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RESUMEN 

Los nonapéptidos vasopresina y oxitocina tienen un papel clave en varios aspectos 

del comportamiento y la cognición social, como afiliación, formación de vínculos de 

pareja y reconocimiento materno-filial. En el cerebro, son producidos principalmente 

por neuronas de los núcleos hipotalámicos paraventricular (PVN) y supraóptico (SO), 

cuyos axones los liberan como hormonas principalmente en la neurohipófisis. Ambos 

nonapéptidos son también liberados en el cerebro desde éstas y otras subpoblaciones 

de neuronas del hipotálamo y la amígdala medial extendida, actuando como 

neurotransmisores/neuromoduladores. Se ha propuesto que las neuronas 

vasopresinérgicas y oxitocinérgicas del PVN y SO se originan en el dominio 

hipotalámico supraopto-paraventricular (SPV) y que su diferenciación depende del 

factor de transcripción Otp, pero no se ha demostrado experimentalmente. Además, se 

desconoce el origen de las poblaciones de neuronas vasopresinérgicas y 

oxitocinérgicas localizadas en otras regiones del cerebro. Por otra parte, en las 

propuestas más recientes del modelo prosomérico, el SPV incluye dos partes que 

pertenecen a diferentes prosómeros, terminal y peduncular. No se conoce cuál es la 

contribución de cada subdivisión del SPV a la amígdala extendida ni si las células Otp 

alcanzan esta región 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 hibridación in situ e 

inmunohistoquímica, en embriones y postnatales de ratón. Con el fin de estudiar el 

origen de las neuronas vasopresinérgicas en el hipotálamo y el telencéfalo, realizamos 

ensayos de migración celular en secciones del prosencéfalo, utilizando un trazador 

celular fluorescente, seguidos de inmunofluorescencia. Para comprender mejor la 

localización de las células VP y OT y las rutas de migración desde el SPV terminal o 

peduncular, comparamos los resultados con datos de la expresión de Otp, Islet1 y 

Rgs4, y con la disposición de la glía radial. Mientras la combinación de Otp y Islet1 fue 

útil para discriminar el SPV de los dominios adyacentes, Rgs4 permitió la distinción de 

la parte peduncular del SPV. Las rutas de migración difirieron dependiendo de la 

posición del trazador celular. Desde el SPV terminal, las células migraron dorsalmente 

al área preóptica ventral y ventralmente a la región quiasmática terminal. Es posible 

que algunas de estas células migren hasta alcanzar el hipotálamo basal para formar el 

núcleo SO tuberal. Desde el SPV peduncular, muchas células migran siguiendo la 

dimensión radial, extendiéndose desde el PVN a través del hipotálamo anterior y 

lateral, el SO principal y una estrecha franja del BSTM posterior. Además, se 

observaron células que migran tangencialmente al BSTM lateral y otras partes de la 
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amígdala medial extendida, y también al hipotálamo ventral. Tras inmunofluorescencia 

para VP observamos numerosos casos de colocalización entre el trazador celular y el 

nonapéptido. En conclusión, en este trabajo demostramos que el SPV es la principal 

fuente de las células Otp y VP del hipotálamo y el telencéfalo, y que únicamente la 

parte peduncular produce células para la amígdala medial extendida. 
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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, Islet1 and Rgs4, and on radial glial disposition. While the 

combinatorial expression of Otp and Islet1 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. 
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RESUM 

Els nonapèptids vasopressina i oxitocina tenen un paper clau en diversos aspectes 

del comportament i la cognició social, com la afiliació, la formació de vincles de parella  

i el reconeixement matern-filial. En el cervell, són produïts principalment per neurones 

dels nuclis hipotalàmics paraventricular (PVN) i supraòptic (SO), els axons dels quals 

els alliberen com a hormones principalment en la neurohipòfisis. Tots dos nonapèptids 

són també alliberats en el cervell des d'aquestes i altres subpoblaciones de neurones 

de l'hipotàlem i l'amígdala estesa, actuant com neurotransmissors/neuromoduladors. 

S'ha proposat que les neurones vasopressinèrgiques i oxitocinèrgiques del PVN i SO 

s'originen en el domini hipotalàmic supraopto-paraventricular (SPV) i que la seva 

diferenciació depèn del factor de transcripció Otp, però no s'ha demostrat 

experimentalment. A més, es desconeix l'origen de les poblacions de neurones 

vasopressinèrgiques i oxitocinèrgiques 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 

contribució de cada subdivisió del SPV a l'amígdala estesa ni si les cèl·lules Otp arribin 

a aquesta regió mitjançant migracions radials o tangencials. L'objectiu d'aquest estudi 

va ser investigar aquestes qüestions. Amb aquest proposit, estudiarem el 

desenvolupament de les cèl·lules que expressen vasopressina (VP) i oxitocina (OT), 

mitjançant hibridació in situ i inmunohistoquímica, en embrions i postnatals de ratolí. 

Amb la finalitat d'estudiar l'origen de les neurones vasopressinèrgiques en l'hipotàlem i 

el telencèfal, realitzarem assajos de migració cel·lular en seccions del prosencèfal, 

utilitzant un traçador cel·lular fluorescent, seguits de immunofluorescència. Per 

comprendre millor la localització de les cèl·lules VP i OT, i de les rutes de migració des 

del SPV terminal o peduncular, compararem els resultats amb dades de l'expressió de 

Otp, Islet1 i Rgs4, i amb la disposició de la glia radial. Mentre la combinació de Otp i 

Islet1 va ser útil per discriminar el SPV dels dominis adjacents, Rgs4 va permetre la 

distinció de la part peduncular del SPV. Les rutes de migració van diferir depenent de 

la posició del traçador cel·lular. Des del SPV terminal, les cèl·lules migraren 

dorsalment a l'àrea preòptica ventral i ventralment a la regió quiasmàtica terminal. És 

possible que algunes d'aquestes cèl·lules migren fins a arribar a l'hipotàlem basal per 

formar el nucli SO tuberal. Des del SPV peduncular, moltes cèl·lules migren seguint la 

dimensió radial, estenent-se des del PVN a través de l'hipotàlem anterior i lateral, el 

SO principal i una estreta franja del BSTM posterior. A més, es van observar cèl·lules 

que migren tangencialment al BSTM lateral i altres parts de l'amígdala medial estesa, i 

també a l'hipotàlem ventral. Amb inmunofluorescencia per a VP observarem 
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nombrosos casos de colocalització entre el traçador cel·lular i el nonapèptid. En 

conclusió, en aquest treball es demostra que el SPV és la principal font de les cèl·lules 

Otp i VP de l'hipotàlem i el telencèfal, i que únicament la part peduncular produeix 

cèl·lules per a l'amígdala medial estesa. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Una de las grandes preguntas del ser humano y un desafío para la ciencia es 

entender el funcionamiento del cerebro, y comprender cómo se producen nuestras 

emociones y pensamientos, y cómo se genera nuestra conducta. Para contestar a esta 

pregunta es imprescindible estudiar la organización de las redes neuronales del 

cerebro. Los estudios de neuroimagen están aportando información relevante en este 

sentido, y han puesto de relieve la existencia de estructuras hiperconectadas, como la 

amígdala, situada en el centro de redes neuronales implicadas en el procesamiento de 

las emociones y con distintos aspectos del comportamiento y la cognición social 

(Pessoa 2008; Medina et al. 2017). El creciente interés que suscita esta estructura se 

debe a que su funcionamiento está alterado en diferentes trastornos neurológicos y 

psiquiátricos (Heimer 2003; Phelps y LeDoux 2005; Whalen y Phelps 2009). Nuestro 

grupo de investigación (grupo de Desarrollo y Evolución del Cerebro de la Universitat 

de Lleida) lleva varios años estudiando la amígdala de distintos vertebrados usando 

una aproximación de la biología evolutiva del desarrollo ("evo-devo"), que está 

aportando datos muy relevantes para ayudar a comprender los principios de 

organización funcional de esta estructura (revisiones por Medina et al. 2011, 2017). La 

investigación del grupo ha demostrado que la amígdala está formada por múltiples 

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 amígdala con el mismo origen están preferentemente conectadas entre 

sí, proyectan a las mismas dianas y están implicadas en las mismas redes funcionales 

(García-López et al. 2008; Medina et al. 2011, 2017; Bupesh et al. 2011a,b; Vicario et 

al. 2014, 2015).  

Este trabajo surge como continuación de la investigación del grupo sobre el origen 

de las neuronas de la amígdala medial extendida (García-López et al. 2008; Bupesh et 

al. 2011a; Vicario et al. 2017), que está implicada en diferentes aspectos del 

comportamiento social (Choi et al. 2005). Una subpoblación de las neuronas de la 

amígdala medial extendida se origina en el hipotálamo (García-Moreno et al. 2010; 

Bupesh et al.2011a), y nuestro grupo ha sugerido que esas poblaciones neuronales de 

la amígdala con origen extratelencefálico podrían expresar los neuropéptidos 

vasopresina (VP) y oxitocina (OT), y podrían estar conectadas con las que 

permanecen en el hipotálamo (Bupesh et al. 2011a; Medina et al. 2011, 2017; Vicario 

et al. 2017). Estos neuropéptidos, altamente conservados durante la evolución, están 

implicados en el control de distintos aspectos del comportamiento social y la cognición 

social (Young y Wang 2004; Cushing y Kramer 2005) y su neurotransmisión 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 están convirtiendo en 

dianas de nuevos tratamientos contra alteraciones mentales. Sin embargo, a pesar de 

su creciente aplicación clínica, falta información sobre las redes funcionales en las que 

participan estos neuropéptidos. De ahí, la enorme importancia de estudiar el origen de 

las neuronas que los expresan, dado que los estudios del desarrollo son 

fundamentales para una mejor comprensión de los principios de organización 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 ratón, analizando sus vías de 

migración desde su origen en el hipotálamo por medio de la expresión de diferentes 

genes y ensayos de migración celular. 

Los apartados que se exponen a continuación pretenden explicar las bases en las 

que se fundamenta el estudio, comenzando por la relevancia biológica de los 

nonapéptidos VP y OT, para a continuación revisar los conocimientos actuales sobre 

el desarrollo embrionario del prosencéfalo desde la formación de los dominios 

progenitores en los estadios de placa y tubo neural hasta la diferenciación neuronal y 

su posicionamiento en estadios finales del desarrollo y del adulto. 
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1.1 NEUROPÉPTIDOS VASOPRESINA Y OXITOCINA 

De los más de 100 neuropéptidos descritos en el cerebro de mamíferos, la mayoría 

son sintetizados y liberados por el hipotálamo, en algunos casos con efectos 

periféricos como hormonas endocrinas. Los neuropéptidos normalmente interaccionan 

con receptores acoplados a proteínas 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 aminoácidos 

y producirse a partir de un precursor proteico de mayor tamaño denominado 

neurofisina (Fig. 1.1). 

 

 

Figura 1.1. La vasopresina y la oxitocina cuentan con tres exones y dos intrones. Se 

encuentran en el mismo cromosoma (cromosoma 2 en ratón 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 están separados por una región 

intergénica. La preprohormona consiste en el péptido señal, el nonapéptido (OT o VP), la 

neurofisina I (en preprooxitocina) y II (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 están presentes tanto en 

invertebrados como en vertebrados. La forma ancestral de vertebrados parece ser la 

arginina vasotocina presente en ciclóstomos y codificada por un único gen, el cual por 

duplicación dio lugar a las dos formas parálogas que encontramos en el resto de 

vertebrados: un péptido básico, la arginina vasotocina en no mamíferos y la arginina 

vasopresina (VP) en la mayoría de mamíferos, y un péptido neutral, isotocina en la 

mayoría de los peces, mesotocina en peces pulmonados y tetrápodos, y oxitocina (OT) 

en mamíferos euterios (revisado por Banerjee et al. 2017). En las diversas especies 

aparecen las siguientes características conservadas: 1) Los nonapéptidos se expresan 

tanto en el cerebro como en las gónadas; 2) la expresión de sus receptores está 
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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 Distribución de vasopresina y oxitocina y de sus receptores en el cerebro 

de mamíferos 

VP y OT son dos neuropéptidos muy relacionados entre ellos que únicamente 

difieren en dos aminoácidos (Fig. 1.2). Ambos son sintetizados por neuronas de los 

núcleos supraóptico (SO) y paraventricular (PVN) del hipotálamo. En estos núcleos 

encontramos dos tipos de neuronas vasopresinérgicas y oxitocinérgicas: neuronas de 

gran tamaño denominadas magnocelulares y neuronas pequeñas o parvocelulares. 

Las neuronas magnocelulares parecen ser las responsables de producir la VP y la OT 

que se liberan al torrente sanguíneo a través de la glándula pituitaria posterior o 

neurohipófisis (revisado en Morris 2006). Como hormonas, OT promueve la 

contracción uterina durante el parto y la secreción de leche en la lactancia, mientras 

que VP incrementa la presión sanguínea mediante sus efectos antidiuréticos y 

vasoconstrictores (revisado en Banerjee et al. 2017). A nivel del sistema nervioso 

central estos neuropéptidos actúan como neurotransmisores y neuromoduladores 

(Stoop 2012). Aunque no pueden cruzar la barrera hematoencefálica, OT y VP son 

liberados en el propio hipotálamo 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 sinápticos. Sin embargo, 

se ha propuesto que la acción de la VP y la OT en el sistema nervioso central (SNC) 

estaría mediada por las proyecciones de las neuronas parvocelulares situadas en 

estos mismos núcleos (principalmente en el PVN) y por neuronas VP y OT de otras 

áreas del SNC. Además de las poblaciones neuroendocrinas, existen neuronas 

vasopresinérgicas y oxitocinérgicas en zonas próximas al tercer ventrículo de otras 

regiones hipotalámicas, como el núcleo supraquiasmático, en el hipotálamo lateral, en 

el área preóptica y en la amígdala medial extendida (en rata: Buijs et al. 1978; DeVries 

et al. 1985; en ratón: Rood y De Vries 2011; Otero-Garcia et al. 2014; Otero-García et 

al. 2016). Algunas de estas neuronas coexpresan los dos neuropéptidos (Mezey y Kiss 

1991; Otero-García et al. 2016). 

La acción de VP y de la OT está mediada por sus respectivos receptores. Los tres 

principales tipos de receptores de la VP (VPR) son: VPR1a, 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 más estudiados son OTR y VPR1a por su 
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abundante expresión en el cerebro (VPR1b también se expresa en el cerebro pero 

presenta niveles de expresión más bajos). El perfil de expresión de estos receptores 

es específico del sexo, estando afectado por los esteroides gonadales, y de la especie 

(Lim y Young 2006; Insel 2010). 

 

 

Figura 1.2. Estructura aminoacídica de la oxitocina y la vasopresina en mamíferos (difieren 

únicamente en dos aminoácidos). 

1.1.2 Función de los sistemas vasopresinérgicos y oxitocinérgicos en el cerebro 

de mamíferos 

En las últimas décadas se han realizado numerosos estudios en distintas especies 

animales sobre la función 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 olfacción, la homeostasis, y el aprendizaje y la 

memoria (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 liberación 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). Así, en distintas especies la OT promueve la interacción social y la 

aproximación, incluyendo comportamientos materno-filiales (Fig. 1.3) (Burbach et al. 

2006) y la VP fomenta varios comportamientos sociales típicos de machos, incluyendo 

el marcado de territorio con señales olorosas, la agresión 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 formación de recuerdos sociales 

imprescindibles para el reconocimiento de los individuos familiares (Bielsky y Young 

2004).  
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Figura 1.3. Ciclo de vida simplificado que muestra la participación de la oxitocina tanto en 

aspectos conductuales como fisiológicos de relevancia biológica (Modificado de Lee et al. 

2009). 

 

Figura 1.4. Algunas de las funciones en el comportamiento social de mamíferos que regula la 

vasopresina.  
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Como hormona, la OT  tiene funciones importantes en las hembras de mamífero 

durante el parto y postparto. Diversos estudios han sugerido que su acción a nivel del 

SNC estaría implicada en la inducción del comportamiento maternal tras el parto 

(Rosenblatt et al. 1988). En el comportamiento maternal postparto, se han implicado 

varias áreas del cerebro, entre las que se encuentran el área preóptica, el BST y el 

septum lateral. Los niveles de ARNm de OTR en estas áreas son mayores entorno a la 

fecha del parto, probablemente debido al alto nivel de estrógeno (Young et al. 1997; 

Leng et al. 2008), y se ha observado una correlación positiva con el nivel de 

comportamiento maternal en ratas (Champagne et al. 2001).  

Ambos nonapéptidos están implicados en la formación 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 vínculo 

de pareja: la aproximación inicial y los comportamientos afiliativos; la identificación de 

señales sociales necesarias para el reconocimiento social; y finalmente, la formación 

del vínculo (Young et al. 2005; Lim y Young 2006). La inyección en el SNC de OT o VP 

aumenta la preferencia por la propia pareja respecto a un extraño, mientras que la 

inyección de antagonistas de OTR o VPR1a la disminuye (Insel et al. 1997). Estos 

efectos parecen ser dependientes del sexo: VP es más efectivo en machos, y OT en 

hembras. Se han realizado estudios comparando la especie monógama Microtus 

ochrogaster con la especie promiscua Microtus montanus y se ha visto que ambas 

especies muestran un patrón de expresión de OT y VP en el cerebro similar, pero 

existe una gran diferencia en la distribución de sus receptores, especialmente en 

estructuras del sistema límbico (Young y Wang 2004; Young et al. 2005; Hammock y 

Young 2006). Estos estudios demuestran que la formación de los vínculos afectivos, 

regulada por OT y VP, es dependiente de la especie. 

Otros estudios en ratas y ratones silvestres implican a ambos neuropéptidos en la 

regulación 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 memorística (Ferguson et al. 2000; Takayanagi et 

al. 2005). En el caso de los ratones OT-knockout, la inyección de OT en la amígdala 

medial habilitaba dicha memoria (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 mutación 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 

área cerebral que parece estar más afectada es el septum lateral, ya que la inyección 
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de VP en esta área restaura la memoria social de las ratas Brattleboro (Engelmann y 

Landgraf 1994). 

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

neurodesarrollo en humanos 

Debido a sus importantes funciones en comportamiento social, los sistemas de OT 

y VP se están convirtiendo en dianas de nuevos tratamientos para alteraciones 

mentales tales como la adicción, la ansiedad, el autismo, la esquizofrenia, la depresión 

y el estrés postraumático (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 características de la personalidad, problemas de pareja, tendencia a la infidelidad, 

aptitudes musicales, trastornos neuropsiquiátricos 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 expresión elevada de VP en el PVN se ha asociado con un incremento 

en el nivel de ansiedad y excitación (Lee et al. 2009). En cambio, la OT causa 

relajación y descenso de los niveles de ansiedad. Este efecto se debe en parte a la 

inhibición del eje hipotalámico-hipofisario-adrenal. Así, la OT endógena liberada por 

mujeres lactantes está asociada con un descenso en los niveles plasmáticos 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 

habían recibido un contacto físico positivo (Turner et al. 1999).  

Un mecanismo por el que OT puede reducir la ansiedad es mediante la modulación 

de las respuestas al miedo mediadas por la amígdala a través de los receptores de 

OTR en la amígdala. Estudios con resonancia magnética nuclear han mostrado que la 

inyección exógena de OT reduce la activación de la amígdala ante estímulos 

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 dirección. 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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comunicación y problemas en la interacción 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), podrían 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. Además, 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 añadir 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 

dimórficas, con mayor implicación de OT en hembras y de VP en machos (Carter 

2007). Además, los sistemas oxitocinérgico y vasopresinérgico en el cerebro de la 

mayoría de los vertebrados son sexualmente dimórficos (de Vries 2008; Yamasue et 

al. 2009; Kelly y Goodson 2013). Así, la expresión de VP en la amígdala medial y el 

BST es mucho mayor en machos (De Vries y Panzica 2006). De este modo, las 

diferencias sexuales en la distribución y conectividad de las neuronas que contienen 

OT y VP y de sus receptores en el cerebro podrían estar relacionadas con el 

dimorfismo sexual en la susceptibilidad al TEA en humanos. 

Los estudios de neuroimagen revelan un mal funcionamiento de la amígdala en 

humanos con TEA (Baron-Cohen et al. 2000; Schulkin 2007) y esta área muestra una 

fuerte expresión de receptores de OT y VP (Caldwell et al. 2008; Lee et al. 2009). 

Tanto la administración de OT como los polimorfismos en el gen de VPR1a afectan a 

la respuesta de la amígdala en humanos (Kirsch et al. 2005; Domes et al. 2007; 

Meyer-Lindenberg et al. 2009).  

Todo esto sugiere que el OTR y el VPR1a podrían ser importantes dianas 

terapéuticas. Dado que únicamente una pequeña fracción de estos neuropéptidos 

atraviesa la barrera hematoencefálica tras la administración intravenosa (Kang y Park 

2000) y, teniendo en cuenta que dicha administración podría tener efectos secundarios 

en el sistema hormonal, el uso potencial de estos neuropéptidos requiere una vía más 

directa al cerebro humano a través de la administración intranasal. Los estudios 

preclínicos en pacientes con diferentes trastornos mentales muestran resultados 

prometedores para la administración intranasal de OT (Born et al. 2002). El tratamiento 

temprano con OT intranasal puede mejorar la funcionalidad social en individuos 

jóvenes con TEA (Guastella et al. 2010). En personas con TEA, el tratamiento con OT 

se ha asociado con la reducción de la ansiedad, del comportamiento obsesivo y del 
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estrés (Carter 2003). Además, 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 

demostración en algunos estudios con modelos animales de que el incremento de los 

niveles endógenos de OT o la administración del neuropéptido parecían tener efectos 

antipsicóticos, 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 administración 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 

administración intranasal de VP en humanos. Estos estudios demuestran un 

incremento en atención y memoria de expresiones faciales emocionales (Thompson et 

al. 2004, 2006), así como en la activación de áreas cerebrales implicadas en el 

procesamiento de estímulos emocionales y sociales, teoría 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 depresión en modelos animales y se ha propuesto que 

podrían ser útiles en el tratamiento de trastornos relacionados con el estrés y de 

aquellos caracterizados por violencia interpersonal, como el trastorno de personalidad 

antisocial (Schüle et al. 2009; Stanley y Siever 2010).  
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1.2 MORFOGÉNESIS DEL TUBO NEURAL 

La neurulación es un proceso fundamental de la embriogénesis que culmina en la 

formación 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 formación 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 revisión ver Colas y Schoenwolf 2001). El neuroepitelio 

del tubo neural contiene los progenitores que darán lugar a las células neurales 

(neuronas y glía) del SNC (Puelles et al. 2008).  

 

 

Figura 1.5. Esquema del proceso de neurulación desde el estadio de placa neural al 

plegamiento definitivo del tubo neural y la formación de las crestas neurales. A: Vista dorsal 

esquemática de un embrión de pollo de 10 somitas, mostrando la cresta neural (verde) próxima 

a la línea media. Las líneas de puntos delimitan la región embrionaria representada en las 

secciones transversales en B-E. A medida que avanza el desarrollo del embrión, la placa 

neural (B) se pliega, hundiéndose progresivamente en el dorso embrionario, originándose el 

canal neural cuyo cierre formará el tubo neural (C-E). El neuroepitelio del tubo neural contiene 

las células progenitoras que darán lugar a las neuronas y glía 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 más anterior del tubo experimenta cambios 

drásticos debido a su proliferación diferencial (Puelles et al. 2008). En esta región, que 

dará lugar al encéfalo, el tubo se engrosa formando tres vesículas 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 vesículas ópticas) 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-vesículas), el eje longitudinal del 

tubo neural se curva considerablemente debido a proliferación y crecimiento diferencial 

a lo largo del eje dorsoventral, dando lugar al desarrollo de las flexuras cefálica y 

cervical del tubo neural (cóncavas ventralmente), seguida de la formación de la flexura 

pontina (cóncava dorsalmente) (Fig. 1.6).  

