratado (Sigma, Cat. No. S4641)
en agua destilada.
Se ajusta el pH a 6 con acido clorhidrico.
Se afiaden 0.5 ml de Tween-20 (Sigma, Cat. No. P7949)
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DISOLUCION BLOQUEANTE
Preparacion de 100 mi:
Se mezclan 60 ml de MABT1x, 20 ml de BBR y 20 ml de Sheep Serum (Sigma,
Cat. No. S2263) inactivado térmicamente previamente (56 °C durante 30 minutos).

MAB 5x
Preparacion de 500 mi:
Se disuelven 29 g de &cido malico (Sigma, Cat. No. M0375), 19 g de NaOH
(Sigma, 221465) y 21.76 g de NaCl (Sigma, S3014) en agua Milli-Q.
Se ajusta el pH a 7.5.

MABT 1x (MAB 1X + TWEEN 01%)
Preparacion de 100 mi:

Se mezclan 20 ml de MAB 5x y 0.1 ml de Tween-20 y se enrasa con agua Milli-Q.

MEDIO DMEM ENRIQUECIDO
Preparacion de 51.25 ml:
Se mezclan 48 ml de medio DMEM (Gibco, Cat. No. 41965039), 0.5 ml
penicilina/estreptomicina (Gibco, Cat. No. 15140122, 10000 U/ml) , 0.25 ml L-
glutamina (Gibco, Cat. No. 25030024, 200 mM) y 2.5 ml de suero bovino fetal
(Gibco) inactivado térmicamente.

Se prepara bajo campana de flujo laminar.

MEDIO LB LIQUIDO
Preparacion de 250 mi:
Se disuelven 2.5 g triptona (Pronadisa, 1612.00), 1.25 g de extracto de levadura
(Pronadisa, 1702.00) y 2.5 g de NaCl con agua Milli-Q.
Se ajusta el pH a 7.2-7.5.

Se autoclava y se almancena a 4 °C.

MEDIO LB-AGAR
Preparacion de 250 mi:
Se disuelven 2.5 g triptona, 1.25 g de extracto de levadura, 2.5 g de NaCly 3.75 g
de agar bacteriologico (Pronadisa, 1800.00) con agua Milli-Q.
Se ajusta el pH a 7.2-7.5.

Se autoclava y se almancena a 4 °C.
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MEDIO NEUROBASAL ENRIQUECIDO
Preparacion de 52.25 ml:
Se mezclan 48 ml de medio NEUROBASAL (Gibco, Cat. No. 21103049), 1 ml de
suplemento B27 (Gibco, Cat. No. A1895601), 0.5 ml penicilina/estreptomicina ,
0.25 ml glutamina y 2.5 ml de suero bovino fetal inactivado térmicamente.

Se prepara bajo campana de flujo laminar.

PARAFORMALDEHIDO AL 4% (PFA)
Preparacion de 250 mi:
Se disuelven 10 g de paraformaldehido (Sigma, Cat. No. 158127) en 240 ml de
PBS 0.1M a 65 °C. Para facilitar la disolucion, se le afiaden un par de gotas de
NaOH (Sigma, Cat. No. 221465) 10M.

Se ajusta el pH a 8-8.5 y se filtra. Almacenar a 4 °C.

PBS 1M (Tampédn fosfato salino)
Preparacion de 1 litro:
Se disuelven en agua Milli-Q 80g NaCl, 2g KCI (Sigma, Cat. No. P9541), 14.4 g
Na,HPO, (Sigma, Cat. No. S3264) y 2.4 g KH,PO, (Sigma, Cat. No. P9791).
Se enrasa a volumen final y se ajusta el pH a 7.4.
Se filtra con filtro Stericup Filter Unit 0.22 um (Millipore, Cat. No. SCGVUO5RE).

Se conserva a temperatura ambiente.

PBS 0.1M
Preparacion de 1 litro:
Se mezclan 100 ml de PBS 1M con 900 ml de agua Milli-Q.

Se conserva a temperatura ambiente.

SSC0.2x pH 7.5
Preparacion de 100 mi:
Se mezcla 1 ml SSC 20x pH 7.5 en 99 ml de agua Milli-Q.

SSC 20x pH 7.5
Preparacion de 500 mi:
Se disuelven 87.65 g de NaCl y 44.1 g de citrato sodico tribasico (Sigma, Cat. No.
S4641) en agua Milli-Q.
Se ajusta el pH a 7.5.