 

Figura 1.6. Esquema de la regionalización 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 (prosómeros p1-p3) y el prosencéfalo secundario (hipotálamo y 
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telencéfalo); el mesencéfalo; y el rombencéfalo (el istmo o rombómero r0 más los rombómeros 

r1-r11). La curvatura del eje neural se muestra con la línea discontinua, que representa el límite 

alar-basal. Las flexuras pontina, cefálica y cervical también aparecen representadas (Puelles et 

al. 2008). 

A continuación, el prosencéfalo se subdivide en dos protosegmentos: uno anterior 

o rostral, el prosencéfalo secundario (que dará lugar al telencéfalo e hipotálamo; esta 

parte es la que queda conectada a las vesículas ópticas); y otro posterior o caudal, el 

diencéfalo (que dará lugar al pretálamo, tálamo y región pretectal) (Puelles et al. 2004, 

2008; Medina 2008a; Ferrán 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 acción de 

diferentes genes reguladores del desarrollo, hasta llegar a la formación de segmentos 

o compartimentos transversales (como los prosómeros a nivel del prosencéfalo, y los 

rombómeros 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 Regionalización dorsoventral y anteroposterior del tubo neural 

La regionalización comienza desde el estadio de placa neural, antes de que el tubo 

neural se cierre por completo, gracias a la acción diferencial de distintas proteínas 

morfogenéticas y factores de transcripción, que provocan la división 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 múltiples 

señales posicionales morfogenéticas, codificadas por una distribución gradual de 

moléculas de señalización (producidas en sitios restringidos dentro o fuera del campo 

en desarrollo). Estas señales actúan sobre receptores específicos de las células 

neuroepiteliales, y regulan la expresión de un conjunto concreto de factores de 

transcripción que controlan la proliferación, la neurogénesis y la diferenciación celular 

para dar lugar finalmente a la aparición de las conexiones y propiedades funcionales. 

Estos códigos moleculares progresan desde estados iniciales dinámicos a estados 

más estables o definitivos, caracterizando la identidad molecular de las poblaciones 

celulares, y la formación 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 regionalización depende de una compleja red genética diferencial que 

promueve una identidad genética característica de los progenitores en cada dominio 
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progenitor, la cual influye en todos los aspectos de la histogénesis (propiedades 

proliferativas, diferenciación celular de neuronas y glía, adhesividad celular y 

composición de la matriz extracelular), con consecuencias en la migración celular, la 

navegación axonal y el establecimiento de conexiones, así como en la sinaptogénesis 

(Briscoe y Ericson 2001; Puelles et al. 2008). Varios genes que codifican para factores 

de transcripción y morfógenos 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 línea media. El estado de 

especificación molecular en cada estadio del desarrollo depende de los genes que 

están activos en ese momento en cada región. 

Se han descrito dos tipos de regionalización, mediados por los mecanismos de 

especificación molecular mencionados anteriormente, que actúan en paralelo (Puelles 

et al. 2004, 2008) (Fig. 1.7):  

- La regionalización anteroposterior (AP) o segmentación (formación de 

compartimentos transversales), mediante la cual el tubo se subdivide transversalmente 

hasta llegar al nivel de segmentos o neurómeros. La porción rostral del tubo neural 

(que dará lugar al encéfalo) se subdivide inicialmente en tres vesículas rostrocaudales: 

el prosencéfalo primario, el mesencéfalo y el rombencéfalo. Posteriormente, bajo el 

control de genes de segmentación e interacciones morfogenéticas, las vesículas 

primarias se subdividen en segmentos transversales o neurómeros, llamados 

prosómeros, mesómeros o rombómeros en función de su localización (Puelles et al. 

2008). En tiempos recientes, el trabajo de Luis Puelles y sus colaboradores ha sido 

decisivo para reformular la segmentación del prosencéfalo con la ayuda de los 

múltiples patrones de expresión de genes reguladores del desarrollo, interpretados 

bajo el prisma del marco topológico 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 fenómenos de crecimiento localizado por 

los que se segmenta en dos vesículas secundarias o protosegmentos, el prosencéfalo 

secundario y el diencéfalo (Puelles y Rubenstein 2015). Estos protosegmentos se 

dividen después en segmentos o prosómeros, de forma que el diencéfalo producirá los 

prosómeros (p) 1 al 3 (a nivel alar dan lugar al pretecho [p1], el epitálamo/tálamo [p2] y 

la eminencia pretalámica/pretálamo [p3]; Puelles et al. 1987, 2004, 2008; Fig. 1.6),  

mientras que el prosencéfalo secundario se dividirá en dos segmentos: el peduncular  

y el terminal (Puelles y Rubenstein 2015). 

- La regionalización dorsoventral (DV) o zonación longitudinal, mediante la cual el 

tubo neural se subdivide en cuatro columnas celulares longitudinales, cada una con 

propiedades intrínsecas 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 proliferación mínima, mientras que las placas alar y basal tienen una gran 

proliferación 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 sí 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 competición entre proteínas morfogenéticas ventralizantes, como Sonic 

Hedgehog (Shh), y dorsalizantes, como las Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), 

produce esta regionalización dorsoventral (mediolateral en la placa neural) (Briscoe y 

Ericson 2001). A éstas hay que añadir las señales laterales de ácido retinoico 

procedentes de los somitos, que tienen una influencia directa sobre la zona intermedia 

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

 

 

Figura 1.7. Representación de las columnas longitudinales DV a lo largo de la parte rostral del 

tubo neural en un embrión de ratón E9.5, cortado sagitalmente. Las deformaciones 

topográficas del eje longitudinal (debidas a la flexura cefálica) provocan cambios en la 

orientación de la dimensión ventrodorsal a lo largo del mismo (flechas blancas de doble 

cabeza). Es decir, el plano transversal verdadero varía en función 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) (Martínez et al. 2012). 

1.2.2 Principales tipos de migración: radial y tangencial 

Tras la neurulación, se instaura una fase inicial de proliferación exponencial intensa 

del neuroepitelio (Fig. 1.8), a diferentes ritmos en cada una de las zonas del tubo 
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neural (heterocronía), generándose el aumento de superficie característico de los 

procesos de formación de vesículas y segmentación vistos anteriormente (Puelles et 

al. 2008). Tras esta proliferación 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 postmitóticas (neuroblastos o 

glioblastos) abandonan la capa ventricular y comienzan a migrar y diferenciarse. Tras 

la migración, las células comienzan a acumularse en la pared del tubo (que es, por 

tanto, cada vez más gruesa) para generar paulatinamente la capa del manto, en donde 

tendrá lugar la fase final de su diferenciación (maduración del árbol dendrítico y 

adquisición de otros aspectos del fenotipo). La magnitud y la dirección del 

desplazamiento migratorio del soma neuronal hasta llegar a su destino final puede 

variar según el tipo neuronal y el área cerebral donde se haya generado (Puelles et al. 

2008). 

 

 

Figura 1.8. Esquema de la proliferación neuroepitelial en el prosencéfalo. Las nuevas células 

se generan en la zona ventricular (Sitio web Neurogenesis NEUR 401 Advanced 

Neuroscience). 

Hay dos tipos básicos de migración neuronal: radial y tangencial. Su clasificación 

se hace acorde a la orientación y la dirección relativa del movimiento celular respecto 
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a la superficie del cerebro y a la zona ventricular (Marín et al. 2001; Puelles et al. 

2008). En la migración radial (Fig. 1.9), las neuronas se mueven en la dirección radial 

del neuroepitelio, siguiendo o no una larga prolongación de glía radial para llegar a su 

lugar de destino, mientras que en la migración tangencial se desplazan siguiendo una 

dirección 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 migración radial 

es la principal responsable del aumento de complejidad debido al engrosamiento de la 

pared neural por acumulación de células en la zona del manto, que se agregan 

formando distintos núcleos y/o estructuras laminares siguiendo un “código molecular 

adhesivo” (mediado por la expresión de distintas combinaciones de moléculas de 

adhesión celular como las cadherinas; Redies y Puelles 2001). Gracias a la migración 

radial, la codificación molecular del neuroepitelio a lo largo de los ejes rostrocaudal y 

dorsoventral se transfiere a una tercera dimensión espacial, la mediolateral (de 

ventrículo a superficie) (Puelles y Medina 2002; Medina 2007). Por ello, cada 

compartimento del neuroepitelio identificado molecularmente produce una división 

histogenética radial, formada principalmente por neuronas originadas en dicho 

compartimento. La migración tangencial contribuye a un aumento de la complejidad 

cerebral al incrementar la diversidad de subtipos neuronales que se encuentran en 

cada división histogenética. 

 

 

Figura 1.9. Esquema representativo de la migración radial. Las células hijas migran desde la 

zona ventricular hacia la pia deslizándose 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 consideración de las divisiones histogenéticas radiales del cerebro tiene 

implicaciones importantes para comprender el concepto de homología 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 homólogas o equivalentes, “como 

campos”, entre las distintas especies, aunque sus derivados específicos (capas, 

núcleos, subnúcleos, etc) en el embrión tardío o cerebro adulto (particularmente en 

áreas con gran grosor de la pared neural como el telencéfalo) no sean homologables 

uno a uno. Otro concepto básico que resulta esencial para la comparación de 

divisiones del cerebro, no solo entre distintas especies sino en la misma especie a lo 

largo del desarrollo, es el de la topología, que considera que la posición relativa de 

cada división dentro del plan general del tubo neural es invariable; es decir, cada 

división 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 evolución (Puelles y Medina 

2002; Medina 2007; Nieuwenhuys y Puelles 2016). El concepto de topología, por tanto, 

resultará esencial para la interpretación de los resultados de esta tesis. 

1.3 MODELOS DE INTERPRETACIÓN DE LA ORGANIZACIÓN ANATÓMICA DEL 

PROSENCÉFALO 

La correcta interpretación y la comprensión de los procesos que tienen lugar en el 

SNC y de cómo interactúan los distintos centros entre sí, tanto durante su formación 

como cuando se ha establecido el patrón definitivo, requieren de un modelo de 

interpretación de la estructura cerebral que se ajuste lo más posible al patrón cerebral 

real. Dos tendencias contrapuestas, surgidas durante el siglo XIX, han intentado 

explicar la organización cerebral. Por un lado, el modelo columnar, resultante del 

análisis de los componentes funcionales de los nervios craneales y espinales, 

ampliamente aceptado por la comunidad científica y docente, y por otro, el modelo 

neuromérico o segmentario, que ha resurgido durante las últimas dos décadas, siendo 

cada vez más aceptado por los neurocientíficos, al verse respaldado por numerosos 

datos sobre expresión y función de genes, así 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 embriólogo americano H.W. Orr (1887) realizó 

un estudio en embriones de lagarto en el que caracterizó histológicamente las 
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subdivisiones neuroméricas del rombencéfalo, mesencéfalo y prosencéfalo, 

estableciendo una subdivisión longitudinal y reconociendo la curvatura del eje 

longitudinal, elementos básicos del módelo neuromérico actual. Este modelo fue 

utilizado principalmente entre los años 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), 

llevó a su progresivo desuso al considerar que los abultamientos segmentarios 

observados durante el desarrollo temprano eran elementos transitorios, sin ningún 

poder explicativo sobre la organización funcional del cerebro maduro (revisado por 

Puelles 2009). Así, este modelo fue abandonado durante más 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 observación de un patrón segmentario en la 

neurogénesis del prosencéfalo y mesencéfalo, que venían a confirmar algunos de los 

estudios clásicos. Más tarde, con la incorporación de datos sobre expresión de genes 

reguladores del desarrollo, se comprobó el gran poder explicativo del modelo para 

entender tanto los patrones de expresión, como los efectos de mutaciones en esos 

genes, lo que llevó a proponer el modelo prosomérico (centrado en la organización 

segmentaria del prosencéfalo; Figs. 1.6 y 1.7), desarrollado en varios artículos 

científicos y revisiones por Puelles, Rubenstein y colaboradores (Puelles y Rubenstein 

2003, 2015; Puelles et al. 2012). El modelo prosomérico postula tres elementos 

estructurales conservados: 1) el eje longitudinal curvo, 2) la subdivisión metamérica a 

lo largo del eje AP en compartimentos a modo de anillos concéntricos perpendiculares 

a dicho eje, los denominados neurómeros transversales; y 3) las subdivisiones 

longitudinales (placas del suelo, basal, alar y techo) que comparten los neurómeros, 

consecuencia de un patrón común de zonación DV. Estas columnas longitudinales son 

diferentes de las columnas postuladas por Herrick y sus seguidores, y cada una tiene 

propiedades moleculares similares en cada neurómero. Estas unidades de desarrollo 

DV y AP son comunes al cerebro de todos los vertebrados constituyendo un patrón 

morfogenético o Bauplan (término alemán que significa plan de construcción) común.  

El modelo columnar propone una organización básica 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 o 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 somática y visceral. En un intento de extender dichas columnas 

funcionales hacia el prosencéfalo, Herrick (1948) introduce la concepción columnar en 

el diencéfalo de anfibios subdividiéndolo en cuatro columnas; pronto se reconoció 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 subdivisión del diencéfalo en epitálamo, tálamo dorsal, tálamo ventral 

e hipotálamo separados por tres surcos “longitudinales” ventriculares. Para que estas 

cuatro columnas fueran longitudinales como las del tronco del encéfalo, Herrick (1948) 

obvió 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 telencefálicos y de los bulbos olfativos. 

El modelo columnar presenta serias deficiencias (Puelles 2009; Puelles et al. 

2013). El error fundamental es la definición de un eje longitudinal recto, que no tiene 

en cuenta la torsión o curvatura del cerebro a nivel principalmente de la flexura 

cefálica, sino que cruza la región pontina hacia el hipotálamo, atravesándolo 

“longitudinalmente” para entrar en el telencéfalo y finalizar en el bulbo olfativo. 

Además, a nivel prosencefálico, en este modelo se identifican a los surcos 

diencefálicos (sulci) como límites entre los cuatro compartimentos dorsoventrales 

diencefálicos de Herrick (transversales según 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 localización variable durante el desarrollo y entre diferentes 

especies de vertebrados. Por el contrario, el actual modelo prosomérico (Fig. 1.10) 

está respaldado por numerosos datos experimentales obtenidos en los campos de la 

embriología (trasplantes, mapas de destino, etc.), la anatomía comparada, la 

expresión y función génica (histogenética) y la topología del trayecto de los tractos 

axonales, integrando toda la información 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 

expresión de genes del desarrollo, muchos de ellos determinantes causales del patrón 

estructural e histogenético de la pared del tubo neural, han revelado patrones de 

expresión 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 región del prosencéfalo. 

1.4 ORGANIZACIÓN DEL PROSENCÉFALO Y DOMINIOS HISTOGENÉTICOS 

El prosencéfalo es la porción más anterior del SNC y da lugar al territorio más 

complejo del cerebro (Puelles et al. 2008, 2013). Está formado por el diencéfalo 

(incluyendo el tálamo), el hipotálamo, el telencéfalo y las vesículas ópticas (Puelles et 
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al. 2004; Medina 2008a). El modelo prosomérico (Puelles y Rubenstein 1993) ha 

permitido una mejor comprensión del desarrollo y organización del prosencéfalo 

(Puelles y Rubenstein 1993, 2003, 2015) y su evolución. Conceptualmente, según este 

modelo, el prosencéfalo en los diferentes vertebrados está subdividido en divisiones 

longitudinales y transversales, similares al resto del tubo neural, pero con la 

consideración de que el eje longitudinal se curva en los niveles rostrales.   

 

 

Figura 1.10. Actual modelo prosomérico representando el prosencéfalo secundario (hipotálamo 

y telencéfalo) y el diencéfalo. El límite alar-basal se visualiza con la línea roja. La zona limitans 

intratalámica (zli), entre p2 y p3, aparece representada como un “pico” y se aproxima a la placa 

del techo perperdicularmente al límite alar-basal. La división intrahipotalámica divide al 

hipotálamo en el prosómero peduncular (hp1) y el terminal (hp2) (Puelles et al. 2012). 

Mediante el análisis del mapa de destino y expresión de genes implicados en 

especificación en diferentes vertebrados, se ha comprobado que el prosencéfalo y sus 

principales divisiones se especifican en el estadio de placa neural, antes incluso de 

que sean morfológicamente visibles (Wilson y Rubenstein 2000; Puelles et al. 2004). 

Durante el desarrollo, el prosencéfalo se divide transversalmente en la vesícula 

diencefálica, 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 prosómeros, llamados p1, p2 y p3 de 

caudal a rostral (Puelles y Rubenstein 1993, 2003; Puelles et al. 2007; Ferrán et al. 

2007, 2009). 
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Figura 1.11. Tractos transversales pedunculares. El pedúnculo (ped) atraviesa el neurómero 

hipotalámico hp1 transversalmente y limita con el límite hipotálamo-diencéfalo (HDB). A nivel 

del núcleo subtalámico, el ped cambia de transversal a longitudinal (Puelles et al. 2012). 

Según 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 prosómeros hipotalámicos (hp) (Fig. 1.10). El 

prosómero hipotalámico hp1, localizado caudalmente, es el neurómero de mayor 

tamaño de todo el cerebro y se encuentra asociado al pedúnculo cerebral (Fig. 1.11), 

por lo que también se le denomina prosómero peduncular (Puelles et al. 2012). Su 

porción basal está ocupada exclusivamente por hipotálamo peduncular. En su placa 

alar se encuentra la porción alar del hipotálamo peduncular, tres de los cuatro 

dominios subpaliales (área diagonal, pálido y estriado) y los cuatro dominios paliales 

(medial, lateral, ventral y dorsal). Su placa del techo es la tela coroidea de los 

ventrículos 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 prosómero hipotalámico hp2 es el más rostral y se le denomina por tanto 

prosómero terminal. Su placa basal contiene el hipotálamo basal terminal, mientras 

que su placa alar contiene la porción alar del hipotálamo terminal, las vesículas ópticas 

y el área subpalial preóptica. En su techo encontramos la comisura anterior. 
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1.4.1 Principales dominios histogenéticos de la placa alar hipotalámica 

La placa alar hipotalámica queda definida en estadios muy tempranos por la 

expresión 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 región 

supraóptica/anterior clásica. En el modelo prosomérico, la placa alar hipotalámica 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 núcleos hipotalámicos paraventricular y supraóptico) y el 

subparaventricular hipotalámico (SPa; ventral; inicialmente denominado dominio o 

banda quiasmática debido a que produce el núcleo supraquiasmático, con relación 

aparente con el quiasma, como se observa en la Fig. 1.12). La figura 1.12 muestra las 

cuatro subáreas dorsoventrales progenitoras principales (las partes peduncular [P] y 

terminal [T] de Pa y SPa: PPa, TPa, PSPa y TSPa) más las correspondientes áreas 

acroterminales (en el borde rostral del tubo) en que queda dividido el hipotálamo alar 

(Puelles et al. 2012; Morales-Delgado et al. 2014).  

El SPV, que contiene el tallo óptico, de donde se originan el receso óptico y el 

quiasma óptico, y los núcleos supraóptico (SO) y paraventricular (PVN), se caracteriza 

por la expresión selectiva y temprana de varios marcadores moleculares como son 

Otp/Sim1/Brn2/Ngn2, y en estadios tardíos también por la presencia de Tbr1 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 subdivisión 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 subáreas no son tan evidentes en la estrecha región terminal del SPV 

(SPVt o TPa), algunas observaciones genoarquitectónicas e inmunocitoquímicas 

apuntan en esa dirección 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 clásicos como son los 

núcleos supraquiasmático (SCh) e hipotalámico anterior (AH), se caracteriza por la 

expresión diferencial de varios genes de la familia Dlx (Dlx1/2/5/6), los cuales solapan 

con dominios de expresión de Arx, Islet1 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., Dlx y Arx) también se expresan en el pretálamo diencefálico y en el 

subpalio, la expresión de Vax1 queda restringida al área preóptica y al Ch/SPa 

hipotalámico, sin “cruzar” el límite hipotálamo-diencefálico (Hallonet et al. 1998).  

La mayoría 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 

Dlx del prosencéfalo; Stühmer et al. 2002). 

 

 

 

 

 

Figura 1.12. Representaciones esquemáticas del hipotálamo según el modelo prosomérico. El 

límite alar-basal (A/B) aparece como una línea rosa y el límite intrahipotalámico (IHB) con una 

línea amarilla. Se muestran en distintos colores las placas alar, basal y del suelo del hipotálamo 

así como los neurómeros transversales (perpendiculares a las placas), peduncular (PHy) y 

terminal (THy), además de la división 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 líneas discontinuas (Morales-Delgado et al. 2014). 
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1.4.2 División 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 análisis de los datos proporcionados por los estudios de 

mapa de destino y la expresión de genes revelan estas dos grandes divisiones del 

telencéfalo y, algunas de sus subdivisiones aparecen durante la embriogénesis y están 

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; 

Abellán y Medina 2009). El palio da lugar a las regiones corticales, el claustro, la 

amígdala palial, y el bulbo olfatorio en mamíferos, y el bulbo olfatorio y las regiones 

cortico-paliales en los no mamíferos, 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; Abellán y Medina 2009). En los diferentes 

vertebrados, el subpalio va a producir los ganglios basales, la amígdala centromedial 

extendida, la región peduncular, la mayor parte del septum y la región preóptica 

(Medina y Reiner 1995; Striedter 1997; Marín et al. 1998; Puelles et al. 2000; Brox et 

al. 2003; Moreno et al. 2004, 2009, 2010; Moreno y González 2006; Medina 2008b; 

García-López et al. 2008; Abellán y Medina 2009). 

 

 

 

Figura 1.13. Representación esquemática del palio y del subpalio, así como otras divisiones 

prosencefálicas. En estadios tempranos, en el palio las células progenitoras expresan el factor 

de transcripción Pax6 (también: Emx1/2, Lhx2/9, Lef1 y Dbx1), y cuando llegan al manto y 

empiezan a diferenciarse expresan Tbr1 (Medina y Abellán, 2009). Las células progenitoras del 

subpalio expresan Gsh1/2 y Dlx2 (además, dependiendo del subdominio expresan Pax6, 

Nkx2.1 y/o Shh, entre otros). Cuando abandonan la zona proliferativa (vz/svz) empiezan a 

migrar y diferenciarse, expresando Dlx5 (también, dependiendo del subdominio subpalial: 

Pax6, Islet1, Mash1, Lhx6, Lhx7/8) (Medina y Abellán, 2012) (Modificado de Puelles et al. 

2012). 
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Los datos obtenidos de los patrones de expresión de una gran combinatoria de 

genes reguladores del desarrollo muestran que en el telencéfalo de ratón 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; 

García-López et al. 2008; Abellán y Medina 2009).  