Se autoclava y se alicuota para conservar a -20 °C.
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SUERO GLUCOSADO
Preparacion de 1 litro:

Se disuelven en agua Milli-Q los siguientes reactivos en este orden:

7.24 g de NaCl

0.3728 g de KClI

0.162 g de KH,PO,

0.32 g de MgSO, * 7H,0 (Sigma, Cat. No. M7804)
2.18 g de NaHCO; (Sigma, Cat. No. S6297)

0.34 g de CaCl, * 2H,0 (Sigma, Cat. No. C7902)

1.8 g de D-Glucosa anhidra (Sigma, Cat. No. G7021)

Se filtra con filtro Stericup Filter Unit 0.22 um (Millipore, Cat. No. SCGVUO5RE)

bajo campana de flujo laminar.

Conservar a 4 °C.

TAE 50x

Preparacion de 1 litro:

Se disuelven en agua Milli-Q 242 g TRIS BASE (Sigma, Cat. No. T1503), 57.1 ml
de acido acético glacial (Panreac, Cat. No. 141008) y 100 ml EDTA 0.5M pH 8
(Sigma, Cat. No. E7889).

Se enrasa a volumen final.

TAE 1x
Para 1 litro:
Se mezclan 20 ml de TAE 50x con 980 ml de agua Milli-Q.

TAMPON DE HIBRIDACION 1° DIA (BH 1* dia)
Preparacion de 50ml:
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Mezclamos los siguientes reactivos en este orden:

25 ml de formamida molecular (Sigma, Cat. No. F9037)

3.25 ml de SSC 20x (Standard saline citrate), pH 5 [66.53 % de NaCl y 33.47 %
de citrato sodico tribasico disueltos en agua Milli-Q y ajustado a pH 5]

0.5 ml EDTA 0.5M pH 8 (Sigma, Cat. No. E7889)

5 ml de ARNt (Sigma, Cat. No. R6625). Se disuelven 0.5 g de ARNt en 25 ml|
de agua pura (Sigma, Cat. No. W4502) y 25 ml de formamida molecular.

0.1 ml Tween-20

100 pl heparina (Sigma, Cat. No. H3393). Uso: 50mg/ml
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Enrasar hasta 50 ml con agua pura.
Se agita durante varias horas en agitador orbital a 4 °C.
Conservar a -20 °C.

TAMPON DE HIBRIDACION 2° DIA (BH 2° dia)
Preparacion de 50ml:
Mezclamos los siguientes reactivos en este orden:
o 25 ml de formamida molecular (Sigma, Cat. No. F7503)
o 3.25 ml de SSC 20x (Standard saline citrate), pH 5 (66.53 % de NaCly 33.47 %
de citrato sodico tribasico disueltos en agua Milli-Q y ajustado a pH 5)
e 0.5mIEDTA0.5MpH 8
e 0.1 ml Tween-20
Enrasar hasta 50 ml con agua pura.
Se agita durante varias horas en agitador orbital a 4 °C.
Conservar a -20 °C.

TAMPON TRIS 0.05M
Preparacion de 100 mi:
Se prepara a partir del Trizma hydrochloride 1M, pH 8 (Sigma, Cat. No. T3038).

Se mezclan 5 ml de Tris comercial con 95 ml de agua Milli-Q.

TNB
Preparacion de 50 ml:
Se mezclan 30 ml de TNT, 10 ml de BBR y 10 ml Sheep Serum desactivado

térmicamente.

TNT
Preparacion de 50 ml:
Se mezclan 5 ml de Trizma hydrochloride 1M pH8, 0.45 g de NaCl y 2.5 pl Tween-
20 en agua Milli-Q.

TSA PLUS STOCK SOLUTION
El TSA plus Cy3 (PerkinElmer, Cat. No. NEL744001KT) se disuelve en 150 pl de
dimetilsulféxido, DMSO (Sigma, Cat. No. D8418).
El DMSO a 4 °C se encuentra congelado, por lo que hay que atemperarlo antes de

usarlo.
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TSA PLUS WORKING SOLUTION
TSA Plus Stock solution se diluye 1:100 en 1x Amplification diluent (PerkinElmer,
Cat. No. NEL744001KT).
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ANEXO II. Ejemplares utilizados en este estudio