Clásicamente, 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 combinación de patrones de expresión de genes que codifican para los 

factores de transcripción Pax6, Tbr1 y Emx1 (Puelles et al. 2000). En concreto 

propusieron la división del palio lateral clásico en dos dominios radiales: el palio lateral 

redefinido y un nuevo palio ventral (adyacente al límite palio-subpalio, Puelles et al. 

2000). Todas las subdivisiones paliales expresaban Pax6 en la zona ventricular y Tbr1 

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), considerándose pues una nueva 

subdivisión palial. Más tarde, se comprobó que el palio ventral está caracterizado por 

genes específicos como el factor de transcripción Dbx1, que se expresa en la vz del 

palio ventral, pero no en los palios lateral y dorsal, y tampoco en la división subpalial 

adjacente (Yun et al. 2001; Medina et al. 2004). Otro factor de transcripción que se 

expresa de forma diferencial en el palio ventral de distintos vertebrados es Lhx9 

(García-López et al. 2008; Abellán et al. 2009, 2014). Inicialmente se pensó que tanto 

el palio ventral como el lateral producían distintas partes de la amígdala 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 

definición, solamente el palio ventral produce neuronas para la amígdala, pero no el 

palio lateral. Además, se ha propuesto la existencia de al menos otra división palial 

caudal, que no expresa Dbx1, que contribuye a la formación de la parte caudal de la 

amígdala (Medina et al. 2017; discutido también en Abellán et al. 2014; Puelles et al. 

2016b). 

En relación al subpalio, las tres subdivisiones principales se denominan la 

subdivisión estriatal (eminencia ganglionar lateral en ratón), la subdivisión palidal 

(eminencia ganglionar medial y el área peduncular o diagonal en ratón) y la subdivisión 

preóptica (Puelles et al. 2000, 2004; Flames et al. 2007; García-López et al. 2008; 

Abellán y Medina 2009; Abellán et al. 2009; Medina y Abellán 2012). La subdivisión 



Introducción 

29 

estriatal se caracteriza por la expresión de Gsh2, Mash1, Dlx1/2 y Dlx5; la palidal 

también expresa genes de la familia de Dlx y Mash y, además, Nkx2.1, Lhx6 y Lhx7/8; 

y la subdivisión preóptica expresa Dlx, Nkx2.1, Lhx6, Lhx7/8 y, en la zona ventricular, 

expresa el gen que codifica para la proteína Shh (Puelles et al. 2000, 2004; Medina et 

al. 2004; Flames et al. 2007; García-López et al. 2008; Abellán y Medina 2009; Medina 

y Abellán 2012). Puesto que algunos de estos genes reguladores del desarrollo 

también están expresados en el manto (por ejemplo, Dlx5, Nkx2.1, Lhx6 y Shh), la 

combinación de sus patrones de expresión resulta muy útil para analizar los derivados 

de cada división (Puelles et al. 2000; García-López et al. 2008; Medina y Abellán 2012; 

Medina et al. 2017). Este tipo de análisis sugiere que diferentes divisiones del subpalio 

dan lugar a diferentes partes de la amígdala centromedial extendida (incluyendo la 

amígdala centromedial y el núcleo del lecho de la stria terminalis o BST) (véanse 

siguientes apartados) (García-López et al. 2008; Bupesh et al. 2011b; a; Medina et al. 

2017). 

1.4.2.1 Formación de las divisiones y subdivisiones radiales del telencéfalo  

En el telencéfalo embrionario temprano, la confluencia de varias señales induce a 

la expresión de varios factores de transcripción y otras proteínas reguladoras en 

patrones diferentes, dando lugar a una parcelación gradual del neuroepitelio en 

compartimentos progenitores distintos (Marín y Rubenstein 2002; Medina 2008a). 

Estos progenitores se encuentran inicialmente a nivel de la zona ventricular. A medida 

que 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 específico a 

lo largo de los ejes rostrocaudal y dorsoventral del tubo neural (es decir, una posición 

topológica determinada dentro del Bauplan del tubo neural), y expresa una 

combinación diferente de factores de transcripción y otras proteínas reguladoras del 

desarrollo, dando lugar a un grupo concreto de neuronas y células gliales (Puelles et 

al. 2004; Medina 2008a; Medina y Abellán 2009, 2012). Además, cada compartimento 

progenitor muestra restricción clonal, por lo que las células proliferativas permanecen 

segregadas a nivel de la zona ventricular (Puelles et al. 2004). La mayoría 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 dimensión radial del telencéfalo 

pronto se empieza a deformar. 

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

(Puelles et al. 2008). La proliferación y diferenciación 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 gangliónicas lateralmente y el septum 

medialmente. En mamíferos, las eminencias ganglionares (EG) se denominan EG 

lateral y EG medial, que formarán las estructuras nucleares estriatales y palidales, 

respectivamente (Puelles et al. 2008; Medina y Abellán 2012). 

En cambio, en las sudivisiones medial y dorsal del palio, que dan lugar a la 

formación hipocampal y el neocortex, respectivamente, las células tienden a agregarse 

cerca de la superficie formando una capa fina que ocupa una gran extensión 

superficial. Además, el enorme crecimiento del palio dorsal en mamíferos, va a tener 

como consecuencia la deformación de la glía radial en los extremos del palio (y como 

consecuencia, la glía radial del subpalio). En el palio ventrolateral, en particular en el 

palio ventral, la glía radial queda inclinada hacia abajo, guiando a las estructuras 

derivadas de este palio hacia posiciones ventrales (Medina y Abellán 2009; Medina et 

al. 2017). En este palio, las células no permanecen cerca del ventrículo, sino que 

migran largas distancias siguiendo la dimensión radial a lo largo de la corriente 

migratoria ventral (Medina et al. 2004; Puelles et al. 2016b). 

Por tanto, esta diferencia de crecimiento y morfogénesis entre el palio y el subpalio, 

junto con el gran crecimiento del palio dorsal, están probablemente detrás de la gran 

deformación de la dimensión radial en los límites del palio. Ésto también obliga a las 

unidades radiales de parte del subpalio a adoptar una posición oblicua. Es importante 

tener ésto en consideración para entender las divisiones radiales tanto de los extremos 

del palio, como del subpalio en el adulto. 

1.4.3 Límite telencéfalo-hipotálamo 

El límite telencéfalo-hipotalámico queda acotado por el borde ventral de la 

expresión de la familia de genes Dlx (Dlx1/2/5/6) y los genes Arx y Mash1 (también 

conocido como Ascl1), que se expresan selectivamente en el subpalio adyacente al 

dominio hipotalámico alar Pa o SPV; este último está caracterizado por ser 

fuertemente Otp/Sim1 positivo e inmunorreactivo para la calbindina, y por carecer de 

señal Dlx/Arx (Puelles y Rubenstein 2003; Puelles et al. 2004; Shimogori et al. 2010; 

Morales-Delgado et al. 2011). Este límite molecular, además, coincide con el plano 

que separa el complejo de la stria terminalis telencefálica del núcleo supraóptico y el 

núcleo de la stria medullaris, ambos en territorio hipotalámico o diencefálico (Puelles et 

al. 2012). 

El hipotálamo alar contacta también directamente con el palio telencefálico, 

penetrando en él a través del suelo del foramen interventricular (rostral a la eminencia 

pretalámica). Este “pasillo” hipotálamo-palial está 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 

expresión génica que son continuos a un lado y otro de esta frontera como, por 

ejemplo, los de Tbr1, Pax6 y Ngn2 (Puelles et al. 2012; Allen Developing Mouse Brain 

Atlas). Por tanto, el curso de dos tractos nos delimitan al hipotálamo del telencéfalo: la 

stria medullaris que cursa a nivel del extremo dorsal del hipotálamo alar (luego 

continuando por la eminencia pretalámica), mientras que la stria terminalis (Fig. 1.14) 

sigue un trayecto paralelo al límite en el lado telencefálico (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 óptico (3) (Puelles et 

al. 2012).  

1.4.4 La amígdala 

La amígdala fue descrita por primera vez por Burdach a principios del s. XIX como 

una estructura en forma de almendra localizada en el lóbulo temporal del cerebro 

humano. Sin embargo, lo que Burdach describió fue únicamente una parte de la 

amígdala, la llamada amígdala basolateral (revisado por McDonald 2003; Whalen y 

Phelps 2009; Medina et al. 2017). Johnston (1923) fue el primero en describir las 

subdivisiones de la amígdala que hoy en día están más aceptadas, separándolas en 

dos grupos principales en función de su aparente origen embrionario: los núcleos 

central y medial, derivados de la eminencias gangliónicas; y los núcleos cortical y 

basolateral, producidos por plegamiento y proliferación del lóbulo piriforme (revisado 

por McDonald 2003; Medina et al. 2017). 
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Mediante estudios de lesión, Weiskrantz (1956) fue el primero en identificar la 

amígdala como el área del lóbulo temporal asociada al procesamiento de la emoción, 

incluyendo la reacción 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 amígdala en funciones relevantes para la supervivencia y la 

eficacia biológica de los individuos, tales como el control del sistema neuroendocrino y 

la homeostasis, la reproducción, la sociabilidad y la respuesta de miedo, así como en 

funciones cognitivas como la atención 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 amígdala dan lugar a importantes 

disfunciones y enfermedades neuropsiquiátricas 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 

comprensión de las bases neurales de las emociones, el comportamiento social y la 

cognición. 

1.4.4.1 Organización en mosaico de la amígdala 

En mamíferos, la amígdala es muy compleja debido a sus múltiples subdivisiones, 

subtipos neuronales y conexiones, constituyendo un mosaico de distintos tipos 

neuronales con origen embrionario diferente (Medina et al. 2011, 2017; Abellán et al. 

2013). Los datos sugieren que las neuronas con un mismo origen embrionario 

expresan los mismos factores de transcripción durante el desarrollo y contienen los 

mismos neurotransmisores y neuropéptidos, y que dichas neuronas podrían estar 

interconectadas, proyectar a las mismas dianas y estar implicadas en las mismas 

funciones (Medina et al. 2011, 2017; Bupesh et al. 2011a, b; Abellán et al. 2013). 

En la mayoría de los mamíferos, las subdivisiones básicas de la amígdala y de su 

parte extendida son las siguientes (Medina et al. 2017): (1) Una amígdala basolateral o 

complejo nuclear basolateral; (2) varias áreas amigdalinas corticales olfato-receptoras; 

(3) una amígdala medial; (4) una amígdala central; (5) las células amigdalinas 

intercaladas; (6) la amígdala anterior; y (7) el núcleo del lecho de la stria terminalis 

(BST) con sus subdivisiones lateral y medial. Además, en todos los mamíferos 

estudiados hay áreas de transición entre la amígdala y las áreas adyacentes: el 

estriado, la corteza piriforme, la corteza entorrinal y la formación hipocampal. 

Considerando el neurotransmisor que contienen sus principales neuronas (GABA 

vs glutamato) y sus conexiones y funciones primarias, la amígdala se ha dividido en 

dos grandes grupos: 
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1. Una amígdala palial tipo cortical, que incluye el complejo nuclear basolateral 

y las áreas 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 áreas 

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 

contextualización de la información sensorial recibida de las áreas olfatorias, del 

tálamo y del bulbo raquídeo (Freese y Amaral 2009) y es esencial para el aprendizaje 

asociativo (Cardinal et al. 2002). A continuación, el complejo basolateral pasa esa 

información contextualizada a la amígdala centromedial extendida donde se producen 

las repuestas emocionales y sociales (Freese y Amaral 2009; Pare y Duvarci 2012). 

2. Una amígdala subpalial tipo ganglios basales, que incluye la amígdala 

central y medial, las células amigdalinas intercaladas, la amígdala anterior y el BST 

(Alheid et al. 1995; Swanson y Petrovich 1998; Swanson 2000; McDonald 2003). 

Todas estas divisiones juntas forman la amígdala centromedial extendida (véase 

siguiente apartado). Al igual que en los ganglios basales, las principales neuronas de 

la amígdala centromedial extendida son gabaérgicas, coexpresan diferentes 

neuropéptidos y dan lugar a proyecciones descendentes a centros efectores del 

hipotálamo y del tronco encefálico (revisado por Swanson 2000; Medina et al. 2017). 

1.4.4.2 La amígdala centromedial extendida 

El concepto de amígdala extendida (EA) fue propuesto por primera vez por 

Johnston (1923) quien sugirió la existencia de un corredor celular continuo en el 

telencéfalo basal embrionario de diferentes mamíferos, estableciendo una relación 

entre el BST y el núcleo amigdalino centromedial. Casi 50 años después, de Olmos 

proporcionó evidencia de la existencia de una continuidad entre el BST y la amígdala 

centromedial incluso en mamíferos adultos (de Olmos 1969, 1972). Las neuronas a lo 

largo de este corredor celular muestran características neuroquímicas y conexiones 

similares (Alheid y Heimer 1988; Alheid et al. 1995; de Olmos et al. 2004). Basándose 

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 núcleo central y medial de 

la amígdala y el BST estaban conectados por columnas de células localizadas a través 

del curso de la stria terminalis (tracto de fibras que conecta estos núcleos 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). 

Así, según esta propuesta, la EA está formada por dos corredores celulares paralelos 
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llamados amígdala central extendida (EAce, dorsalmente, incluyendo el núcleo 

amigdalino central y la parte lateral del BST) y la amígdala medial extendida (EAme, 

ventralmente, incluyendo el núcleo amigdalino medial y la parte medial del BST).  

Amígdala central extendida (EAce) 

Actualmente se considera que la EAce incluye la amígdala 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 

áreas y núcleos amigdalinos olfato-receptores (Swanson y Petrovich 1998; Freese y 

Amaral 2009); visual, auditiva y somestésica, de diferentes núcleos del complejo 

intralaminar del tálamo (Yasui et al. 1991; Linke et al. 2000; D’Hanis et al. 2007); y 

gustativa e información visceral, del tálamo posterior, núcleo parabraquial y el núcleo 

del tracto solitario (Ricardo y Koh 1978; Ter Horst et al. 1989; D’Hanis et al. 2007; 

Tokita et al. 2009). Además, la EAce recibe información 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 núcleo central y del BSTL al hipotálamo y al 

bulbo raquídeo llegan a centros efectores implicados en la regulación de respuestas 

emocionales tanto fisiológicas como conductuales (Phelps y LeDoux 2005). El BSTL 

también proyecta al área tegmental ventral (VTA), modulando el sistema mesolímbico 

dopaminérgico que está implicado en motivación (Cardinal et al. 2002; Kudo et al. 

2012, 2014; Jennings et al. 2013).  

Amígdala medial extendida (EAme) 

La EAme está formada por la amígdala medial, una parte ventral de la EA 

sublenticular y la parte medial del BST (BSTM) (de Olmos et al. 2004). Esta parte de la 

amígdala 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 cognición social (De Vries y Miller 1998; Coolen y Wood 1998; 

Newman 1999; Bickart et al. 2014).  

La EAme es muy importante en la integración de las señales olfativas 

(fundamentales para el comportamiento y reconocimiento social) con el sistema 

neuroendocrino. En concreto, el núcleo amigdalino medial y el BSTM reciben un 

importante aporte directo de los bulbos olfatorios principal y accesorio (Martínez-

Marcos y Halpern 1999; Shipley et al. 2004; Mohedano-Moriano et al. 2007). Además, 
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la EAme está recíprocamente conectada con el complejo hipocampal y la corteza 

prefrontal (Canteras et al. 1995; Freese y Amaral 2009), de ahí su papel en cognición 

social. 

La amígdala medial integra la información que le llega y proyecta al área preóptica 

medial y a los centros efectores en el hipotálamo medial que regulan los sistemas 

neuroendocrino y autónomo, implicándose 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 núcleo accubens, al pálido 

ventral y al VTA (relacionado con motivación). La amígdala medial también proyecta a 

la EAce y al núcleo talámico paraventricular sensible al estrés (Canteras y Goto 1999), 

influyendo en comportamientos relacionados con el estrés en contexto social.  

La EAme es sexualmente dimórfica en el cerebro adulto de distintos vertebrados, 

incluyendo mamíferos, en relación al volumen nuclear, número de neuronas, la 

organización sináptica y la expresión 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 amígdala. 

Basándose en criterios morfológicos, los pioneros de la neuroembriología 

comparada Holmgren (1925) y Källén (1951) propusieron la existencia de partes 

paliales y subpaliales en la amígdala de diferentes vertebrados, lo cual se ha 

corroborado en las últimas décadas gracias a los datos de expresión de genes 

regulatorios del desarrollo y a los análisis de mapa de destino (Puelles et al. 2000; 

Gorski et al. 2002; Medina et al. 2004, 2011; Moreno y González 2006; García-López 

et al. 2008; Xu et al. 2008; Hirata et al. 2009; Medina y Abellán 2009; Moreno et al. 

2009; Waclaw et al. 2010). Las características neuroquímicas y la conectividad de las 

diferentes partes de la amígdala se pueden entender mejor cuando se analizan 

considerando los datos del desarrollo. Estas características están basadas en la 

expresión diferencial en el palio y subpalio de genes reguladores del desarrollo. En el 

telencéfalo en desarrollo, los genes implicados en neurogénesis (Neurogeninas 1 y 2), 

en migración (NeuroD) o diferenciación (Tbr1) 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; Osório et al. 2010). En el caso de la neuronas gabaérgicas, 

los genes implicados en esos mismos procesos (Mash1 y Dlx1/2/5/6) están 

exclusivamente en el subpalio, con la excepción 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; Marín y Rubenstein 2001, 2002; Stenman et al. 2003; Osório et 

al. 2010). La expresión de Tbr1 en el complejo basolateral y las áreas corticales 

amigdalinas (Puelles et al. 2000; Medina et al. 2004), además de mostrar su origen 

palial, ayuda a comprender por qué las principales neuronas de estas estructuras son 

glutamatérgicas. Lo mismo sucede con la expresión de Dlx2/Dlx5 en la amígdala 

centromedial y el BST (Puelles et al. 2000; Medina et al. 2004), que explica su origen 

subpalial y el fenotipo gabaérgico de la mayoría de sus neuronas. 

En base a la expresión de genes reguladores del desarrollo, trazado de linajes 

celulares y ensayos de migración, la amígdala palial deriva de las partes ventral y 

caudal del palio, mientras que la amígdala subpalial deriva de las partes caudales de 

las tres principales subdivisiones del subpalio: el estriado, el pálido y el preóptico 

(Medina et al. 2004; García-López et al. 2008; Hirata et al. 2009; Waclaw et al. 2010; 

Bupesh et al. 2011a; b).  

En los estudios iniciales, basados en la expresión de Tbr1 y otros factores de 

transcripción a lo largo del desarrollo (como Dbx1), se propuso que el complejo 

basolateral y las áreas amigdalinas corticales derivan de dos divisiones del palio, el 

lateral y el ventral (Medina et al. 2004); más tarde, Lhx9 surgió como un buen 

marcador de la parte palial ventral de la amígdala (Tole et al. 2005; García-López et al. 

2008). Más recientemente se ha perfilado mejor el origen concreto de la amígdala 

palial en base a mapa de destino genético de células derivadas de progenitores Dbx1 

(específico del palio ventral), en comparación con otros genes expresados en el palio. 

En base a estos nuevos datos, actualmente se considera que la mayor parte de la 

amígdala palial se origina en el palio ventral, excepto su polo posterior (incluyendo la 

parte posterior del complejo basal y de las áreas 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/Nurr1 - no produce ninguna parte de la amígdala 

(Puelles et al. 2016a). En relación a la parte posterior de la amígdala palial, se ha 

propuesto que podría originarse en un nuevo dominio ventrocaudal del palio, que 

expresa Emx1 y Zic2, pero no Dbx1 (Medina et al. 2017). Este dominio podría ser el 

origen de las neuronas de la amígdala palial con Emx1 (Medina et al. 2017) que se 

distribuyen por toda la amígdala palial (Gorski et al. 2002). También podría ser el 

verdadero origen de las neuronas del LOT2 (Medina et al. 2017), que se había 

propuesto que migraban tangencialmente desde el palio dorsal (Remedios et al. 2007). 

Estos dos dominios paliales, con expresión de Lhx9 (palio ventral) o bien la 

combinación de Emx1/Lhx9 (palio ventrocaudal), también parecen estar presentes en 

el telencéfalo de sauropsidos (aves y reptiles), y producen distintas partes de la 

amígdala palial en estos animales (Abellán et al. 2014; Medina et al. 2017). El palio 
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ventral expresa Lhx9 y produce una parte palial de la amígdala también en anfibios 

(Moreno y González 2006). 

Por otro lado, la expresión combinatoria de Pax6, Dlx5, Islet1, Nkx2.1, Lhx6 y Shh 

ha mostrado la contribución estriatal, palidal y preóptica a los núcleos amigdalinos 

medial y central y/o al BST en ratón (Puelles et al. 2000; Medina et al. 2004; García-

López et al. 2008) y otros vertebrados, incluyendo pollo (Abellán y Medina 2009; 

Vicario et al. 2014, 2015, 2017), tortuga (Moreno et al. 2010), y rana (González et al. 

2002; Moreno et al. 2004, 2008a; b, 2009, 2012; Moreno y González 2006; Domínguez 

et al. 2010) (revisado por Medina et al. 2017). Los ensayos de migración han sido muy 

útiles a la hora de elucidar estas propuestas sobre el origen estriatal, pallidal o 

preóptico de distintas subpoblaciones neuronales de la amígdala y el BST (Bupesh et 

al. 2011a; b; Vicario et al. 2015). La mayor parte de la amígdala central extendida se 

origina en dos subdivisiones estriatales, dorsal (células con Pax6) y ventral (células 

con Islet1), excepto una subpoblación 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 amígdala medial 

extendida proceden en su mayor parte de las divisiones palidal (subdominio palidal 

caudoventral; células con Lhx6) y preóptica (comisural; células con Shh), aunque 

también contiene subpoblaciones con origen en el palio ventral (con Lhx9) y con origen 

extratelencefálico (García-López et al. 2008; Hirata et al. 2009; Carney et al. 2010; 

Bupesh et al. 2011b). 

1.4.4.4 Contribución extratelencefálica a la amígdala. 

Basado en la expresión de los factores de transcripción Otp y Lhx5, se propuso 

que la amígdala medial del ratón incluiría una importante subpoblación neuronal 

derivada del dominio SPV (Fig. 1.15) (Puelles y Rubenstein 2003; García-López et al. 

2008; Bardet et al. 2008; Abellán et al. 2010).  

Como ya se mencionó, este dominio produce el PVN y el SO, que son los 

principales núcleos hipotalámicos del eje hipotálamo-hipofisario, siendo Otp y Sim1 

esenciales en el desarrollo de estos centros (Michaud et al. 1998; Wang y Lufkin 

2000). Basado en el análisis de las células que expresan Otp y Lhx5 durante el 

desarrollo, algunas células producidas en el SPV parecían extenderse 

tangencialmente hacia el telencéfalo para invadir la amígdala medial y otras partes de 

la amígdala medial extendida (Bardet et al. 2008; Abellán et al. 2010). Ésto ha sido 

confirmado experimentalmente gracias a los mapas de destino (García-Moreno et al. 

2010; Bupesh et al. 2011a) y al análisis de los ratones Otp-knockout donde el número 
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de células derivadas del SPV que llegan a la amígdala medial y al BST disminuye 

(Wang y Lufkin 2000; García-Moreno et al. 2010).  

 

 

Figura 1.15. A y B. Dibujos esquemáticos de secciones frontales del prosencéfalo embrionario 

de ratón de estadios E13.5 mostrando las principales divisiones y subdivisiones en distintos 

colores. C. El dibujo se corresponde con el de una sección del prosencéfalo en ratón adulto al 

nivel de la amígdala anterior donde se muestran los derivados de cada dominio embrionario en 

los mismos colores usados en A y B (Medina et al. 2011). 

En base a la expresión del transportador vesicular de glutamato 2 (VGLUT2, 

marcador de células glutamatérgicas), parece probable que las células derivadas de 

SPV de la amígdala medial sean glutamatérgicas y que sus proyecciones sean 

excitatorias (García-Moreno et al. 2010; Abellán et al. 2010). Sin embargo, el fenotipo, 

las conexiones y la función de este grupo de neuronas de la amígdala medial son 

desconocidas. Nuestro grupo ha propuesto que las células Lhx5/Otp de la amígdala 

medial y del BST (derivadas de SPV) podrían estar interconectadas y proyectar a 

dianas hipotalámicas similares implicadas en defensa/agresión y/o en otros aspectos 

del comportamiento social (Choi et al. 2005; Abellán 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 amígdala 

medial extendida (incluyendo el BSTM y la amígdala medial) que expresan VP y/o OT 

también deriven del SPV (Medina et al. 2017).  

Algo muy relevante en relación con el dominio SPV es que su tamaño aumenta por 

la reducción o falta de función del factor de transcripción Nkx2.1 en el hipotálamo 

(Marín et al. 2002). Parece que la expresión de Nkx2.1 ha estado regulada a la baja en 

el hipotálamo alar durante la evolución de los mamíferos, lo que ha podido producir un 
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agrandamiento del SPV y la subpoblación amigdalina derivada de él (revisado en 

Medina et al. 2011). 

1.5 DIFERENCIACIÓN CELULAR EN EL HIPOTÁLAMO Y EL TELENCÉFALO 

1.5.1 Especificación molecular de las poblaciones neuronales productoras de 

neuropéptidos. 

El hipotálamo y la hipófisis o glándula pituitaria constituyen el principal eje del 

sistema neuroendocrino que controla la síntesis y secreción de hormonas necesarias 

para el crecimiento, el comportamiento, la reproducción y el metabolismo (Simmons et 

al. 1990; Wilson y Foster 1992; Treier y Rosenfeld 1996). El hipotálamo 

neuroendocrino está formado por dos poblaciones neuronales: las neuronas 

magnocelulares, agrupadas en los núcleos PVN y SO que proyectan sus axones a la 

neurohipófisis o pituitaria posterior y liberan OT y VP; y las parvocelulares que 

proyectan a la eminencia media donde liberan hormonas hipofisiotrópicas que regulan 

la secreción hormonal de la adenohipófisis 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 ratón, las neuronas parvocelulares y magnocelulares de los 

núcleos PVN y SO se originan entre el día 10 y el 12 post-coito (p.c.) en el dominio 

SPV (Karim y Sloper 1980). Una fracción de esas neuronas permanece en una 

posición medial dando lugar al PVN mientras que la porción restante migra 

lateralmente llegando a su destino final entre los días 13.5 y 14.5 p.c. formando el SO 

(Karim y Sloper 1980).  

Han sido muchos los estudios sobre los factores de transcripción de la familia POU 

como Pit1 y Brn2, implicados en el desarrollo del eje hipotálamo-hipofisario (Ingraham 

et al. 1988; Simmons et al. 1990; Li et al. 1990; Nakai et al. 1995; Schonemann et al. 

1995). Además de éstos, el factor de transcripción Sim1 desempeña un papel crucial 

en el desarrollo de las neuronas parvocelulares y magnocelulares de los núcleos PVN, 

SO y aPV (núcleo periventricular anterior) así como en el mantenimiento de la 

expresión de Brn2 (Michaud et al. 1998). Por consiguiente, las disfunciones 

neuroendocrinas detectadas en ratones mutantes Brn2 -/- (Nakai et al. 1995; 

Schonemann et al. 1995) están presentes también en ratones carentes de Sim1 

(Michaud et al. 1998).  

Otro factor de transcripción muy importante es Otp, un factor con homeodominio 

muy conservado, que se expresa durante el desarrollo embrionario en el AH 

(hipotálamo anterior), el PVN, el SO y el núcleo 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 están presentes en la amígdala medial 

extendida, incluyendo el BSTM, el BST intra-amigdalino y el núcleo medial (Bardet et 

al. 2008; García-Moreno et al. 2010; Abellán et al. 2010). El análisis anatomo-

histológico de los cerebros de ratones neonatos Otp-knockout (Otp -/-) muestra 

evidentes anormalidades en el hipotálamo (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin 

2000). Los núcleos PVN y SO contienen un número de células menor y éstas no 

poseen sus características morfológicas típicas. 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). Además, las células VP también desaparecen de la amígdala medial 

extendida (Wang y Lufkin 2000; García-Moreno et al. 2010). Por otra parte, la ausencia 

de Lhx5 (marcador de varias estructuras amigdalinas) en los ratones Otp -/-  sugiere 

que Otp podría estar regulando directa o indirectamente la expresión de Lhx5. Estos 

estudios demuestran que Otp está implicado en el correcto desarrollo de los núcleos 

PVN y SO (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin 2000) y de la amígdala medial 

extendida (García-Moreno et al. 2010). En conclusión, Otp juega un papel en la 

proliferación y/o la supervivencia de los neuroblastos así como en procesos de 

migración y diferenciación (Wang y Lufkin 2000; Acampora et al. 2000; García-Moreno 

et al. 2010). 

Otp y Sim1 comparten una distribución similar en el telencéfalo. Los estudios hasta 

ahora proponían que ambos factores de transcripción podrían expresarse 

independientemente uno del otro y que en ratones donde faltaba uno, continuaba la 

expresión del otro (Wang y Lufkin 2000; Caqueret et al. 2006). De hecho, la expresión 

telencefálica de Sim1 parecía inalterada en ausencia de Otp (Wang y Lufkin 2000). Sin 

embargo, aunque es cierto que existe una población que expresa Sim1 que no está 

afectada por la ausencia de Otp, hay otras poblaciones que expresan Sim1 en la 

amígdala que se encuentran alteradas cuando Otp está ausente (García-Moreno et al. 

2010).  

En la red de regulación génica, Otp se encuentra antes (o "aguas arriba") de Brn2 y 

parece actuar en paralelo con Sim1 (Acampora et al. 2000; García-Moreno et al. 

2010). El análisis de ratones mutantes para Brn2 revela que Brn2 actúa relativamente 

tarde en el desarrollo neuroendocrino, siendo necesario en etapas finales de la 

diferenciación 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 expresión adecuada de Brn2 en el SPV y en sus derivados hipotalámicos, el 

PVN y SO (Fig. 1.16). 
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Figura 1.16. Cascada de señalización para la diferenciación de tres subtipos neuronales 

productores de hormonas (CRF, VP y OT) en el hipotálamo alar (Modificado de Caqueret et al. 

2005). 

1.6 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Estudios previos de nuestro laboratorio y otros grupos han demostrado mediante 

ensayos de migración que una subpoblación de neuronas de la amígdala medial 

extendida (EAme) se origina en el dominio hipotalámico supraopto-paraventricular 

(SPV) (García-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 núcleos supraóptico (SO) y paraventricular (PVN) hipotalámicos (Wang y Lufkin 

2000). Sin embargo, estos estudios no han podido demostrar el fenotipo de las células 

migradas a la amígdala. Además, el SPV tiene dos divisiones que pertenecen a los 

prosómeros terminal y peduncular (Puelles et al. 2014), pero los estudios previos no 

han considerado la existencia de estas divisiones. Teniendo ésto en consideración, 

nuestra hipótesis 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 hipotalámico. (2) Las divisiones terminal y peduncular del SPV tienen 

contribuciones diferentes a la EAme, lo que podría repercutir sobre su participación en 

distintas redes funcionales y su implicación en distintos trastornos psiquiátricos.  

El principal objetivo es estudiar el desarrollo de las neuronas de la EAme con 

origen hipotalámico y conocer su fenotipo usando como modelo el ratón. Para lograr 

ésto, los objetivos específicos son los siguientes: 
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Objetivo 1: Estudio de las rutas de migración y contribución diferencial de las 

partes terminal y peduncular del dominio embrionario SPV a la EAme mediante:  

 1a) Análisis espacio-temporal de la distribución de las células que expresan el 

factor de transcripción Otp, derivadas del SPV, en relación con la glía radial y 

con Islet1, un factor de transcripción que se expresa en dominios adyacentes.  

 1b) Análisis de la contribución diferencial de las divisiones terminal y 

peduncular del SPV, en base a la comparación de Otp con la expresión de un 

marcador parcial de la región peduncular, Rgs4.   

 1c) Ensayos de migración en cultivos organotípicos, usando un trazador celular 

fluorescente (CMFDA), y comparación de los resultados con la expresión de 

Otp, Islet1, Rsg4 y glía radial. 

 

Objetivo 2: Estudio del fenotipo de las neuronas que migran desde SPV 

terminal y peduncular a la EAme, con énfasis en la expresión de VP y OT, mediante:  

 2a) Análisis de la distribución de las neuronas con VP y OT a lo largo del 

desarrollo, y su comparación con Otp y otros resultados previos. 

 2b) Ensayos de migración en cultivos organotípicos, usando un trazador celular 

fluorescente (CMFDA), combinados con inmunofluorescencia (IF) y/o 

hibridación in situ fluorescente (HISF) para detectar el ARNm de VP, OT y otros 

neuropéptidos. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

Para el presente estudio se usaron embriones de ratón (Mus musculus; Swiss; CD-

1), de diferentes estadios embrionarios (desde E9.5 a E18.5), así como neonatos (P0, 

P3 y P7). Todos los animales se trataron de acuerdo con la normativa vigente para el 

cuidado y manipulación de animales de experimentación de la Unión Europea 

(Directiva 2010/63/EU) y del Gobierno de España (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 DISECCIÓN Y PROCESAMIENTO DEL TEJIDO 

2.2.1 Obtención del tejido, fijación y sexado 

Los embriones se extrajeron mediante cesárea de ratonas gestantes tras 

sacrificarlas por dislocación cervical.  En el caso de los estadios más 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 inmersión en 

paraformaldehido al 4% (PFA) en tampón fosfato salino 0.1 M (PBS). Los cerebros de 

estadios a partir del día 16.5 de gestación y neonatos, se fijaron mediante perfusión 

transcardiaca y postfijación por inmersión. Para dicha perfusión, los animales fueron 

aletargados con hielo (embriones) o anestesiados (fetos a partir de E16.5 y 

postnatales) con pentobarbital sódico (Dolethal). 

Antes de proceder a la fijación, se tomó una muestra de tejido, en concreto, un 

pedazo de cola. El sexado fue realizado por el servicio de genómica y proteómica de la 

Universitat de Lleida. Se utilizó un método de sexado basado en PCR (McClive y 

Sinclair 2001). 

2.2.2 Sección 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 

tampón fosfato. Tras probar con varios planos de corte, se optó por un plano oblicuo 

paralelo al corredor celular amigdalo-hipotalámico (a partir de ahora, se le llamará a 

este plano de corte “oblicuo”; Fig. 2.1). De esta forma, se realizaron cortes flotantes 

seriados de 80 µm, recogiéndolos en PBS frío y se obtuvieron varias series que se 
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procesaron con alguna de las técnicas histológicas que se describen en los siguientes 

apartados. 

 

 

Figura 2.1. Dibujo representativo de un cerebro de embrión de ratón E14.5 y dos planos de 

corte utilizados en este trabajo: el plano oblicuo, paralelo al corredor amígdalo-hipotalámico, y 

el plano transversal al hipotálamo. Los ejes muestran las posiciones dorsal (D), ventral (V), 

rostral (R) y caudal (C), en relación al prosencéfalo secundario según 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 crioprotección del tejido tras la fijación. Se usó sacarosa al 

30% en PBS y se mantuvo en dicha disolución una noche, hasta que el cerebro se 

embebió bien (dejó de flotar y bajó al fondo del tubo). A continuación, se colocó en un 

molde que contenía medio de congelación (Tissue Freezing Medium, Electron 

Mircroscopy Sciences, EMS) y se congeló por inmersión 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 adición de hielo seco. Los bloques se 

conservaron a -80°C hasta su procesado. Se usó un criostato Leica CM 3000. 

En este caso la secciones que se obtuvieron fueron de 20 µm sobre un 

portaobjetos, que se mantuvo a -20ºC hasta la aplicación de alguna de las técnicas 

histológicas. 
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2.3 TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN IN SITU 

La hibridación in situ es una técnica que se usa para la detección de ácidos 

nucleicos en células, tejidos e incluso en órganos y/o animales enteros. El método se 

basa en la unión complementaria de una sonda de nucleótidos a una secuencia 

específica de ADN o ARN. Las secuencias de interés son identificadas gracias a la 

propiedad que poseen los ácidos nucleicos de formar híbridos entre ellos. Estos 

híbridos 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). Además, son posibles 

los híbridos entre ácidos nucleicos naturales y artificiales.  

Las sondas pueden estar marcadas en alguna de las bases nitrogenadas con 

radioisótopos, moléculas fluorescentes o antígenos y, dependiendo del marcaje, la 

visualización de los híbridos se realiza por autorradiografía, microscopía fluorescente o 

inmunohistoquímica, respectivamente.  

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

La técnica permite la detección 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 hibridación de la ribosonda con los ARNm 

del tejido, formándose dobles híbridos ARN-ARN. A continuación, se usa un 

anticuerpo anti-digoxigenina que está conjugado con la enzima fosfatasa alcalina. 

Finalmente, se añaden los sustratos de la fosfatasa alcalina dando lugar a una 

reacción cromógena en el citoplasma de las células que contienen el ARNm hibridado 

con la ribosonda (Fig. 2.2).  

Antes de la pre-hibridación, las secciones flotantes del tejido se permeabilizan con 

PBST (PBS-Tween 20 al 0.1%) durante 30 minutos. Para pre-hibridar se utilizó 

únicamente el tampón de hibridación del 1er día (BH 1er día, Anexo I) a 58 ºC durante 

2-4 horas. La hibridación se realizó con ribosondas marcadas con digoxigenina. La 

concentración que se usó fue 1:900 (1µl de sonda por ml de BH 1er día). Esta 

disolución se desnaturalizó a 80 ºC durante 5 minutos (para eliminar los bucles que 

pueda tener la hebra de ARN) y luego se enfrió en hielo durante otros 5 minutos. El 

tejido se incubó con esta disolución de la sonda durante toda la noche a 58 ºC en un 

baño húmedo. 

A día siguiente, se retiró la sonda y se hicieron, en primer lugar, dos lavados de 30 

minutos con BH 2º día (Anexo I) a 58 ºC y, a continuación, otro con una mezcla 1:1 de 

MABT1x (Anexo I) y BH 2º día a 58ºC durante 20 minutos. Se finalizó con una serie de 

lavados con MABT1x durante 2 horas. Antes de incubar con el anticuerpo anti-
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digoxigenina, se añadió un reactivo bloqueante (BBR, Anexo I), mezclado con 

MABT1x y suero ovino (disolución bloqueante, Anexo I), durante cuatro horas a 

temperatura ambiente y movimiento. La incubación del anticuerpo anti-digoxigenina 

conjugado a fosfatasa alcalina (anti-DIG-AP Fab. Fragments, Roche, Cat. No. 

11093274910) a una concentración 1:3500 en la misma disolución bloqueante se dejó 

media hora a temperatura ambiente y, luego, a 4 ºC durante toda la noche.  

El tercer día, tras desechar el anticuerpo, se lavó con MABT1x durante dos horas y 

media. El revelado se realizó con BM Purple (Roche, Cat. No. 11442074001) cuya 

base molecular es cloruro de nitroblue tetrazolium / 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 

(NBT/BCIP). Éstos sirven de sustrato a la fosfatasa alcalina, produciendo una reacción 

cromógena 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 finalizó, se lavó con MABT 1x y 

la reacción se paró con PFA. 

 

 

Figura 2.2. Representación esquemática de la unión 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 está conjugado a la fosfatasa alcalina. Al añadir los sustratos 

NBT/BCIP en condiciones de pH básico, se forma un precipitado azul. 

2.3.2 Hibridación in situ indirecta fluorescente  

La necesidad de poseer un método apropiado para detectar la expresión de los 

neuropéptidos de interés tras los ensayos de migración (veáse cultivos organotípicos, 

apartado 2.5.1) propició la puesta a punto de esta técnica. Las sondas utilizadas son 

las mismas que en la hibridación 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 señal fluorescente mediante un sistema de 

complejos de tiramida conjugados a un fluoróforo (TSA Plus Cyanine 3 System, 

PerkinElmer, Cat. No. NEL744001KT). La tiramida-fluoróforo se oxida por la acción de 

la peroxidasa en presencia de H2O2. Los radicales libres de tiramida se unen 

covalentemente a los residuos de tirosina próximos a POD, dando una señal muy 

amplificada (Fig. 2.3). 

 

Figura 2.3. Representación esquemática de la obtención de señal fluorescente usando 

complejos de tiramida.  

Puesto que el protocolo implica un anticuerpo unido a peroxidasa, hay que 

desactivar las peroxidasas endógenas como se hace en el protocolo de la 

inmunohistoquímica indirecta (veáse apartado 2.4.1). Para ello, se hace un lavado con 

peróxido de hidrógeno (H2O2) al 1% en PBS durante 10 minutos. Los restos de H2O2 

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 permeabilización adicional 

con proteinasa K (10 µg/ml). A continuación, se hace la pre-hibridación con el BH 1er 

día sin sonda a 58 ºC durante 2-4 horas. La hibridación emplea las mismas 

concentraciones y ribosondas conjugadas a digoxigenina que se describieron en el 

apartado anterior y se realiza a 58 ºC durante una noche. 

Al día siguiente, se retira la sonda y se hacen lavados con SSC 0.2x pH 7.5 (Anexo 

I) a 58 ºC durante una hora. Para atemperar el tejido, se añade otro lavado de SSC 

0.2x pH 7.5 a temperatura ambiente durante un par de minutos. A continuación se 

hacen lavados con una disolución TNT (Tris-HCl 0.1M, NaCl 0.15M, Tween-20 al 

0.05%, Anexo I) durante 15 minutos. Para bloquear las uniones inespecíficas del 
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anticuerpo, se incuba con una disolución bloqueante (TNB, Anexo I) durante 3-4 horas. 

La incubación con el anti-DIG-POD a una concentración de 1:200 en TNB se realiza 

durante una noche a 4 ºC y agitación moderada. 

El tercer día, se quita el anticuerpo y se lava con la disolución TNT durante media 

hora. Entonces, se incuba con el sistema de amplificación TSA Plus working solution 

(Anexo I) durante 10 minutos. Los restos de esta disolución se lavan con TNT y las 

secciones se montan con un medio de montaje hidrofílico y antifade (que no interfiere 

en la fluorescencia y evita su pérdida) (Fluoromount-G, SouthernBiotech, Cat. No. 

0100-01), para su posterior análisis mediante microscopía de fluorescencia o confocal. 

2.3.3 Obtención de ribosondas: técnicas de biología molecular  

Las ribosondas monocatenarias de ARN utilizadas en las técnicas de hibridación in 

situ se sintetizaron en el laboratorio. Para ello, se partió de fragmentos de la secuencia 

de ADN correspondiente al gen de interés que estaban insertos en vectores 

plasmídicos. Estos vectores fueron clonados previamente en un huésped bacteriano 

competente con el fin de extraer un gran número de copias del ADN plasmídico 

(ADNp). Tras la linealización del inserto, se procedió a una reacción de transcripción in 

vitro para la obtención de las ribosondas propiamente dichas. A continuación se detalla 

cada etapa hasta la síntesis final de la ribosonda. 

2.3.3.1 Transformación y cultivo de bacterias competentes 

Se usaron las bacterias competentes E. Coli de la cepa DH5α (Invitrogen). Los 

plásmidos que se utilizaron eran comerciales y contenían en su secuencia una 

resistencia a antibióticos (Fig. 2.4). 

 

Figura 2.4. Esquema de un vector plasmídico. 
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Al mezclar las bacterias competentes con el plásmido, éstas incorporan el ADNp y 

en la fase de la replicación bacteriana, el ADNp se replica también, dando lugar a un 

gran número de copias.  

Estas bacterias se encuentran a -80 ºC y se descongelan en hielo lentamente junto 

con el plásmido. A 20 µl de bacterias se le añade 1 µl de plásmido y se incuba durante 

10 minutos en hielo. A continuación, se le da un choque térmico de 42 ºC en un 

termoblock durante un minuto. El choque térmico permeabiliza la membrana 

plasmática de la bacteria incorporando el plásmido en su interior. Transcurrido el 

minuto, se deja 2 minutos en hielo, se le añaden 300 µl de medio LB líquido 

enriquecido (SOC Medium, Invitrogen) y se incuban durante una hora a 37 ºC y 

agitación. Este volumen se vierte y se extiende con un asa de siembra en una placa de 

LB-Agar que contiene el antibiótico al que es resistente el plásmido. Así, únicamente 

crecerán en la placa de cultivo las bacterias que hayan incorporado el plásmido 

resistente al antibiótico. La placa se deja toda la noche a 37 ºC. Al día 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 plasmídicos 

comerciales.  

 

Gen 
Vector 

clonación 
Tamaño 
inserto 

Tamaño 
vector 

Enzima 
restricción 
(digestión 
antisense) 

ARN 
polimerasa 

(síntesis 
antisense) 

 Nº acceso 
Genbank 

Otp 
Pyx-Asc 
(AmpR) 

688 pb 1691 pb EcoRI T3 NM_011021.3 

VP 
pDNR-LIB 

(CamR) 
633 pb 4160 pb 

Linealizado 
por PCR 

T3 NM_009732.1 

OT 
pT7T3D-Pacl 

(AmpR) 
466 pb 2897 pb EcoRI T3 NM_011025.3 

Rgs4 
pBluescript-
LION (AmpR) 

474 pb 2943 pb 
Linealizado 

por PCR 
T3 NM_009062.3 

CRF 
Laboratorio de Alon Chen 

(Weizmann Institute of Science) 
Hind III SP6 NM_205769.1 

Tabla 2.1. Los vectores plasmídicos con el inserto del gen de interés eran comerciales. Se 

muestra tanto la forma de linealización (enzimas de restricción o PCR) como la polimerasa 

usada para sintetizar la ribosonda antisense. Amp
R
: resistente a ampicilina; Cam

R
: resistente a 

cloranfenicol. 
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2.3.3.2 Extracción del plásmido 

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 líquido junto con el antibiótico correspondiente. Se incuba a 37 ºC y agitación 

durante una noche para que crezcan las bacterias. A la mañana siguiente, se añade el 

volumen del matraz en tubos apropiados y se centrifugan a 6000 g y 4 ºC 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 extracción del ADNp, el pellet se trató según el protocolo de extracción 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 purificación del ADNp al pasar el lisado por 

columnas cromatográficas de intercambio iónico, 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 tampón de elución, se añade 

isopropanol y se centrifuga a 15000 g y 4 ºC durante 30 minutos con el fin de precipitar 

el ADN.  Se desecha el sobrenadante, y al pellet (que contiene el ADNp) se añaden 50 

µl de agua pura (Sigma).  