Tabla de animales usados para los ensayos de hibridacién in situ o

inmunohistoquimica

Estadio Ratona Embrion Orientacién Experimento

E10.5 | mBe058 10 Oblicuo Inmunofluorescencia Otpl/Islet Q
E11.5 ]| mBe060 9 Oblicuo Inmunofluorescencia Otp/Islet/RC2 Q
1 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp/Islet
mBe025 3 Sagital Inmunohistoquimica Otp/Islet
6 Transversal Inmunohistoquimica Otp/RC2
1 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp/RC2 3
mBe028 - —
2 Transversal Inmunohistoquimica Otp/RC2 I
1 Oblicuo Hibridacién OT/VP Q
mBe0ss Oblicuo Hibridacion Rgs4/VP K]
3 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp/RC2 Q
MBe047 4 Oblﬁcuo Inm unoh?stoquim?ca Otp/Islet Q
5 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp/Islet I
E125 6 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp/RC2 3
1 Oblicuo Doble inmunofluorescencia Otp-Islet )
2 Oblicuo Doble inmunohist-inmunofluor. Otp-RC2| &
mBe050 ; - —
3 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp /Islet 3
5 Oblicuo Doble inmunofluor. Otp-Islet Q
1 Oblicuo Triple inmuno. Otp-Islet-RC2 3
mBe0sS 3 Oblicuo Doble inmunofluor. Otp-Islet 4
1 Oblicuo Hibridacion OT/Rgs4 Q
2 Oblicuo Hibridacion VP/Rgs4 3
mBe076 3 Oblicuo Hibridacion VP/OT Q
4 Oblicuo Hibridacion VP/Rgs4 Q
5 Oblicuo Hibridacién OT/Rgs4 Q
1 Oblicuo Hibridacién Otp/OT
2 Oblicuo Hibridacién Otp/VP
mBe026 3 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp/Islet
5 Transversal Hibridacion VP
6 Oblicuo Hibridacién OT/VP
E135 | mBe030 1 Trans.versal Inm unoh?stoqufm?ca Otp/RC2 3
2 Oblicuo Inmunohistoquimica Otp/RC2 Q
1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/RC2 Q
2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet Q
mBe048 4 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet Q
5 Oblicuo Inmunohistog. Otp/RC2 38
8 Oblicuo Inmunohistog. Otp/Islet 3
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Estadio Ratona Embrién Orientacién Experimento
1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/RC2 Q
mBe021 4 Obl!cuo H|br|dac.|on Otp/CRF Q
5 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/TH 3
8 Transversal Hibridacion OT/VP
7 Oblicuo Hibridacion Otp/OT 3
mBe041 8 Oblicuo Hibridacion Otp/VP )
9 Oblicuo Hibridacion Otp/CRF I
7 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/RC2 Q
mBe046 8 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet Q
9 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet 3
E14.5 i i
MBe049 8 ObI!cuo Inmun'ohlstoq. Otp Q
10 Oblicuo Inmunohistog. Otp/Islet 3
7 Sagital Hibridacién VP/Otp Q
8 Oblicuo Hibridacion VP/OT 3
mBe070 Oblicuo Hibridacion VP/OT B
10 Sagital Hibridacion OT/Otp I
8 Oblicuo Hibridacion VP/OT Q
11 Oblicuo Hibridacién Rgs4/0OT Q
mBe072 7 Oblicuo Hibridacion Rgs4/VP 0
13 Oblicuo Hibridacion VP/OT Q
mBe073 7 Oblicuo Hibridacién Rgs4/VP Q
2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP
MBe023 3 Obl!cuo HlbrldaCIOI"l OT/CRF
E155 4 Oblicuo Inmunohistoq.TH
' 5 Oblicuo Inmunohistog. VP/TH
MBe062 2 Obl?cuo H?br!dac!(,)n OT/VP Q
3 Oblicuo Hibridacién OT/VP 3
MBe029 1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP/RC?2 Q
6 Transversal Inmunohistoq. Otp/VP/RC2 Q
2 Oblicuo Inmunohistog. Otp/Islet 3
mBe04s 6 Oblicuo Inmunohistog. Otp/VP 3
1 Oblicuo Inmunohistog. Otp/VP 3
mBe053 2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP Q
3 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP 3
E16.5 1 Oblicuo Hibridacion VP/OT Q
2 Oblicuo Hibridacion VP/OT 3
mBe06s 7 Oblicuo Hibridacion VP/OT o
6 Oblicuo Hibridacién VP/OT 4
1 Oblicuo Hibridacion VP/OT 3
2 Oblicuo Hibridacion VP/OT Q
mBeo77 3 Oblicuo Hibridacion VP/OT 0
6 Oblicuo Hibridacién VP/OT 3
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Estadio Ratona Embrién Orientacién Experimento
mBe027 3 Oblicuo Hibridacién Otp/CRF/OT
E17.5 i ibridacié
MBe042 1 ObI!cuo Hl_brl_dam_(?n OT/Rgs4
2 Oblicuo Hibridacion VP/Rgs4
1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP
mBe024 2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP
4 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP/TH
E18.5 5 Oblicuo Hibridacion VP/OT 3
MBe063 6 Obl!cuo H!br!dac!c?n VP/OT )
7 Oblicuo Hibridacion VP/OT Q
8 Oblicuo Hibridacién VP/OT Q
mBe032 6 Oblicuo Inmunohistoq. VP 3
PO MBe043 1 Obl!cuo Inmunoh!stoq. VP/Otp/TH
2 Oblicuo Inmunohistog. VP/Otp/TH
P3 mBe031 1 Oblicuo Inmunohistog. VP/TH 4
P7 mBe033 7 Oblicuo Inmunohistog. VP/TH 3