2.3.3.3 Linealización 

Para la síntesis de la sonda de ARN a partir de la secuencia de ADN 

complementario en el plásmido o transcripción in vitro, éste debe estar en forma lineal. 

Se usaron dos mecanismos para linealizar el plásmido: mediante enzimas 

(endonucleasas) de restricción y por el método de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). 

2.3.3.3.1 Enzimas de restricción 

A ambos lados del inserto del fragmento de ADN con la secuencia de interés 

quedan varios lugares de reconocimiento de distintas enzimas de restricción. Como 

sitio de corte se eligió el flanco que permitía sintetizar una sonda antisentido (opuesto 

al sitio de unión de la polimerasa de síntesis antisentido) y se seleccionó una enzima 

que no cortase dentro del inserto. Para el proceso de linealización se usó la mezcla de 

reacción de la tabla 2.2. 

La reacción de linealización se dejó incubando a 37 ºC (ésta es la temperatura más 

habitual pero puede variar dependiendo de las especificaciones de la enzima de 

restricción) durante 2-3 horas. Para asegurarnos que se había linealizado, se corrieron 

electroforéticamente 1 µl del producto de reacción (lineal) y 1 µl de ADN circular 

(control) en un gel de agararosa al 1.2 % (MS-8; Pronadisa, Cat. No. 8065) con 15 µl 
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de SYBR safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Cat. No. 10328162) en tampón TAE 1X 

(Anexo I) a un voltaje constante de 90 V durante 15 minutos. El plásmido circular corre 

mucho más que el lineal debido a su enrollamiento, por lo que la banda del lineal debe 

estar más atrasada que la del circular.  

 

Producto / Reactivo Volumen 

 Enzima restricción 1.5 µl 

 Tampón de la enzima 10X 10 µl 

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

 BSA 2 µl Para 
algunas 
enzimas Triton X-100 2 µl 

Agua pura (Sigma) 
Variable (hasta completar 20 

µl)  
 Volumen final 20 µl 

    

Tabla 2.2. Mezcla de reacción para linealizar el ADN plasmídico mediante enzimas de 

restricción. 

2.3.3.3.2 PCR 

Los vectores que contienen la secuencia de interés para obtener la ribosonda 

suelen tener a ambos lados del inserto la región 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 unión a polimerasas y amplifican las secuencias objetivo a las que son 

complementarias. En este caso, se usaron cebadores diseñados para reconocer 

directamente las secuencias T7 y T3 y un par de nucleótidos extra que garantizan que 

las polimerasas puedan unirse a ese sitio tras la amplificación. 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 reacción usada como el programa del termociclador se detallan 

en las tablas 2.3 y 2.4, respectivamente. El resultado final fue tanto la linealización del 

ADNp como la amplificación del mismo. La reacción de PCR consiste en: un paso 

inicial de desnaturalización para deshacer posibles estructuras cuaternarias; varias 

etapas sucesivas de desnaturalización del ADN molde, unión de los cebadores al ADN 
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y síntesis de la hebra complementaria por la ADN polimerasa que se repiten de 30-40 

ciclos; una polimerización final en la que se añaden adeninas a los extremos de las 

copias generadas; y un paso de conservación en el que las muestras se mantienen a 

4ºC hasta su análisis. En este caso también se corre un gel de electroforesis.  

 

Producto / Reactivo Volumen 

Polimerasa (FastStart PCR Master) 12.5 µl 

Primer 1 (10 pmol/l) 2.5 µl 

Primer 2 (10 pmol/l) 2.5 µl 

ADNp (Midiprep) 2.5 µl 

Agua (Sigma) 5 µl 

Volumen final 25 µl 

Tabla 2.3. Mezcla de reacción de la PCR. 

 

Programa termociclador 

Ciclos Temperatura Tiempo 

1 x 94 ºC 5 minutos 

38 x 

94 ºC 30 segundos 

60 ºC 30 segundos 

72 ºC X minutos* 

1 x 72 ºC 20 minutos 

1 x 4 ºC ∞ 

* 1 minuto por cada 1000 pb 

Tabla 2.4. Programa termociclador para la PCR. 

Tras linealizar el ADNp se procedió a su purificación usando el protocolo del kit 

comercial QIAquick PCR Purification kit (50) (QIAGEN). La base del kit para la 

purificación del ADN es un sistema de columnas cromatográficas donde queda 

anclado el ADN. De esta forma, con un procedimiento rápido y sencillo de lavado y 

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

2.3.3.4 Síntesis de ribosondas 

La síntesis de la sonda es una reacción de transcripción 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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desoxinucleótidos marcados (dNTPs). El transcrito antisentido o antisense de ARN 

obtenido hibridará con el ARNm del tejido que queremos estudiar debido a que posee 

una secuencia complementaria a éste. La visualización de la reacción de hibridación in 

situ se producirá gracias a que el desoxinucleótido uracilo (UTP) de la ribosonda está 

marcado con digoxigenina (proteína de origen vegetal). Por el contrario, la secuencia 

de la sonda sense es idéntica al ARNm que estamos buscando y, por tanto, no 

hibridará con él y se usará como control negativo. 

Una vez seleccionada la polimerasa para sintetizar la hebra antisense, se hizo la 

mezcla de reacción (Tabla 2.5) según el protocolo de síntesis de la casa comercial 

Roche. Dicha mezcla se incubó durante 2 horas (para T3 y T7) a 37 ºC en un 

termoblock. 

 

Producto / Reactivo  Volumen 

ADNp lineal purificado Variable (1 µg) 

dNTPs 10X 2 µl (Roche, DIG RNA labeling mix)  

Tampón transcripción 10X 2 µl (Roche, específico de cada polimerasa) 

ARN Polimerasa 2 µl (Roche, T3 y T7) 

Inhibidor de ARNasa 0.5 µl (Roche) 

Agua (Sigma) Variable (hasta completar 20 µl) 

Volumen final 20 µl 

Tabla 2.5. Mezcla para la reacción de síntesis de la ribosonda. 

Tras comprobar con un gel de agarosa al 1.2% que la síntesis había tenido lugar, 

se añadieron 100 µl de TE (Tris 10 mM + EDTA 1mM), 5 µl de LiCl 8M (Sigma, Cat. 

No. L7026) y 300 µl de etanol absoluto a 4 ºC (Serva, Cat. No. 11093). La mezcla se 

dejó a -20 ºC durante 30 minutos como mínimo. A continuación, se procedió a su 

purificación. Se centrifugó a 14000 g y 4 ºC durante 30 minutos. El pellet se lavó con 

200 µl de etanol al 70% a 4 ºC. Se centrifugó a 14000 g y 4 ºC durante 10 minutos. Se 

retiró el sobrenadante y se dejó secar el pellet, que es donde se encuentra la sonda 

purificada. Finalmente, se resuspendió con 20 µl de agua (Sigma, Cat. No. W4502), y 

se le añadieron 20 µl de formamida molecular (Sigma, Cat. No. F9037) para una mejor 

conservación a -20 ºC. 
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2.4 TÉCNICAS DE INMUNOHISTOQUÍMICA 

Estás técnicas permiten detectar y localizar proteínas en tejidos y células mediante  

un anticuerpo diseñado contra algún epítopo de la proteína de interés. Así se 

determina dónde y cuándo se expresa el gen a estudiar. Debido a los distintos niveles 

de regulación desde el ARNm a la proteína, la presencia del ARNm no significa que 

esté siendo traducido a proteína. El tiempo de fijación del tejido para la 

inmunohistoquímica fue inferior que el usado para la técnica de hibridación in situ, 

debido a que la fijación enmascara los epítopos (véase método de recuperación del 

antígeno, apartado 2.4.2). 

2.4.1 Inmunohistoquímica simple indirecta con el método ABC 

El método avidina-biotina-peroxidasa (ABC) es una técnica indirecta que amplifica 

la señal del anticuerpo secundario ya que la avidina tiene cuatro sitios de unión a la 

biotina, creándose grandes complejos que contienen múltiples moléculas de biotina 

conjugada a peroxidasa. Tras el reconocimiento del antígeno 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 H2O2 (sustrato) y 

de la diaminobencidina (DAB), oxida a ésta última formándose un precipitado insoluble 

de color marrón que se puede observar a simple vista (Fig. 2.5).  

Las secciones de tejido fijado recogidas en PBS se sometieron previamente a la 

desactivación de la peroxidasa endógena mediante un lavado con H2O2 al 1% en PBS 

0.1M (PBS) durante 10 minutos. A continuación, tras desechar los restos de H2O2 con 

lavados en PBS, se permeabilizó el tejido con PBS-Tritón X-100 (PBS-Tx; Triton X-

100, Sigma, Cat. No. T8787) al 0.2% y se incubó con una disolución del anticuerpo 

primario a la concentración correspondiente (tabla 2.6) en PBS-Tx 0.2% y NGS 

(normal goat serum, Vector, Cat. No. S-1000) al 10 % durante tres días a 4 ºC y 

agitación. Una vez incubado el anticuerpo primario, se retiró y se lavó el tejido con 

PBS-Tx 0.2% para eliminar restos del anticuerpo y proceder, seguidamente, a la 

incubación con el anticuerpo secundario biotinilado a una concentración de 1:200 en 

PBS-Tx 0.2% (tabla 2.6) durante una hora y media a temperatura ambiente y agitación 

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 agitación suave.  

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

revelado con DAB y H2O2. En algunos casos el revelado se llevó a cabo mediante la 
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técnica con DAB intensificada con níquel, con la cual se añade sulfato amónico de 

niquel al 4% a la disolución de DAB produciéndose un precipitado negro-azulado. 

 

 

Figura 2.5. Representación del  método ABC en una inmunohistoquímica indirecta. 

Anticuerpo primario 
Especie 
huesped  

Mono- o 
policlonal 

Dilución 
Anticuerpo 
secundario 

Anti-VP 
(Millipore, 

Cat. No. AB1565) 
Conejo Policlonal 1:5000  

Anti-conejo (Biotinylated 
goat anti-rabbit IgG, 

Vector, BA-1000) 

Anti-OTP 
(Antibodies-online, 

Cat. No. ABIN183823) 
Conejo Policlonal  1:1000 

Anti-conejo (Biotinylated 
goat anti-rabbit IgG, 

Vector, BA-1000) 

Anti-Marcador glía radial 
/ Nestina 

(Developmental 
Hybridoma bank, 

Cat. No. RC2)  

Ratón Monoclonal  1:100 
Anti-ratón (Biotinylated 
goat anti-mouse IgM, 

Vector, BA-2020) 

Anti-ISLET 1/2 
(Developmental 

Hybridoma bank, 
Cat. No. 39.4D5) 

Ratón Monoclonal  1:200 
Anti-ratón (Biotinylated 
goat anti-mouse IgG, 

Vector, BA-9200) 

Tabla 2.6. Anticuerpos primarios y secundarios usados en la inmunohistoquímica indirecta. 
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2.4.2 Método de recuperación del antígeno (antigen retrieval)  

Esta técnica se utilizó en los casos en los que los epítopos que reconoce el 

anticuerpo estaban muy enmascarados debido al proceso de fijación. Para ello, se 

utilizó una disolución AR (Anexo I) basada en tampón citrato y con un pH ligeramente 

ácido (Fig. 2.6). Dicha disolución se calentó a 80 ºC. A continuación, se añadió al 

tejido y se incubó con ella durante 20 minutos a 80 ºC. Los cortes se lavaron con PBS 

a temperatura ambiente para quitar los restos de la disolución AR. A partir de aquí, se 

continuó con el protocolo de inmunohistoquímica habitual. Este método se utilizó para 

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

 

 

Figura 2.6. Visualización simplificada del método antigen retrieval. 

2.4.3 Simple y doble inmunofluorescencia indirecta 

Esta técnica se realizó para secciones flotantes de vibratomo y en secciones de 

criostato en portaobjetos. La técnica utiliza los mismos anticuerpos primarios que para 

la inmunohistoquímica indirecta de la peroxidasa pero el secundario es fluorescente. 

En este caso la detección de la proteína se realiza mediante excitación del fluoróforo 

del anticuerpo secundario utilizando un microscopio confocal.  

Para la inmunofluorescencia simple, las secciones de tejido se lavaron con PBS-Tx 

0.3% y se incubó el anticuerpo primario diluido en este mismo tampón (concentración 

en tabla 2.6) a 4 ºC durante tres días consecutivos y agitación moderada. 
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Una vez incubado, se retiró el anticuerpo primario lavando con PBS-Tx 0.3% 

durante una hora y media. Después, se incubó con el anticuerpo secundario (Tabla 

2.7) durante dos horas a temperatura ambiente, agitación moderada y oscuridad. 

 

 

Figura 2.7. Representación de una doble inmunofluorescencia indirecta. El láser azul se utiliza 

para la excitación del fluoróforo que dará lugar a la fluorescencia verde, mientras que con el 

láser verde se obtendrá 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 lavó con PBS-Tx 0.3% y las secciones se montaron utilizando un 

medio de montaje antifade. 

 

ANTICUERPOS SECUNDARIOS FLUORESCENTES 

ANTICUERPO 
ESPECIE 
HUÉSPED 

DILUCIÓN REFERENCIA 

Anti-conejo IgG 
conjugado a Alexa 

fluor 488 
Cabra 1:500 

Molecular probes, 
Cat. No. A-11034 

Anti-ratón IgG 
conjugado a Cy3 

Burro 1:1000  
Jackson 

Immnunoresearch, 
Cat. No. 715165151 

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

combinada con inmunohistoquímica simple indirecta  

La técnica se utilizó para la detección fluorescente de Otp y Islet1 junto con el 

marcador de glía radial revelado con DAB-niquel. El fundamento de la doble 

inmunofluorescencia y de la inmunohistoquímica simple indirecta es el mismo que el 

explicado en los apartados anteriores. Para llevar a cabo esta triple 

inmunohistoquímica se añadieron 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 continuó con el protocolo de inmunohistoquímica indirecta 

hasta que se reveló la glía radial. El revelado de los anticuerpos secundarios 

fluorescentes se realizó por excitación con los láseres correspondientes.  

2.5 ENSAYOS DE MIGRACIÓN 

Durante el desarrollo del sistema nervioso se produce un hecho inherente a la 

naturaleza neural: la migración. 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 migración surgen como herramienta para visualizar dichas 

migraciones, mediante aproximaciones anatómicas y moleculares. Permiten estudiar el 

movimiento neuronal y su localización usando un trazador celular fluorescente. 

Posteriormente, se estudia el fenotipo de las neuronas migradas con técnicas de 

inmunofluorescencia o hibridación in situ fluorescente. 

2.5.1 Cultivos organotípicos 

Estos cultivos se realizaron en cerebros embrionarios y se utilizaron partículas de 

tungsteno impregnadas con un trazador celular fluorescente (CellTrackerTM 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 migración 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 disolución de glucosa y sales (suero 

glucosado, Anexo I) que mantuvo el tejido vivo. Se cortó en secciones de 300 µm con 

un vibratomo, se recogieron en una placa de seis pocillos que contenía suero 

glucosado frío y se incubaron en medio DMEM enriquecido (Anexo I) durante una hora  

en una cámara de CO2 (5% de CO2 y a 37 ºC). A continuación, se pinchó en el domino 

SPV el trazador celular CMFDA con un capilar y se cambió el medio DMEM por 

NEUROBASAL enriquecido (Anexo I), manteniendo la placa en la cámara de CO2 a  
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37 ºC durante 48 horas. El medio NEUROBASAL se cambió por medio nuevo a las 24 

horas. Transcurrido este tiempo, el cultivo se paró vertiendo sobre el tejido PFA al 4% 

tamponado y las secciones se dejaron en PBS-azida 01% para evitar su 

contaminación a la espera de su análisis con microscopía confocal.  

 

 

Figura 2.8. Representación esquemática del proceso de los cultivos organotípicos. 

Tras el análisis, se seleccionaron aquellos donde fuera evidente la migración para 

estudiar el fenotipo de las neuronas migradas sometiéndolos a inmunofluorescencia 

indirecta con anticuerpos contra los neuropéptidos de interés o bien a hibridación 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 antibióticos (penicilina / estreptomicina) y suero bovino 

fetal inactivado térmicamente (56 ºC durante 30 minutos). Al NEUROBASAL, además, 

se le añadió un suplemento B-27 (Gibco) que respalda la viabilidad de las neuronas 

del sistema nervioso central. La sustitución del medio DMEM por NEUROBASAL se 

debe a que este último permite el mantenimiento de las células neuronales 

embrionarias tanto a corto como a largo plazo.  

2.5.2 Recuperación de la fluorescencia 

La pérdida de la fluorescencia del trazador celular tras realizar la hibridación in situ 

sobre los cortes de cultivos organotípicos hizo necesaria la puesta a punto de esta 

técnica.  
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Puesto que el trazador celular CMFDA es un derivado de la fluoresceína, se usó un 

anticuerpo contra fluoresceína con el fin de reconocer el CMFDA, aportándole de 

nuevo fluorescencia. Se realizó una inmunfluorescencia indirecta tras realizar la 

hibridación in situ usando el anticuerpo RB-antifluoresceína-alexa 488 (Molecular 

probes, Cat. No. A11090) a una concentración 1:500. Luego, se incubó con el 

anticuerpo secundario anti-conejo-Alexa 488 (tabla 2.7). El resultado fue la 

recuperación de una parte de la fluorescencia perdida. 

2.6 ANÁLISIS Y ADQUISICIÓN DE DATOS 

2.6.1 Microscopía de campo claro 

Este tipo de microscopía se ha utilizado en los casos de hibridación in situ que usa 

la fosfatasa alcalina y el sistema NBT/BCIP para el revelado y en la 

inmunohistoquímica con DAB. En estos casos, las secciones se montaron en portas y 

se cubrieron con cubreobjetos usando un medio de montaje hidrofílico (Glycerol 

gelatin, Sigma, Cat. No. GG1) para su posterior fotografiado con un microscopio de 

campo claro (Leica [DMR HC] equipado con una cámara digital Zeiss Axiovision y el 

programa de captura de imágenes ZEN de Zeiss). 

2.6.2 Microscopía confocal 

Las imágenes del material fluorescente se tomaron con un microscopio confocal 

(Olympus FV500). En el caso de las secciones sometidas a inmunofluorescencia e 

hibridación in situ fluorescente, se montaron en un portaobjetos usando un medio de 

montaje hidrofílico y antifade. Las secciones de tejido sometidas a cultivos 

organotípicos se colocaron sin montar en una pequeña placa con base de vidrio con 

unas gotas de PBS.  

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

resulta muy útil debido al grosor de nuestros cortes.  

2.6.3 Tratamiento de imagen 

Tras la obtención de las imágenes, éstas se modificaron ligeramente para 

incrementar el foco, el brillo y el contraste el programa informático Adobe PhotoShop 

CS6.  

El montaje de las figuras con las imágenes de interés y su etiquetado se realizó 

con Adobe Illustrator CS6. 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Resultados 
 

 

  



 

 

 
 

 



Resultados 

65 

3. RESULTADOS 

A continuación se exponen los principales resultados de este trabajo de 

investigación organizados en tres apartados o secciones. En la primera sección 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 sección se detalla la ontogenia de las células VP 

y OT desde estadios embrionarios a etapas postnatales tempranas, con especial 

referencia a su posición en relación a los prosómeros terminal y peduncular. El tercer y 

último apartado muestra las rutas de migración desde el SPVt y SPVp, resultado de 

los ensayos de migración y el fenotipo vasopresinérgico de algunas de las células 

migradas.   

Dado que en ratones adultos varios núcleos hipotalámicos, preópticos y 

amigdalinos son sexualmente dimórficos, 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 distribución de la expresión 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 distinción. 

En los anexos se detallan los datos de los ejemplares utilizados en este trabajo 

(Anexo II) y se incluyen también algunas figuras complementarias comparando la 

expresión de VP y OT (mediante hibridación in situ) en machos y hembras en estadios 

embrionarios E16.5 y E18.5 (Anexo III).   

3.1 EL DOMINIO SPV Y SUS SUBDIVISIONES TERMINAL Y PEDUNCULAR 

3.1.1 Extensión radial y límites del dominio SPV en estadios tempranos 

El dominio SPV es una división del hipotálamo alar que, según 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 daría origen a poblaciones celulares diferentes. El 

dominio entero está caracterizado por la expresión del factor de transcripción Otp, 

implicado en proliferación y diferenciación celular (Acampora et al. 2000), incluyendo la 

de las neuronas con VP y OT de los núcleos PVN y SO del hipotálamo (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.  
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Con el fin de definir mejor los límites del dominio SPV e intentar discriminar entre la 

posible dispersión de las células con Otp desde el SPV y/o un origen múltiple en 

distintos dominios, se realizó un análisis espacio-temporal de la expresión de los 

factores de transcripción Otp y Islet1 en comparación con un marcador de glía radial 

(RC2). Islet1 se expresa en los dominios adyacentes al SPV (dorsal, ventral y 

caudalmente), utilizándose en este estudio como delimitador del dominio SPV. Así, se 

analizó el patrón de expresión de estos marcadores desde el estadio E9.5 al E14.5.  

En E9.5 no se detecta expresión de Otp. En este estadio, Islet1 aparece muy 

restringido en el manto del dominio quiasmático o subparaventricular (Ch/SPa) y el 

preóptico (PO). En esta edad y más tarde, el SPV aparece como un dominio negativo 

para Islet1, intercalado entre los dominios Ch/SPa y 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 óptico (Fig. 3.1D). Este dominio queda delimitado por Islet1, que 

se expresa en los dominios PO (dorsalmente), Ch/SPa (ventralmente), y pretalámico 

(en el prosómero 3 o p3, caudalmente) (Fig. 3.1A-C). Caudalmente, una parte dorsal 

del SPV se relaciona además con la eminencia pretalámica (también en el p3), que no 

expresa Islet1 y está situada dorsalmente al pretálamo (Fig. 3.1B). A esta edad, las 

células Otp no se encuentran totalmente restringidas a su dominio radial. Así, el 

principal grupo de células Otp se encuentra restringido al SPV (Fig. 3.1B,C) y a su 

extensión en el tallo óptico (Fig. 3.1D), pero en los cortes más caudoventrales - 

cuando se pasa directamente del pretálamo (en p3) al Ch/SPa - se observan algunas 

células con Otp que se entremezclan con las células Islet1 (Fig. 3.1D). En base a su 

proximidad a p3 (en el límite caudal), parece que la mayor parte de las células Otp se 

encuentran en la subdivisión peduncular del SPV, mientras que las que se 

entremezclan con Islet1 estarían en el dominio quiasmático peduncular (Chp/PSPa). 

Además, contrariamente a la suposición de que el pedículo óptico se extiende desde la 

subdivisión terminal, nuestros datos sugieren que podría tener una parte terminal y 

otra peduncular (esta última con muchas más células Otp) (ver los insertos de la Fig. 

3.1). 