Tabla de casos seleccionados de los ensayos de migracion

Ubicacién del trazador celular
fluorescente CMFDA

Estadio Ratona Embrién Caso Orientacion

1 6a Oblicuo PO ventral
mBe017 6b Oblicuo PO ventral
4 la Oblicuo SPV peduncular
la Oblicuo SPV peduncular
1 2a Oblicuo SPV basal
mBe020 2b Oblicuo SPV basal
3 la Asimétrico PO ventral
3b Oblicuo SPV peduncular
mBe021 2 3a Oblicuo PO ventral
4 2a Oblicuo PO comisural
E145 mBe034 2b Oblicuo PO comisural
5 3a Oblicuo SPV peduncular
la Oblicuo SPV peduncular
mBe035 3 1b Oblicuo SPV peduncular
2a Oblicuo PO ventral
MBe036 5 la Oblicuo PO com?sural
1b Oblicuo PO comisural
MBe044 5 5a Oblicuo PO ventral
5b Oblicuo PO ventral
2a Oblicuo PO ventral + SPV terminal
mBe046 3 2b Oblicuo SPV terminal
3b Oblicuo SPV peduncular
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Ubicacién del trazador celular
fluorescente CMFDA

Estadio Ratona Embrién Caso Orientacion

1 6a Oblicuo PO ventral
mBe017 6b Oblicuo PO ventral
4 la Oblicuo SPV peduncular
la Oblicuo SPV peduncular
1 2a Oblicuo SPV basal
mBe020 2b Oblicuo SPV basal
3 la Asimétrico PO ventral
3b Oblicuo SPV peduncular
mBe021 2 3a Oblicuo PO ventral
4 2a Oblicuo PO comisural
mBe034 2b Oblicuo PO comisural
5 3a Oblicuo SPV peduncular
la Oblicuo SPV peduncular
mBe035 3 1b Oblicuo SPV peduncular
2a Oblicuo PO ventral
MBe036 5 la Obl?cuo PO com?sural
1b Oblicuo PO comisural
MBe044 5 5a Oblicuo PO ventral
5b Oblicuo PO ventral
2a Oblicuo PO ventral + SPV terminal
mBe046 3 2b Oblicuo SPV terminal
3b Oblicuo SPV peduncular
mBe057 6 la Oblicuo SPV peduncular
la Oblicuo SPV peduncular + inmunofluoresc. VP
1 1b Oblicuo SPV peduncular + inmunofluoresc. VP
E14.5 | mBe064 4 Oblicuo SPV terminal
4 3a Oblicuo PO ventral + inmunofluoresc. Isletl
3b Oblicuo PO ventral + inmunofluoresc. Isletl
1 3a Oblicuo SPV peduncular
3b Oblicuo SPV peduncular
3a Oblicuo PO ventral
3b Oblicuo PO ventral
mBe0s? 4 5a Oblicuo SPV peduncular
5b Oblicuo SPV peduncular
5 5a Oblicuo SPV peduncular
5b Oblicuo SPV peduncular
MBe070 3 3a Obl!cuo SPV peduncular
3b Oblicuo SPV peduncular
2 3 Oblicuo SPV terminal
3 la Oblicuo SPV peduncular
mBe071 1b Oblicuo SPV peduncular
5 la Oblicuo SPV peduncular
1b Oblicuo SPV peduncular
MBeO71 3 3a Oblicuo SPV basal
3b Oblicuo SPV basal
1 2a Oblicuo SPV peduncular + hibridaciéon VP
3 2a Oblicuo SPV peduncular + hibridaciéon VP
2b Oblicuo SPV peduncular + hibridacion VP
mBe078 la Oblicuo SPV peduncular + hibridacién VP
5 2a Oblicuo SPV peduncular + hibridacion VP
2b Oblicuo SPV peduncular + hibridacién VP
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ANEXO lll. Comparaciéon de expresion de VP y OT en machos y hembras
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& dAC-LL0°8W-9913 & dA€£0°8W-S91F O dA-9-££098W-5913 O dA-L-££0°9W-5913
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&  10-7-££099W-5913 & 1O-€-££0°gW-5913 O 10-9-££098W-5'913 O 10-1-££099W-5917
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dA\-8-£90°qW-5'8 13 dA\-£-€90°9W-5'8 7 O dA-9-€909qW-9'81] dA\-5-€90°qW-5'8 L]
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dA-8-€9099W-5'817 dA\-£-€90°9W-5'8 L7 O dA-9-€909gW-9'81] dA-§-€90°9W-5'8 13
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