A partir de E11.5 se observan muchas más células con Otp, tanto en la parte 

peduncular como en la terminal, aunque el límite entre ambas partes es incierto y no 

se puede definir sólo con Otp (Fig. 3.2A-C). El SPVt aparece en cortes más 

rostrodorsales, en continuidad con PO (Fig. 3.2A), mientras que el SPVp aparece en 

cortes más caudoventrales en continuidad con la parte evaginada y caudal del 

telencéfalo donde se encuentra el primordio de la amígdala (Fig. 3.2C) y, más 

caudoventralmente, está en relación con p3 (ver también la comparación entre Otp y 

Islet1 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 Islet1 en SPVt y SPVp. Sin 

embargo, se observa una importante mezcla de ambos tipos celulares en el dominio 

PO (Fig. 3.2A,B). El análisis de doble marcaje usando inmunofluorescencia indica que 

Otp y Islet1 no colocalizan y se encuentran totalmente segregados en células distintas, 

aunque entremezcladas en PO (Fig. 3.2A,B).  

Para poder comprender mejor la dimensión radial del SPV y la posición de las 

células Otp con respecto a dicha dimensión, se comparó la expresión de Otp con la 

glía radial en E12.5, tanto en cortes adyacentes (Figs. 3.4; 3.5) como en secciones con 

triple marcaje de Otp, Islet1 y RC2 (un marcador de glía radial) (Fig. 3.6). Este tipo de 

análisis sugiere que los grupos más compactos de células Otp se encuentran en el 

manto de los dominios radiales del SPVt y el SPVp (ocupando una extensión radial 

más amplia, desde posiciones periventriculares hasta la superficie, en SPVp), desde 

los cuales podría haber una dispersión tangencial de células Otp. Por un lado, esta 

supuesta dispersión tangencial de células Otp es evidente en los cortes más 

rostrodorsales, extendiéndose desde SPVt a PO (Fig. 3.4A,B). Durante el desarrollo, 

esta aparente dispersión de células Otp desde el SPVt al PO va en aumento, 

entremezclándose en PO con células Islet1 sin llegar a colocalizar (Figs. 3.3A; 3.4A; 

3.7A-D).  

Por otro lado, en cortes más caudoventrales se observa una aparente dispersión 

de células Otp desde el dominio SPVp que alcanzan el territorio prospectivo de la 

amígdala extendida (Figs. 3.3C,E; 3.4C,E; 3.5A). Una parte importante de estas 

células se sitúan en el BSTM, concretamente en una subdivisión situada alrededor de 

la comunicación interventricular de Monro (Figs. 3.3C; 3.4C; E3.7). Esta subdivisión 

del BSTM podría localizarse en el aspecto más dorsal del SPVp (por ello lo hemos 

llamado BSTM hipotalámico o BSTMh), una subdivisión que se deforma dorsalmente 

formando una espiga que toca el telencéfalo según el modelo prosomérico (Puelles y 

Rubenstein 2003, 2015; Morales-Delgado et al. 2014; Ferrán et al. 2015). No obstante, 

debido a la deformación, la organización de las células y la disposición de la glía radial 

en esta zona son poco claras y difíciles 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-preópticas del BSTM (Fig. 3.6A’,A’’) y la amígdala 

medial; en esta últimas las células Otp quedan segregadas de un grupo de células con 

Islet1 relacionado con la amígdala central (Figs. 3.3G,H; 3.4E; 3.6B,B’,B’’), que 

proceden del dominio estriatal ventral (Bupesh et al. 2011b).   

Además de la aparente dispersión de células dorsalmente hacia el telencéfalo, 

parece existir una dispersión 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 Islet1, pero 

éstas ocupan una posición 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 núcleo quiasmático superficial (SuC), y estaría 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 podrían resultar de una dispersión 

desde el SPV peduncular. 

En E13.5 el patrón de expresión 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 Islet1 en el PO (Fig. 3.7C,D). Algunas 

células Otp también parecen alcanzar el PO comisural (POC), que tiene menos células 

con Islet1 con respecto al PO ventral (POv) (Fig. 3.7C,D y datos obtenidos de dobles 

marcajes Otp-Islet no mostrados). La comparación con la glía radial apoya la supuesta 

dispersión 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 además se observan subpoblaciones de células que 

alcanzan partes más laterales de la amígdala medial extendida, incluyendo partes 

laterales del BSTM y la amígdala medial (Figs. 3.7E,G; 3.8E,G; 3.9). Como en edades 

anteriores, mientras las células Otp y Islet1 se entremezclan en PO (pero sin llegar a 

colocalizar), ambos tipos celulares permanecen principalmente segregados a nivel del 

BSTM y la amígdala medial (Fig. 3.9).  

Además, 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 más próximas a la superficie y segregadas 

de las células Islet1 de dicho dominio (Figs. 3.7F; 3.9B), constituyendo el núcleo SuC 

(Fig. 3.7E). Algunas de estas células Otp parecen contribuir al SO tuberal, situado más 

ventralmente aún, ya en la placa basal (Fig. 3.7G; véase sección 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 localización precisa de las células Otp al 

estar más desarrollado el manto y distinguirse diferentes estratos, desde zonas 

próximas al ventrículo hasta la superficie. A nivel terminal, un aspecto novedoso es 

que 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 Islet1 (particularmente, en la parte ventral del PO, adyacente al SPVt), pero ahora 

se aprecian varios estratos intercalándose unos donde predominan más las células 

Otp (por ejemplo a nivel periventricular) con otros donde predominan las células Islet1 
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(Figs. 3.10A; 3.11A,A’,C’). A nivel peduncular, se hace más evidente el BSTMh dentro 

del dominio radial del SPVp, mostrándose como un corredor rico en células Otp muy 

empaquetadas (Fig. 3.10C,D). Aparentemente, este BSTMh apenas tiene células 

Islet1 (Fig. 3.11B’), marcador expresado en los dominios adyacentes al SPV. Una 

subdivisión del BSTMh se convierte en el BST supracapsular (BSTS; Fig. 3.10E).  

Además, al hacer la comparación con la glía radial a esta edad, algunas células 

Otp parecen dispersarse tangencialmente, llegando a otras divisiones más laterales 

del BSTM y otras partes de la amígdala medial extendida (Figs. 3.10A,C; 3.11A’), 

incluyendo la amígdala medial o Me (Fig. 3.10E). En cortes más caudoventrales, se 

aprecia el SPVp en su extensión radial (Fig. 3.10E,F), con la mayor parte de las 

células en el área 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 dispersión 

ventral de un grupo denso de células Otp hacia el Ch/SPa (el SuC), que parecen ser 

continuas con otras más ventralmente, en el SO tuberal (Fig. 3.10E; véase sección 

3.2). Además de éstas, se observan también unas pocas células Otp en posición 

periventricular, que podrían alcanzar esta posición mediante migración tangencial. 

Además, otro grupo reducido de células Otp parecen dispersarse periventricularmente 

hacia territorio pretalámico (Fig.3.10E). 

Estos resultados sugieren que el dominio radial del SPV peduncular incluye en su 

superficie el núcleo principal del SO. Además, incluye una parte posterior del BSTM, el 

BSTMh. Nuestros resultados indican que desde estadios muy tempranos las células 

Otp no están 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 prosómero terminal).  
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3.1.2 Distinción de las divisiones terminal y peduncular del domino SPV en base 

a la expresión de Rgs4  

Como se ha mencionado en apartados anteriores, el dominio SPV se subdivide en 

SPVt y SPVp pero la distinción entre estas dos partes no es clara si solo nos guiamos 

por la expresión de Otp. Ésto dificulta el análisis de los derivados de cada subdivisión, 

y la comprensión de la contribución diferencial de ambas subdivisiones a la formación 

del prosencéfalo. Por ello, se realizó un primer intento de distinguir entre ambas 

subdivisiones del SPV usando para ello un marcador de la parte peduncular del SPV, 

denominado Rgs4 (Ferrán et al. 2015). Rgs4 codifica para una familia de genes que 

regula la señalización de proteínas G activando la GTPasa. En estadios tempranos, 

dentro del hipotálamo alar Rgs4 aparece restringido al componente peduncular del 

dominio SPV, marcando la extensión dorsoventral completa del dominio en E13.5, 

aunque a partir de E15.5 su expresión parece restringirse al componente ventral del 

SPVp (Ferrán et al. 2015). La expresión de Rgs4 también se localiza en el hipotálamo 

basal (Ferrán et al. 2015). 

Por ello, para llevar a cabo este objetivo, se comparó la expresión de Rgs4 con la 

de Otp y con la de los neuropéptidos VP y OT, expresados en los núcleos 

hipotalámicos PVN y SO. El análisis se realizó en los estadios E12.5 y 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). Además de su 

presencia en el manto del SPVp, se observa un pequeño parche de expresión de Rgs4 

en la superficie de la región PO, en una zona libre de expresión de Otp (Fig. 3.12A,B). 

Teniendo en cuenta la dirección de la glía radial en la zona preóptica (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 preópticas pertenezcan a dos 

prosómeros distintos, siendo el POC parte del peduncular (donde se encuentra la 

expresión de Rgs4) y el PO ventral parte del terminal. 

En el SPVp, la expresión de Rgs4 no cubre toda la pared, siendo más 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 distinción, es posible que la marca 

de Otp que se observa ventralmente aparentemente invadiendo el dominio Ch/SPa 

(como se explicó 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 aproximación 
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experimental. Por otro lado, la comparación entre Rgs4 y Otp permite confirmar la 

continuidad entre el SPVp con el grupo de células Otp que se extiende dorsalmente 

hacia la amígdala extendida, incluyendo el BSTMh (Fig. 3.12C,E).  

En 14.5 ya se observa expresión de los neuropéptidos VP y OT, localizada en los 

núcleos hipotalámicos PVN y SO principal así como en partes de la EAme (Figs. 3.13 

y 3.14). Además, estos neuropéptidos muestran expresión en el SO tuberal (Figs. 

3.13G; 3.14G). Rgs4 mantiene la expresión en el territorio peduncular, aunque ahora 

es más extensa y compleja. La comparación de VP y OT con Rgs4 y Otp apoya el 

origen de los núcleos PVN y el SO principal en el SPVp (Figs. 3.13D-F; 3.14D-F). 

Dorsalmente, la expresión de Rsg4 se extiende por la parte peduncular del telencéfalo, 

donde se encuentra la amígdala 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). Ésto podría indicar un origen distinto de 

ambas partes: mientras la parte principal se origina en SPVp, el SO tuberal podría 

derivar del SPVt.  

Estos resultados sugieren que ya en E12.5 se pueden distinguir los dos 

subdominios del SPV, el SPVp y el SPVt. Además, 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 relación del 

SPVt con la parte ventral de la zona preóptica sin Rgs4, mientras que el SPVp guarda 

relación dorsalmente con el POC y la zona peduncular telencefálica donde se sitúa la 

amígdala extendida, todas ellas con expresión de Rgs4. 
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Figura 3.1. Expresión de Otp en el SPV y en el tallo óptico en E10.5. Inmunofluorescencia 

doble para Otp (verde) y Islet1 (rojo) en secciones oblicuas de 20 µm de cerebro de embrión de 

ratón de 10.5 días, de rostrodorsal (A) a caudoventral (D). Los insertos en cada panel muestran 

una imagen panorámica de la sección, con un recuadro de la zona detallada a mayor aumento. 

El SPV aparece entre dos dominios ricos en células con Islet1, la zona preóptica (PO) y el 

dominio quiasmático o subparaventricular (Ch/SPa). Se observan también algunas células 

mesenquimáticas con Islet1, principalmente fuera del tubo neural. En E10.5 se identifican las 

primeras células Otp en el SPV y en el tallo óptico. 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 µm. 
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Figura 3.2. Aparente dispersión de células Otp desde el SPV al dominio preóptico en 

E11.5. Inmunofluorescencia doble para Otp (verde) y Islet1 (rojo) en secciones oblicuas de 20 

µm de cerebro de embrión de ratón de 11.5 días, de rostrodorsal (A) a caudoventral (C). Los 

insertos muestran una imagen panorámica de la sección. En esta edad, ambas divisiones del 

SPV contienen abundantes células con Otp. La mayoría de las células Otp se encuentran 

segregadas de las Islet1. Sin embargo, algunas células se adentran en el PO 

entremezclándose con células Islet1. No se observa coexpresión de Otp y Islet1. Para 

abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.3. Aparente dispersión de células Otp desde el SPV hacia el dominio preóptico 

(PO), la amígdala medial extendida (EAme) y el dominio quiasmático o 

subparaventricular (Ch/SPa) en E12.5. Detalles de una inmunohistoquímica para Otp y Islet1 

en secciones alternas y seriadas de 80 µm de cerebro de embrión de ratón E12.5 (macho), 

cortadas siguiendo un plano oblicuo paralelo al corredor celular amigdalo-hipotalámico, desde 

niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (G,H). Los insertos muestran una imagen 

panorámica de cada sección. Las flechas en C y G indican la aparente dispersión ventral de 

células Otp hacia el dominio Ch/SPa (rico en células con Islet1, como se observa en las 

secciones alternas). En A también se observa una aparente dispersión de células Otp desde el 

SPV terminal al dominio PO (con abundantes células Islet1, especialmente en su zona ventral; 

flecha azul). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.4. Comparación de la expresión de Otp en el SPV con la glía radial en E12.5. 

Inmunohistoquímica para Otp y un marcador de glía radial (RC2) en secciones alternas y 

seriadas de 80 µm de cerebro de embrión de ratón E12.5 (macho), cortadas con un plano 

oblicuo, desde niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (E,F). Los insertos muestran una 

imagen panorámica de cada sección. La mayoría de las células Otp se encuentran en la 

dimensión radial del SPV, ocupando desde posiciones periventriculares a la superficie. Un 

grupo abundante de células Otp  se dispersa hacia territorios amigdalinos ocupando una 

subdivisión del BSTM, que se ha llamado el BSTMh (C). Comparando con la glía radial, parece 

que algunas células Otp se dispersan tangencialmente desde la extensión 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 µm. 
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Figura 3.5. Aparente dispersión ventral desde el SPVp y el SPVt al dominio Ch/SPa. 

Inmunohistoquímica para Otp y un marcador de glía radial (RC2) en secciones alternas y 

seriadas de 80 µm de cerebro de embrión de ratón E12.5 (macho), cortadas con un plano 

transversal al hipotálamo, desde niveles caudales (A,B) a ventrales (G,H). Se observa la 

dimensión 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 telencefálica 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 hipotalámicos más ventrales y ocupan el SOtu 

(G). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 

 

 

Figura 3.6. Expresión de Otp y Islet1 en comparación con la glía radial en E12.5. Triple 

inmunohistoquímica combinando una doble inmunofluorescencia para Otp (verde) y Islet1 (rojo) 

con una inmunohistoquímica para un marcador de glía radial (RC2; negro) en secciones de 80 
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µm de cerebro de embrión de ratón E12.5 (macho), cortadas con un plano oblicuo, en un nivel 

rostrodorsal (A) y otro caudoventral (B). Comparando con la glía radial, se aprecia una 

aparente dispersión tangencial de las células Otp desde el SPV a la parte palido-preóptica del 

BSTM (A’,A’’). Aquí, 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 µm. 
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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. Inmunohistoquímica para Otp y Islet1 en secciones 

de 80 µm de cerebro de embrión de ratón E13.5 (macho), cortadas con un plano oblicuo, desde 

niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (G,H). Los insertos muestran una imagen 

panorámica de cada sección. A esta edad, el patrón de expresión de Otp es similar al 

observado en E12.5, aunque son mayores la densidad celular en el SPV y el número de células 

que se mezclan con células Islet1. Aumenta también la dispersión de células Otp hacia 

dominios dorsales y ventrales al SPV, localizándose numerosas células en el PO, la Me, el 

BSTM (incluida la subdivisión hipotalámica, BSTMh) y en el Ch/SPa, todos ellos territorios 

Islet1 positivos. En las células Otp observadas en el dominio Ch/SPa, algunas parecen estar 

localizadas a nivel del prosómero terminal (en el núcleo SuC; E), y otras en el peduncular 

(flecha en G). Además, aparecen unas pocas células en el primordio del SOtu, a nivel basal 

(G). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.8. Comparación de la expresión de Otp en el SPV con la glía radial en E13.5. 

Imágenes de dos casos de inmunohistoquímica para Otp y un marcador de glía radial (RC2) en 

secciones de 80 µm de dos cerebros de embrión de ratón E13.5 (hembras), cortadas con un 

plano oblicuo, en niveles rostrodorsales (A-D) y caudoventrales (G,H). Los insertos muestran 

una imagen panorámica de cada sección.  La disposición de la glía radial en el SPV muestra 

cómo algunas de las células Otp siguen una trayectoria tangencial. Éstas 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 división hipotalámica 

del BSTM (BSTMh) se encuentra dentro de la dimensión radial del SPV (E,F). Para 

abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.9. Expresión de Otp y Islet1 en comparación con la glía radial en E13.5.Triple 

inmunohistoquímica combinando una doble inmunofluorescencia para Otp (verde) y Islet1 (rojo) 

con una inmunohistoquímica para un marcador de glía radial (RC2; negro) en secciones de 80 

µm de cerebro de embrión de ratón 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 Islet1, 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 segregación con las células Islet1 (B). Además, abundantes células 

Otp se localizan en el BSTMh en la dimensión radial del SPVp, donde también permanecen 

segregadas de las células Islet1 (B,B’). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.10. En 14.5 se continúa observando la aparente dispersión desde el SPV a 

dominios dorsales y ventrales adyacentes. Inmunohistoquímica para Otp y un marcador de 

glía radial (RC2) en secciones de 80 µm de cerebro de embrión de ratón E14.5 (hembra), 

cortado con un plano oblicuo, desde niveles rostrodorsales (A,B) a caudoventrales (E,F). Los 

insertos muestran una imagen panorámica de cada sección. En cortes más ventrales, se 

aprecia la extensión radial del SPV, identificándose células Otp en el área periventricular y 

muchas alcanzando su superficie (C,E). A esta edad, el BSTMh, corredor rico en células Otp, 

se hace más evidente dentro de la dimensión radial del SPV (C). Comparando con la glía 

radial, parece que algunas células Otp se dispersan tangencialmente hacia partes 

telencefálicas del BSTM y otras partes de la EAme (C-F). Algunas llegan a la amígdala medial 

(E). Se sigue observando la dispersión ventral al Ch/SPa de un grupo compacto de células Otp, 

que hemos llamado núcleo quiasmático superficial o SuC (E). Para abreviaturas ver lista. Barra 

de escala: 100 µm. 
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Figura 3.11. Expresión de Otp y Islet1 en E14.5. Doble inmunofluorescencia para Otp (verde) 

y Islet1 (rojo) en secciones de 80 µm de cerebro de embrión de ratón 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 intercalándose con otros ricos en células Islet1 (A’,C’). La 

división BSTMh, rica en células Otp, parece estar segregada de las células Islet1. Además, 

algunas células Otp alcanzan otras divisiones telencefálicas del BSTM y otras partes de la 

EAme. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.12. Comparación de la expresión de Otp con un marcador de la división 

peduncular del SPV (Rgs4) en E12.5. Hibridación in situ para los genes de Otp y Rgs4 en 

secciones alternas y seriadas de 80 µm de cerebro de embrión de ratón E12.5 (macho), 

cortadas con un plano oblicuo.  La expresión de Rgs4 en el SPVp se encuentra más 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. Según este marcador, es el SPVp el que se continúa con 

las células que se dispersan dorsalmente hacia la EAme y el BSTMh. Para abreviaturas ver 

lista. Barra de escala: 100 µm. 

 

 

Figura 3.13. Comparación de la expresión del marcador del SPV peduncular (Rgs4) con 

la de vasopresina y Otp en E14.5. Hibridación in situ para los genes de Rgs4, Otp y VP 

(A,B,D,E,G-I) e inmunohistoquímica para Otp (C,F) en secciones de 80 µm de cerebro de 

embrión de ratón E14.5, cortadas con un plano oblicuo. La expresión de VP se localiza en los 

núcleos PVN y SO, en la EAme y en el SO tuberal. A esta edad, la expresión de Rgs4 se 

mantiene en territorio peduncular. La comparación de la expresión de Rgs4 con la de VP y Otp 

sugiere el origen peduncular de los núcleos PVN y SO. Además, hay células Rgs4 dispersas 

dorsalmente en la EAme (parte peduncular telencefálica), 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 expresión de VP (G). Para 

abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.14. Comparación de la expresión del marcador del SPV peduncular (Rgs4) con 

la de oxitocina y Otp en E14.5. Hibridación in situ para los genes de Rgs4, Otp y OT (A,B,D-I) 

e inmunohistoquímica para Otp (C) en secciones de 80 µm de cerebro de embrión de ratón 

E14.5, cortadas con un plano oblicuo. La expresión de OT se localiza en los núcleos PVN y SO 

y en el SO tuberal. A esta edad, la expresión de Rgs4 se mantiene en territorio peduncular. Al 

igual que sucede con VP, la comparación de la expresión de Rgs4 con la de OT y Otp sugiere 

el origen peduncular de los núcleos PVN y SO. En 14.5, OT no se expresa en la EAme, 

territorio Rgs4 positivo (A,B). Además, se observa una discontinuidad entre el SO y el SO 

tuberal con la expresión de OT (G). Mientras que el SO contiene células Rgs4, el SO tuberal no 

(E,H). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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3.2 ONTOGENIA DE LAS CÉLULAS VP Y OT EN EL HIPOTÁLAMO Y LA 

AMÍGDALA MEDIAL EXTENDIDA 

Como ya hemos explicado anteriormente, los neuropéptidos VP y OT se producen 

en neuronas de los núcleos hipotalámicos PVN y SO, los cuales necesitan del factor 

de transcripción Otp para su desarrollo (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin 2000). 

Sin embargo, estos neuropéptidos no sólo se expresan en neuronas del hipotálamo, 

sino que también se expresan en una pequeña subpoblación de neuronas de la 

amígdala medial extendida (EAme) (Wang y Lufkin 2000; García-Moreno et al. 2010), 

y se ha sugerido que quizás provengan del dominio hipotalámico SPV (Bupesh et al. 

2011a; Abellán et al. 2013; Medina et al. 2017). Esta propuesta se basa en la 

demostración de migraciones tangenciales de células desde el SPV hipotalámico a la 

EAme, incluyendo el BSTM y la amígdala medial (Me) (Soma et al. 2009; García-

Moreno et al. 2010; Bupesh et al. 2011a), y a que dichas células migradas expresan 

Otp (García-Moreno et al. 2010). De hecho, en los apartados anteriores de resultados 

vimos las aparentes rutas de la dispersión de células con Otp desde el SPV, 

distinguiendo entre el SPVp y el SPVt, algo que no se había considerado 

anteriormente. 

En esta parte del trabajo se muestran los resultados del análisis espacio-temporal 

de la expresión de estos neuropéptidos en comparación con Otp, haciendo especial 

hincapié en distinguir las poblaciones que se originan en el SPVt y/o el SPVp, y en 

analizar su posible dispersión hacia otras regiones del prosencéfalo, incluyendo la 

amígdala 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, así como con el material de Otp, 

Islet1, Rgs4 y glía radial presentado en los apartados anteriores. El uso de hibridación 

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 

inmunohistoquímica. En el caso de los individuos postnatales, se estudió únicamente 

la expresión de VP mediante técnicas inmunohistoquímicas, utilizando tres edades 

postnatales: P0, correspondiente con el día de nacimiento; P3, a los tres días de 

nacer; y P7, siete días después del nacimiento. 
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3.2.1 Patrón de expresión de VP y OT durante el desarrollo embrionario 

En E12.5 no se observa expresión 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 núcleo PVN, mientras que las 

superficiales se sitúan en el SO (Fig. 3.15A). En E13, estas últimas son más 

abundantes y tienen expresión más fuerte de VP que las observadas en el PVN. En 

este estadio, la expresión de OT es más débil que la de VP, observándose algunas 

células con poca expresión en el SO pero no en el PVN (Fig. 3.15B). 

En E13.5, la situación 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 

únicamente se localizan en el SO en el mismo prosómero (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 concentración de células con VP y 

OT (donde se encuentra el SO principal) presenta expresión más débil de Otp (Fig. 

3.16A,B; ver también Figs. 3.7E y 3.10E), lo cual podría ser debido a que este factor 

de transcripción 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 

expresión 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 expresión 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 además 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 población 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 están dentro del dominio 

radial del SPVp, coinciden con la expresión moderada o débil de Rgs4 y Otp (Figs. 

3.13D,E; 3.14D,E,F; 3.17A-F).  

A partir de esta edad, la expresión de VP y OT no se restringe al dominio radial del 

SPVp, identificándose las primeras células dorsalmente en la EAme (Fig. 

3.17A,B,D,E). Así, en el BSTM se encuentran algunas células con VP y OT (Fig. 

3.17A,B) que parecen provenir de una dispersión dorsal desde el SPVp, al igual que 

sucede con las células Otp en esta zona que se han descrito en la sección 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). Además, algunas células VP y OT parecen 
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alcanzar la amígdala medial posterior (MeP) (Fig. 3.17D,E). Al igual que con Otp, 

dentro del prosómero peduncular podría existir alguna dispersión ventral de células 

con VP y/u OT (Fig. 3.17D-F), que habría que confirmar con ensayos de migración. 

Ventralmente al SPVt, se observa un grupo numeroso de células VP y OT en la 

superficie del prosómero terminal. La posición de estas células coincide con la de las 

células Otp que parecían dispersarse desde el SPVt hacia el Ch/SPa (caracterizado 

por expresión de Islet1 en las figuras del apartado 3.1) y más ventralmente, hacia el 

territorio basal (Fig. 3.17D-I). Estas últimas aparentemente darán lugar al SO tuberal 

(SOtu). Se observa generalmente una separación (un “gap” o área 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 expresión de VP y OT fue similar a la de E14.5, observándose un 

marcaje más intenso en los núcleos PVN y SO. En esta edad, se comparó la expresión 

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 sí 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 prosómero 

terminal que sí expresan VP y/u OT (Fig. 3.18C,F).  

En E16.5, va aumentando el número de células que expresan VP y OT en distintas 

zonas de expresión de Otp, incluyendo distintos núcleos del SPVp, así como distintas 

subdivisiones de la EAme (Figs. 3.19 y 3.20).  

En la dimensión radial del SPVp, se observan células VP y OT en el PVN, el 

hipotálamo anterior (AH) y lateral (LH) y el SO (Figs. 3.19; 3.20). En el PVN y el SO la 

expresión de VP y OT es muy intensa, coincidiendo con grupos de células Otp (Figs. 

3.19D-L; 3.20G-O). Como se explicó 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 continuación 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 expresión de Otp (Figs. 3.19D,G; 3.20K), mientras que 

OT no se aprecia en dicha división 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 expresión de OT en esta subdivisión (Figs. 3.19I,L; 3.20I,L).  

Desde la parte dorsal del SPVp, se observan algunas células con Otp que invaden 

(quizás por dispersión tangencial) otras partes telencefálicas 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 posición debido a una dispersión 

dorsal desde el SPVp, que se adentra en el dominio del POC, relacionado con la 

comisura anterior (sección 3.1). 

La parte intermedia del SPVp también parece producir células con Otp que se 

dispersan dorsalmente e invaden partes más 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-O). 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-O). 

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 área 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, sí se observan células con VP en el 

núcleo supraquiasmático (SCh), localizado en el dominio Ch/SPa terminal (Figs. 

3.19D,G; 3.20H,K). Aparentemente, estas células VP podrían originarse de una 

dispersión 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 núcleo SCh a esta 

edad (Figs. 3.19F,I; 3.20I,L). También se observan algunas células en la superficie del 

Ch/SPa que tienen VP (Fig. 3.19G) pero no OT (Fig. 3.19I), que coinciden con un 

grupo de células Otp en la misma zona (Fig. 3.19E). 

Además, en la parte terminal del hipotálamo basal hay células VP y OT cerca de la 

superficie, localizadas en el SOtu, coincidentes con células Otp, que parecen ser una 

continuación de las observadas a nivel alar en la misma zona (en la superficie de 

Ch/SPa) y podrían dispersarse ventralmente por la superficie desde el SPVt (Figs. 

3.19J-L; 3.20M-O). Así, 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 núcleo arcuato 

(Arc), que es Otp positivo (Fig. 3.20M), no se observan células VP ni OT (Fig. 3.20M-

O). 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 ratón, se observa un gran número 

de células diferenciadas que expresan VP y OT en el hipotálamo alar y basal y en la 

EAme (Fig.3.21). En este estadio, la expresión de ambos neuropéptidos es muy 

intensa. La distribución es generalmente similar a la descrita en E16.5, aunque ahora 

hay más células con OT, coincidiendo en gran medida con la localización de las 
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células VP, con algunas excepciones como en el núcleo SCh. En líneas generales, 

tenemos dos grandes grupos de células con VP y con OT, uno en el prosómero 

peduncular y otro en el prosómero terminal. El grupo peduncular se localiza 

principalmente en el hipotálamo a nivel del SPVp, con numerosas células en PVN, AH, 

LH y SO principal, además de algunas células en el BSTMh y BSTS. También se 

observan células con VP y con OT más dispersas en varias partes de la EAme 

telencefálica, 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 

subpoblación de células con VP y/u OT en el SO terminal, en la superficie del SPVt. 

Ventralmente, incluye otra subpoblación celular periventricular con VP pero no OT 

localizada en el SCh. Además, incluye poblaciones superficiales de células con VP y 

con OT, localizadas a nivel alar en la superficie del Ch/SPa y, a nivel basal en el SOtu. 

Este último grupo es muy abundante. A continuación, se dan algunos datos sobre 

estos diversos grupos, junto con la referencia de la figura en la que aparecen. 

En la dimensión radial del SPVp, muchas células que expresan VP y OT se 

encuentran formando grupos compactos en el PVN y en el SO, y en el LH se observan 

células más dispersas (Fig. 3.21). Además, 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 más 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 además hay algunas células en la Me (Fig. 3.21E-H). Ventralmente, unas 

pocas células parecen despegarse del SO principal y podrían estar invadiendo el 

Ch/SPa peduncular (Fig. 3.21E,F) o incluso la región del hipotálamo 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 núcleo 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 posición, parte de 

estas células podrían estar en lo que queda del SuC (en el Ch/SPa terminal). 

En el hipotálamo 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 núcleo Arc y la 

ME carecen de estos neuropéptidos a esta edad. 

Por tanto, estos resultados muestran que se produce un aumento progresivo de la 

expresión de VP y OT a lo largo del desarrollo embrionario. A pesar de que las células 

con estos neuropéptidos parecen producirse en el dominio hipotalámico alar SPV 

(aunque ésto requiere demostración experimental, que es el objetivo del último 
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apartado de los resultados), desde estadios embrionarios se observan células con 

expresión de estos neuropéptidos en territorios hipotalámicos fuera del SPV, como el 

dominio Ch/SPa (a nivel alar) y el hipotálamo tuberal (a nivel basal), y 

extrahipotalámicos, como la EAme. 

3.2.2 Patrón de expresión de VP en etapas postnatales 

En los estadios postnatales, los elevados niveles de expresión de VP permiten una 

buena detección inmunohistoquímica. La VP se acumula en el soma y las dendritas, 

además de en los axones y terminales, por lo que mediante inmunocitoquímica se 

puede observar la morfología de las neuronas y de sus prolongaciones axonales.  

El número de neuronas que expresan VP y la intensidad de la expresión en 

animales de ambos sexos no se estabilizan sino que continúan aumentando 

postnatalmente, por lo menos hasta siete días después del nacimiento (último estadio 

estudiado). En las tres edades analizadas, P0, P3 y P7, el patrón de expresión de VP 

es parecido con pequeñas salvedades. A nivel hipotalámico, se observan neuronas 

que, como ocurría en los estadios prenatales, se localizan tanto a lo largo de la 

dimensión radial del SPV, como en otros territorios quiasmáticos, hipotalámicos 

basales y amigdalinos. Además, se puede apreciar el complejo sistema de fibras 

inmunorreactivas de VP que se distribuye dentro de la dimensión radial del SPV y en 

dominios dorsales y ventrales al mismo (Figs. 3.22; 3.23; 3.24; 3.25). 

La mayoría de las neuronas inmunorreactivas para VP se localizan en los núcleos 

PVN, el SO principal y en áreas del hipotálamo situadas entre ambos núcleos (Figs. 

3.22; 3.23; 3.24C-F). En el PVN hay expresión de VP en diferentes subdivisiones, 

observándose tanto neuronas magnocelulares como parvocelulares desde P0 (Figs. 

3.22D-I; 3.23). Mezcladas con estas neuronas, se identifican numerosas fibras (Fig. 

3.22G-I). Algunas de estas fibras alcanzan el núcleo hipotalámico periventricular (Pe), 

un núcleo alargado situado paralelo al tercer ventrículo, que también contiene algunas 

neuronas parvocelulares a nivel del SPVt y Ch/SPa (Fig. 3.22F,I; 3.24B). Desde P3, se 

observan procesos VP inmunorreactivos que contactan con el epitelio ependimario y 

que se originan tanto en neuronas del PVN, como del Pe (Fig. 3.24B,F). 

En las áreas hipotalámicas anterior y central (AHA y AHC) y el área lateral 

hipotalámica (LH) a nivel del SPVp se observa una mezcla de neuronas de diferentes 

tamaños con claro predominio de neuronas magnocelulares, las cuales parecen 

incrementar en número con la edad (Figs. 3.22D-I; 3.23; 3.24C,D). Muchas de las 

neuronas del LH se orientan paralelas a la dimensión radial del dominio SPVp, entre 

las fibras vasopresinérgicas que se extienden desde el PVN al SO.   
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Las neuronas con niveles más altos de expresión de VP se encuentran en el 

núcleo SO principal, que contiene principalmente neuronas magnocelulares formando 

un núcleo compacto (Figs. 3.22D-I; 3.24E; 3.25D). Sin embargo, el núcleo SO 

presenta una subdivisión rostral, que correspondería con la superficie del SPVt, que 

contiene neuronas dispersas, más pequeñas y que empiezan a expresar VP más tarde 

(Figs. 3.22A-C,F; 3.24A). En el SO la densidad de fibras se intensifica en P3 y P7 (Fig. 

3.22D-I). Algunas de estas fibras discurren paralelas al tracto óptico situándose en la 

superficie del dominio Ch/SPa, donde también se observan algunas neuronas (Figs. 

3.22D-I; 3.24E). En posición medial, en este dominio se localiza el núcleo 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 hipotalámicos y cursan hacia la 

neurohipófisis a través de la eminencia media (ME) (Figs. 3.23; 3.24G,H). La ME está 

en el hipotálamo basal terminal, lo que significa que los axones procedentes del SPVp 

han de cruzar el límite interprosomérico y, posiblemente lo hacen a nivel basal (Fig. 

3.24G,H). La ME muestra una inervación compacta con gran cantidad de terminales 

axónicos y fibras de paso (Figs. 3.23B,C,E,F; 3.24G,H). En estos niveles 

caudoventrales, ya en el hipotálamo basal se identifica un grupo compacto con una 

mezcla de neuronas magnocelulares y parvocelulares embebidas entre numerosas 

fibras vasopresinérgicas que forma el núcleo supraóptico tuberal (SOtu) (Figs. 3.23; 

3.24E,G). Este núcleo parece recibir algunos axones del tracto vasopresinérgico que 

se extiende del SPVp a la ME. Además, 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 área preóptica (PO) se detectan fibras VP positivas ya desde P0 que se 

hacen más evidentes en P3 y P7. Además, a nivel comisural, también se observan 

algunas neuronas inmunoreactivas (Fig. 3.22A-F). 

En la amígdala medial extendida (EAme) se observan células que expresan VP en 

el BSTMh (Figs. 3.22G-I), que como hemos visto constituye la parte más dorsal del 

dominio SPV, pero también en partes telencefálicas 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). Además, se observan numerosas 

fibras con varicosidades que discurren desde el PVN y el SO a la EAme (Figs. 3.22G-I; 

3.23A-C). La mayoría 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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Figura 3.15. Expresión de vasopresina y oxitocina en el SPV en E13. Hibridación in situ 

para los genes de VP (A) y OT (B) en secciones adyacentes de 80 µm de cerebro de embrión 

de ratón E13, cortadas con un plano oblicuo. En E13 se identifican las primeras células que 

contienen el ARNm de VP en los núcleos hipotalámicos paraventricular (PVN) y supraóptico 

principal (SO). A esta edad, OT se expresa únicamente en el SO. Además, VP se expresa más 

intensamente que OT. Los insertos muestran una imagen panorámica de cada sección. Para 

abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm.  
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Figura 3.16. Expresión de VP y OT en relación con el marcador de referencia Otp en 

E13.5. Hibridación in situ para los genes de Otp (A,B), VP (C) y OT (D) en secciones oblicuas 

de 80 µm de dos cerebros de embrión de ratón 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 núcleos PVN y SO 

dentro de su dimensión radial. Además, las células Otp parecen dispersarse dorsalmente hacia 

la EAme y ventralmente hacia el dominio Ch/SPa. C: Las células VP están localizadas dentro 

del dominio radial SPV, poblando densamente el SO. D: La expresión 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 µm. 
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Figura 3.17. Expresión de vasopresina y oxitocina en el SPV, en la amígdala medial 

extendida y en el dominio quiasmático en relación con la expresión de Otp en E14.5. 

Hibridación in situ para los genes de VP y OT (A,B,D,E,G,H) e inmunohistoquímica para Otp 

(C,F,I)  en secciones oblicuas de 80 µm de dos cerebros de embrión de ratón E14.5 [cerebro1: 

A,B,D,E,G,H; cerebro 2: C,F,I], desde niveles rostrodorsales (A-C) a caudoventrales (G-I). Hay 

una gran cantidad de células VP y OT en los núcleos PVN y SO, así como células dispersas en 

la EAme, en el dominio Ch/SPa y en partes más ventrales del hipotálamo, todas ellas 

conteniendo células Otp. En esta edad, en la amígdala medial (Me) no se observan células VP 



Resultados 

101 

ni OT pero sí hay expresión de Otp (F,I). Los insertos muestran una imagen panorámica de 

cada sección. C,F,I: Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm.  

 

 

Figura 3.18. La hormona liberadora de corticotropina se expresa en el SPV pero no lo 

hace en la amígdala medial extendida. Hibridación in situ para los genes de VP, OT y CRF 

en secciones oblicuas de 80 µm de dos cerebros de embrión de ratón 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 núcleos PVN y SO y en la amígdala medial extendida 

(EAme) mientras que CRF se concentra únicamente en el PVN, no apreciándose ninguna 

célula en la EAme. Los insertos muestran una imagen panorámica de cada sección. Para 

abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm.  
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Figura 3.19. Vasopresina y oxitocina se expresan abundantemente en el SPV y algunas 

células alcanzan la amígdala medial extendida y otras áreas. Detalles de varias 

hibridaciones in situ para los genes VP y OT y de una inmunohistoquímica para Otp revelada 

con DAB-Ni en secciones oblicuas de 80 µm de cerebros de embrión de ratón E16.5, desde 

niveles rostrodorsales (A-C) a caudoventrales (J-L). Los insertos muestran una imagen 

panorámica de cada sección. VP y OT se expresan intensamente en los núcleos 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 núcleos 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 dispersión dorsal desde el 

dominio SPV peduncular (exceptuando las del BSTMh) tanto a nivel peduncular como terminal. 

Hay alguna célula VP y OT en la amígdala medial posterior (MeP). Además, ventralmente al 

SPV, hay algunas células con VP y/u OT en el dominio Ch/SPa, tanto a nivel terminal como 

peduncular, solapándose con células con Otp. A nivel del Ch/SPa terminal, hay células con VP 

en el núcleo supraquiasmático. 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 µm. 
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Figura 3.20. Aparente dispersión de células vasopresinérgicas y oxitocinérgicas desde el 

dominio SPV hacia la amígdala medial extendida y otras áreas. Detalles de hibridación in 

situ para los genes VP y OT y de una inmunohistoquímica para Otp en secciones oblicuas de 

80 µm de cerebros de embrión de ratón E16.5, desde niveles rostrodorsales (A-C) a 

caudoventrales (M-O). Las imágenes 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, 

hipotálamo 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 y el hipotálamo basal 

(G,J,M). La expresión de VP en la EAme es mayor que la de OT (H,I,K,L). Alguna célula VP y 

OT se localiza en la amígdala medial posterior (MeP; N,O). A nivel del Ch/SPa terminal, el 

núcleo supraquiasmático contiene células VP y Otp mientras que carece de OT (G-L). A nivel 

basal terminal, el SO tuberal contiene un gran número de células VP y OT, así como Otp (M-

O). Mientras el SO principal (localizado en la superficie del SPVp) contiene numerosas células 

con VP y/u OT (E,F,H,I,K,L,N,O), a esta edad se distinguen también algunas células con el 

ARNm de estos péptidos en una subdivisión terminal del SO (SOt; B,C). A,D,G,J,M: 

Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 



Resultados 

 

106 

 

Figura 3.21. En E18.5, etapa final del desarrollo prenatal, se localiza un gran número de 

células que expresan vasopresina y oxitocina en el SPV, en otras partes del hipotálamo y 

en la amígdala medial extendida. Hibridación in situ para los genes de VP y OT en secciones 

oblicuas de 80 µm de cerebros de embrión de ratón E18.5, desde niveles rostrodorsales (A,B) a 

caudoventrales (G,H). Los núcleos hipotalámicos PVN y SO (en el SPVp) muestran una 
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expresión muy intensa de ambos neuropéptidos. Además, un conjunto celular muy abundante 

con ambos neuropéptidos se localiza en el hipotálamo 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 amígdala 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 núcleo supraquiasmático 

(SCh; C-E), en lo que queda del SuC (a nivel superficial del dominio SCh/SPa; E,F), así como 

en el SOtu (a nivel basal; G,H). A-H: Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 

100 µm. 
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Figura 3.22. Distribución de vasopresina en el dominio SPV y en la amígdala medial 

extendida en etapas postnatales. Inmunoshistoquímica para VP en secciones oblicuas de 80 

µm de cerebros de ratones postnatales (machos), desde niveles rostrodorsales (A-C) a 

caudoventrales (G-I). Se muestran tres estadios diferentes: P0, el día del nacimiento, y P3 y 

P7, tres y siete días después, respectivamente. Se observa una gran expresión de VP en 

estadios postnatales, intensificándose con la edad. Hay un gran número de células en los 

núcleos PVN, SO, AH, LH y algunas alcanzan la EAme, incluyendo la amígdala medial. Los 

axones de las neuronas del PVN proyectan hacia el SO, dentro del dominio radial del SPV y, 

además, lo hacen tangencialmente hacia niveles ventrales del hipotálamo (G-I). Además se 

observan algunas células en el SO terminal (SOt), así como en el núcleo SCh. A-I: 

Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.23. Proyecciones axonales de neuronas vasopresinérgicas hacia territorios 

basales hipotalámicos. Inmunoshistoquímica para VP en secciones oblicuas de 80 µm de 

cerebros de ratones postnatales, a niveles caudoventrales. Las neuronas que expresan VP en 

los núcleos PVN y SO y el hipotálamo anterior (AH) y lateral (LH) proyectan sus axones 

ventralmente hacia el hipotálamo basal, alcanzando la eminencia media (ME). Ésto implica que 

para alcanzar la ME los axones han de cruzar el límite interprosomérico, para pasar del 

prosómero peduncular al terminal, y es posible que este cruce se produzca a nivel basal. La 

ME presenta una gran cantidad de terminales axónicos marcados con VP y fibras de paso. 

Además, un grupo de cuerpos celulares con VP se sitúan en el núcleo supraóptico tuberal (en 

la superficie del hipotálamo basal terminal). A-F: Fotomontajes. Para abreviaturas ver lista. 

Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.24. Detalles de una inmunoshistoquímica para VP en secciones oblicuas de 80 µm de 

un cerebro de ratón P7, desde niveles rostrodorsales (A) a caudoventrales (H). A: Terminales 
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axónicos en el órgano vascular de la lámina 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 núcleo periventricular terminal (Pet). C: Relación 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 relación con el epitelio ependimario. G: Algunos 

axones VP del tracto que se dirige a la ME parecen dar colaterales para el SOtu, y además, los 

axones de las células VP del SOtu parecen unirse al tracto. H: La ME presenta una gran 

cantidad de terminales axónicos marcados con VP. Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 

100 µm. 
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Figura 3.25. Expresión de VP en la EAme. Detalles de una inmunoshistoquímica para VP en 

secciones oblicuas de 80 µm de un cerebro de ratón P7. Se observan neuronas VP en la parte 

sublenticular de la EAme (A), en la parte posterior del BSTM telencefálico (B,C) y en la Me, 

tanto en su parte anterior (D) como posterior (F). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 

100 µm. 
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3.3 ENSAYOS DE MIGRACIÓN 

Los estudios previos del grupo confirman que algunas neuronas de la EAme se 

originan en el dominio hipotalámico SPV, y se sugirió que algunas de estas neuronas 

expresan vasopresina (Bupesh et al. 2011a). Sin embargo, no está claro qué 

divisiones prosoméricas del SPV y en qué medida contribuyen a la formación de la 

EAme, ni tampoco el fenotipo de las neuronas que migran a la EAme (más allá 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 migración desde cada una. Esta sección aporta 

evidencia experimental sobre la contribución diferencial de las divisiones terminal y 

peduncular del SPV, el SPVt y el SPVp, respectivamente. 

Los ensayos de migración realizados en esta parte del trabajo permitieron 

determinar dicha aportación. Para ello, se combinaron cultivos organotípicos (usando 

marcaje fluorescente de clones celulares en preparados ex-vivo de rodajas de 

prosencéfalo embrionario) con técnicas de inmunofluorescencia o de hibridación in situ 

fluorescente, centrándonos principalmente en el marcaje de vasopresina. Como la 

vasopresina no se empieza a detectar con anticuerpos en células del hipotálamo hasta 

E14.5, se usó 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 migración, 

analizando de manera independiente la aportación de las partes terminal y peduncular 

del dominio SPV a otras zonas. Además, como punto de comparación, se ha añadido 

un último apartado donde se muestran los resultados de ensayos de migración desde 

el PO a otras áreas.  

3.3.1 La división terminal del dominio SPV produce células para el área preóptica 

ventral y la región quiasmática terminal  

Para estudiar la contribución del SPVt, se realizaron cultivos organotípicos en 

secciones de cerebro de embrión de ratón E14.5 cortadas con un plano oblicuo que, 

como ya se ha comentado, es paralelo al corredor celular amígdalo-hipotalámico. El 

trazador celular fluorescente (CMFDA) se colocó en el SPVt. Esta división, la más 

rostral del SPV, se visualiza en niveles de corte rostrodorsales y en E14.5 se 

caracteriza por la expresión de un grupo compacto de células Otp que se extiende 

desde la zona periventricular a la superficie. Por ello, se comparó con Otp en 
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secciones similares para asegurar la ubicación del trazador celular en el SPVt (Fig. 

3.26A-C).  

Los resultados se muestran en cuatro casos seleccionados donde el trazador 

celular CMFDA se colocó en el SPVt (Fig. 3.26D-F). En tres de los casos, el trazador 

se sitúa 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 sitúa en la parte más dorsal del SPVt y más ventral del área preóptica, 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 división peduncular del SPV. Para 

comprobar la ubicación del trazador, compárese con las imágenes de Otp en la figura 

3.26A-C.  

Tras dos días de cultivo, se observaron células marcadas con el trazador 

fluorescente (verdes) migradas desde el sitio de aplicación del trazador, es decir, el 

SPVt. El patrón de migración observado en los tres casos puros de inyección en SPVt 

fue muy similar entre ellos, y parcialmente diferente al observado cuando el trazador 

también implicó la zona preóptica.  

Comparando con la disposición de la glía radial que se ha estudiado en la sección 

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 

ventrículo 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 migración al Ch/SPa se 

observó mejor en el caso mBe064-1-4 (Fig. 3.26F), al presentar un plano de corte más 

inclinado. En este caso, se observaron dos rutas de migración 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 señaladas antes, se observó una 

corriente de células migradas que llegaron a la comisura anterior, extendiéndose en 

relación a ella en el dominio del POC;  algunas atravesaron la línea media hacia el otro 

hemisferio. 
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Estos resultados apoyan las migraciones de las células Otp sugeridas en la 

sección 3.1, demostrando que el SPVt produce células que migran tangencialmente, 

dentro del prosómero terminal, al dominio PO ventral y a la región terminal del Ch/SPa. 

3.3.2 La división peduncular del dominio SPV produce células para el hipotálamo 

anterior y lateral, el núcleo supraóptico principal, la amígdala medial extendida y 

el dominio quiasmático peduncular 

Para el estudio de la contribución de la división peduncular del SPV se procedió de 

manera similar a la descrita en el apartado anterior. Se realizaron cultivos 

organotípicos de secciones de cerebro de embrión de ratón E14.5 con un plano de 

corte oblicuo. Se escogieron secciones a niveles más ventrocaudales que las usadas 

en el estudio del SPVt. El trazador CMFDA se colocó en las zonas ventricular y 

periventricular del SPVp. La división peduncular del SPV se caracteriza por la 

expresión de Otp. Por ello, se usó 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 

comparó con VP que se expresa en los núcleos hipotalámicos PVN y SO, así 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 colocó 

en el SPVp, aunque a diferentes niveles de corte, incluyendo sus subdivisiones dorsal, 

central y ventral. 

Tras dos días de cultivo, se observó migración 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 función del 

lugar de aplicación del trazador dentro del SPVp. En todos los casos, las células 

migradas ocuparon posiciones donde también existen células con Otp. 

Cuando el trazador afectó a la zona central/ventral del SPVp, se observó una gran 

cantidad de células migradas lateralmente en el hipotálamo anterior (AH) y lateral (LH), 

y algunas alcanzaron la superficie (Fig. 3.27B,C). La comparación con la glía radial 

indicó que las células que se desplazaron lateralmente hacia la superficie del SPVp 

siguen una migración radial (Figs. 3.27C; 3.28B,D). Muchas de estas células que 

alcanzaron la superficie se establecieron en el núcleo principal SO (Figs. 3.27C; 

3.28B,D). Ésto demuestra que el SO principal se encuentra en la dimensión radial del 

SPVp. Además, se observaron numerosos procesos celulares marcados que parecían 

axones siguiendo la dimensión radial, desde el punto de ubicación 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 
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peduncular. Algunas de estas células migraron periventricularmente, mientras otras lo 

hicieron por zonas más laterales del manto. 

Cuando el trazador se aplicó afectando a la parte más dorsal del SPVp, se observó 

un grupo compacto de células en el BSTM, representando la parte hipotalámica de 

este núcleo (BSTMh; Figs. 3.27F,I,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. 3.27I). Según se explicó en la 

sección 3.1, esta parte del BSTM se encuentra dentro del dominio radial del SPV, y 

adquiere esta forma espigada debido a la deformación del tejido alrededor de la 

comunicación interventricular de Monro (que comunica el ventrículo telencefálico con 

el hipotalámico).  

Además, tanto en los casos de aplicación del trazador restringido al SPVp dorsal 

(Fig. 3.27F,I), como en los casos en los que estaba implicada además la parte central 

del SPVp (Fig. 3.27F,L, 3.28B,D), se observaron células que invadieron mediante 

migración tangencial partes más 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 dimensión 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 hipotálamo 

anterior y lateral, el núcleo supraóptico principal y áreas más ventrales del 

hipotálamo, así como para la EAme 

Para determinar si las neuronas vasopresinérgicas del hipotálamo y la EAme se 

originan en la división peduncular del SPV, se combinaron los cultivos organotípicos 

con técnicas de inmunofluorescencia o de hibridación in situ fluorescente para VP. 

Aquí también se utilizaron cultivos de secciones de cerebro de embrión de ratón 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 

colocó 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 núcleos PVN y 

SO se muestra una hibridación in situ para VP en secciones similares; Figs. 3.29A y 

3.30A). Tras dos días de cultivo, se observó migración celular radial desde la zona 

ventricular/periventricular del SPVp al AH, LH y al SO principal, así como migración 

tangencial de células a la EAme y partes más ventrales del hipotálamo (Figs. 3.29; 

3.30; 3.31). También se detectaron numerosos procesos axonales marcados, muchos 
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de ellos siguiendo la dimensión radial desde la zona profunda (donde se sitúa el PVN) 

a la superficial del SPVp (donde se sitúa el SO principal), y otros orientados 

tangencialmente, ortogonalmente a los anteriores (Figs. 3.29; 3.30). 

A continuación, dos de los casos (mBe064-1-1a, mBe064-1-1b), se procesaron 

para inmunofluorescencia para la detección de VP en rojo (Figs. 3.29; 3.30).  

El resultado muestra un intenso marcaje de VP en numerosas células del SO 

principal, así 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’’), así como en partes más ventrales del hipotálamo 

(Figs. 3.29D,H-J’’; 3.30D). Asimismo, se observaron algunos procesos celulares con 

VP, algunos de los cuales parecían axones que seguían 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 microscopía confocal, se observaron algunas 

células migradas radialmente en SPVp (marcadas con el trazador celular, en verde) 

que presentaban colocalización con el neuropéptido VP (rojo), situadas en el 

hipotálamo anterior y lateral (AH, LH, Fig. 3.29E,F-G’’, flechas blancas) y el SO 

principal (Fig. 3.29E). Además, en áreas más ventrales hipotalámicas, se observaron 

células migradas desde el SPVp que presentaron colocalización 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 

colocalización 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, así como migraciones 

celulares tangenciales a la EAme (Fig. 3.31A,A’). Tras el cultivo, se le realizó una 

hibridación in situ fluorescente para detectar VP en rojo (Fig. 3.31B). 

Como se comentó en el apartado de materiales y métodos, al realizar la hibridación 

in situ sobre secciones de cultivo, la mayoría de la fluorescencia del trazador se 

pierde. Para solventar este problema, tras la hibridación in situ se hizo una 

inmunofluorescencia contra fluoresceína, compuesto principal del trazador CMFDA. Se 

logró recuperar parte de la fluorescencia de los ensayos de migración, pero no toda 

(comparar el marcaje del trazador celular antes y después de la hibridación, en la Fig. 

3.31A y B, respectivamente), y la recuperación fue insuficiente para lograr ver 

coexpresión (Fig. 3.31B,B’). No obstante, el caso muestra que la técnica de hibridación 

in situ fluorescente funciona después del cultivo organotípico. 
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En su conjunto, los resultados presentados en este apartado demuestran que las 

células vasopresinérgicas que se observan en el hipotálamo (incluyendo el AH, LH y el 

SO principal), así como en la EAme se originan en el SPV peduncular. 

3.3.4 El dominio preóptico produce células para la amígdala medial extendida 

(incluyendo el BSTM y la amígdala medial) y otras áreas subpaliales del 

telencéfalo 

Teniendo en cuenta que el SPVt es muy estrecho y difícil de marcar sin afectar la 

zona preóptica adyacente, se realizaron cultivos organotípicos en los que se aplicó el 

trazador celular CMFDA en esta última zona, que sirvieron como punto de 

comparación con los cultivos en los que el trazador se aplicó 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 embrión de ratón E14.5, y en este caso el 

trazador CMFDA  se colocó 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 colocó 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 colocó 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, 

visualizándose el dominio PO y la EAme en la misma sección. Tras dos días 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 colocó en el PO ventral, se observó un migración 

abundante de células hacia la superficie del dominio radial (Fig. 3.32B,C). Además, se 

observaron migraciones tangenciales desde esta división ventral del PO hacia la parte 

comisural del PO (POC), formando una corriente muy compacta y definida de células 

migradas, algunas de las cuales podrían alcanzar el BSTM (Fig. 3.32C). Además, el 

caso mBe020-3-1 en una sección asimétrica permitió observar de forma clara una 

migración de algunas células desde el PO ventral a la amígdala medial (Fig. 3.32D,E). 

Esta migración no había sido descrita previamente (Bupesh et al., 2011b) y 

posiblemente se ha podido observar en este caso gracias a la asimetría del corte.  

En los casos donde el trazador celular se colocó en el POC, se observó migración 

radial dentro del dominio (Fig. 3.32A), incluyendo parte preópticas del BSTM (Fig. 

3.33C,F), y además se observaron migraciones tangenciales de células hacia el PO 

ventral, el BSTL, el estriado y otras áreas ventrales subpaliales (Figs. 3.32A; 3.33C-F).  
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En dos de los casos del trazador en POC se realizó una inmunofluorescencia tras 

el cultivo para analizar la expresión de Islet1 (Fig. 3.33). El factor de transcripción 

Islet1 se visualizó en rojo y está presente en muchas células del PO ventral, y algunas 

del POC. Además, Islet1 está 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 análisis del doble marcaje con el microscopio confocal mostró que las células 

originadas en el POC en E14.5 no expresan Islet1, aunque se solapen parcialmente en 

su distribución con células Islet1. En el BSTL, las células con origen en POC (verdes) 

tienden a distribuirse alrededor de las que tienen Islet1 (Fig. 3.33C,F).  

En su conjunto, estos resultados muestran que ambas divisiones preópticas, POC 

y PO ventral, producen células para la EAme. El POC, además produce células para el 

BSTL y el estriado, aunque ninguna de éstas tiene Islet1. 
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Figura 3.26. Migración neuronal desde el dominio SPV terminal (SPVt). A-C: Imágenes de 

referencia para localizar el SPVt, donde se muestran tres casos de inmunohistoquímica para 

Otp en secciones oblicuas de 80 µm de un cerebro de embrión de ratón E14.5 (A) y dos de 

E16.5 (B,C), a nivel rostrodorsal. El revelado de A y B se realizó 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: Imágenes de tres 

cultivos organotípicos (mBe046-3-2, mBe071-2-3, mBe064-1-4) de secciones oblicuas de 300 

µm de cerebros de embriones de ratón E14.5, similares a las mostradas en A, B y C, donde el 

trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se colocó en el SPVt (D,E,F). En el hemisferio 

derecho de D, el trazador implicó también al dominio PO. Tras dos días de cultivo, se 

observaron células migradas hacia el dominio PO y hacia la superficie del dominio radial de 

SPVt (D,E,F). Además, se observan células migradas tangencialmente al PO ventral (D-

izquierdo,E,F) y al dominio quiasmático 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 implicó 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 

imágenes en planos de diferente profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal. Los 

insertos muestran una imagen panorámica de cada sección. Para abreviaturas ver lista. Barra 

de escala: 100 µm. 
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Figura 3.27. Migración neuronal desde el dominio SPV peduncular (SPVp) hacia el núcleo 

supraóptico (SO), la amígdala medial extendida (EAme) y el dominio quiasmático. 

A,D,G,J: Imágenes de referencia para localizar el SPVp, mostrando varios casos de 

inmunohistoquímica para Otp en secciones oblicuas de 80 µm de cerebros de embrión de ratón 

E16.5, reveladas con DAB (D,J) y DAB-Ni (A,G). Los núcleos PVN y SO y el BSTM 

hipotalámico (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 

quiasmático. B,E,H,K: Imágenes de cuatro cultivos organotípicos (mBe046-3-3, mBe057-6-1, 

mBe020-1-1, mBe020-3-3) de secciones oblicuas de 300 µm de cerebros de embriones de 

ratón E14.5, similares a las mostradas en las inmunohistoquímicas, donde el trazador celular 

fluorescente CMFDA (verde) se colocó en el SPVp. Tras dos días de cultivo, se observaron 

células migradas hacia el hipotálamo lateral (LH), el núcleo supraóptico principal (SO) (C), y el 

BSTMh, solapándose con la distribución de células Otp (F,I,L). Además, se observaron células 

desplazadas tangencialmente a partes telencefálicas del BSTM (F,L), y al dominio quiasmático 

(C). D,J: Fotomontajes. C,F,I: Resultado de la suma de varias imágenes en planos de diferente 

profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal. Para abreviaturas ver lista. Barra de 

escala: 100 µm. 



Resultados 

 

124 

 

Figura 3.28. Migración neuronal desde el dominio SPV peduncular (SPVp) hacia el 

hipotálamo anterior (AH) y lateral (LH), el núcleo supraóptico principal (SO) y la amígdala 

medial extendida (EAme). A,C: Imágenes de referencia para localizar el dominio SPV, 

mostrando una hibridación in situ para el gen de VP (A) y una inmunohistoquímica para Otp en 

secciones oblicuas de 80 µm de cerebros de embrión de ratón E16.5. Hay una gran cantidad 

de células VP en los núcleos PVN y SO, así como en AH y LH, y también células dispersas en 

la EAme (A), todos ellos conteniendo células Otp (C). B,D: Cultivos organotípicos (mBe078-1-2, 
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mBe067-5-5) de secciones oblicuas de 300 µm de cerebros de embriones de ratón E14.5, 

similares a las mostradas en A y C, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se 

colocó en el SPVp. Tras dos días 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 imágenes en planos de diferente profundidad (en z) tomadas 

con el microscopio confocal. Los insertos muestran una imagen panorámica de cada sección. 

Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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Figura 3.29.  
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Figura 3.29 continuación. Migración neuronal desde el dominio SPV peduncular al 

hipotálamo anterior y lateral, al núcleo supraóptico principal y a áreas más ventrales del 

hipotálamo. A: Como referencia para localizar los núcleos principales del SPVp, se muestra 

una hibridación in situ para el gen de VP en una sección oblicua de 80 µm de cerebro de 

embrión de ratón E16.5. Hay una gran cantidad de células con VP en los núcleos 

paraventricular (PVN) y supraóptico principal (SO) y tuberal (SOtu), pero además se observan 

células dispersas en el hipotálamo anterior, lateral y la amígdala medial extendida (EAme). B-

J’’: Cultivo organotípico de una sección oblicua de 300 µm de cerebro de embrión de ratón 

E14.5, similar a la mostrada en A, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se 

colocó en el SPVp. Tras 2 días en cultivo, se observaron células migradas al hipotálamo 

anterior y lateral, el SO, la EAme y además a partes más ventrales del hipotálamo. A 

continuación, se le realizó una inmunofluorescencia para la detección de VP (rojo). A: 

Fotomontaje. C,H: Resultado de la suma de varias imágenes en planos de diferente 

profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal, en la que se aprecian las distintas 

células migradas (verde) en relación a la inmunofluorescencia (rojo). F,G,I,J: Detalles de la 

células doblemente marcadas con CMFDA (verde) y VP (rojo) en el núcleo SO y el hipotálamo 
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anterior y lateral del mismo dominio radial del SPV (F) y además en zonas hipotalámicas más 

ventrales (G-J). Las flechas blancas indican las células donde hay coexpresión. Para 

abreviaturas ver lista. Barras de escala: A-C: 100 µm; D-J’’: 50 µm. 
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Figura 3.30. Migración neuronal desde el dominio SPV peduncular al núcleo supraóptico 

principal y a la EAme. A: Imagen de referencia para localizar los núcleos PVN y SO de una 

hibridación in situ para el gen de VP en una sección oblicua de 80 µm de cerebro de embrión 

de ratón E16.5. Hay una gran cantidad de células VP en el PVN y en el SO y el SO tuberal, así 

como células dispersas localizadas a medio caminio entre el PVN y el SO. B-E: Cultivo 

organotípico de una sección oblicua de 300 µm de cerebro de embrión de ratón E14.5, similar a 

la mostrada en A, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se colocó en el SPVp. 

Tras 2 días 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 amígdala medial extendida (EAme, D,E). A continuación, se le 

realizó una inmunofluorescencia para la detección de VP (rojo). C: Resultado de la suma de 

varias imágenes 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 coexpresión. Para abreviaturas ver lista. Barras 

de escala: A-C: 100 µm; D,E: 50 µm. 
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Figura 3.31. Migración neuronal desde el dominio SPV peduncular al núcleo supraóptico 

y la amígdala medial extendida. A: Cultivo organotípico de una sección oblicua de 300 µm de 

cerebro de embrión de ratón E14.5, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se 

colocó en el SPVp. Tras 2 días en cultivo, se observaron células migradas hacia el hipotálamo 

anterior, lateral, en el SO y además en la EAme. B: Hibridación in situ fluorescente para el gen 

de VP (rojo) realizada sobre la sección 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 hibridación in situ, se perdió la mayoría del 

marcaje fluorescente del trazador CMFDA (verde), por lo que se realizó una 

inmunofluorescencia para la detección de fluoresceína. El resultado fue la recuperación parcial 

de la fluorescencia del trazador, aunque insuficiente para localizar coexpresión. A,A’: 

Fotomontajes. A,A’,B,B’: Resultado de la suma de varias imágenes en planos de diferente 
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profundidad (en z) tomadas con el microscopio confocal. Para abreviaturas ver lista. Barra de 

escala: 100 µm. 
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Figura 3.32. Migración neuronal desde el dominio preóptico hacia la superficie radial del 

mismo y hacia el BSTM y la amígdala medial extendida. A-E: Cultivos organotípicos 

(mBe034-4-2, mBe021-2-3, mBe067-4-3, mBe020-3-1) de secciones oblicuas de 300 µm de 

cerebros de embriones de ratón E14.5, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) 

se colocó en la división ventral del dominio preóptico (B-E) y en la comisural  (POC; A). Tras 2 

días de cultivo, se observaron células migradas desde PO ventral y POC: radialmente, hacia la 

superficie del PO (A-C) y, tangencialmente, hacia otros dominios más dorsales subpaliales (A), 

hacia el BSTM (C) y hacia la EAme (D, plano de corte oblicuo e inclinado). En contra de lo que 

se había dicho previamente, no sólo 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 panorámica de 

cada sección.  A: Fotomontaje. C: Resultado de la suma de varias imágenes 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 µm. 
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Figura 3.33. Migración neuronal desde el dominio preóptico hacia zonas estriatales y el 

BST. A,C: Cultivo organotípico de una sección oblicua de 300 µm de cerebro de embrión de 

ratón E14.5, donde el trazador celular fluorescente CMFDA (verde) se colocó en la división 

comisural del dominio preóptico (POC; A,C). Tras 2 de días de cultivo, se observaron células 

migradas hacia  el BST (D,F), el estriado (B) y otras zonas dorsales subpaliales (B,D,F). 

Además, algunas células se adentran en el PO ventral desde el POC (E). A continuación, se le 

realizó una inmunofluorescencia para Islet1 (rojo). Hay células migradas en territorios Islet1 

(B,D,E,F), aunque no se aprecian células con coexpresión del trazador verde y de Islet1 (rojo). 

A,C: Los insertos muestran una imagen panorámica de cada sección. A-F: Resultado de la 

suma de varias imágenes 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 relación a 

la inmunofluorescencia (rojo). Para abreviaturas ver lista. Barra de escala: 100 µm. 
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4. DISCUSIÓN 

Los resultados de esta tesis indican que el dominio supraopto-paraventricular 

(SPV) se distingue en el hipotálamo alar de ratón en base a la expresión de Otp y 

ausencia de Islet1 desde etapas muy tempranas del desarrollo. Gracias a la expresión 

de Rgs4, hemos podido distinguir dos subdominios en el SPV, uno rostral relacionado 

con el prosómero terminal (SPVt) y otro caudal relacionado con el prosómero 

peduncular (SPVp). El seguimiento de las células con expresión de Otp durante el 

desarrollo, en comparación con Islet1, Rgs4 y la glía radial, así como con resultados 

de ensayos de migración celular ha permitido analizar los derivados de cada 

subdominio, tanto a nivel radial como a nivel tangencial. Este análisis combinado 

aporta información novedosa sobre el origen en distintos prosómeros de núcleos 

relevantes del hipotálamo como el supraóptico, así como de las células de la amígdala 

medial extendida (EAme) con origen hipotalámico. Además, nuestros resultados 

demuestran que algunas de las células derivadas del SPV que migran tanto al 

hipotálamo como a la EAme son vasopresinérgicas, y sugieren que algunas podrían 

ser oxitocinérgicas  

Un resultado adicional de esta tesis es que los distintos subdominios del SPV se 

relacionan principalmente con partes distintas de la región preóptica, de forma que  

cada subdominio del SPV produce células que migran tangencialmente a una 

subdivisión preóptica posiblemente situada en el mismo prosómero: así, el SPVt 

produce células mayormente para la división preóptica ventral (posiblemente situada 

dentro del mismo prosómero terminal), mientras que el SPVp produce principalmente 

células para el área preóptica comisural (probablemente situada en el prosómero 

peduncular). Este hecho podría tener implicaciones a la hora de entender la 

conectividad y funcionalidad de estas distintas subdivisiones preópticas, y contradicen 

la última versión del modelo prosomérico, según la cual toda la región preóptica está 

situada en el prosómero peduncular (Puelles y Rubenstein 2015).   

Aunque los resultados de esta tesis proporcionan datos novedosos, también 

plantean numerosas preguntas sobre el origen y función 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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4.1 El dominio supraopto-paraventricular y sus subdivisiones terminal y 

peduncular 

El dominio supraopto-paraventricular (SPV) es la división más dorsal del 

hipotálamo alar que produce los núcleos hipotalámicos paraventricular (PVN) y 

supraóptico (SO) (revisado en Puelles et al. 2012). Durante el desarrollo, el SPV se 

distingue por la expresión diferencial de distintos factores de transcripción. Es un 

dominio Otp/Sim1 positivo y Dlx/Arx/Islet1 negativo, donde la mayoría de las neuronas 

son glutamatérgicas (Puelles y Rubenstein 2003; Puelles et al. 2004, 2012; Shimogori 

et al. 2010; Morales-Delgado et al. 2011). Además, los marcadores moleculares Otp y 

Sim1 son factores de transcripción clave para la proliferación y diferenciación de los 

precursores de las células con distintos neuropéptidos que se encuentran en el área 

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 transcripción Otp 

en la migración y diferenciación de distintas poblaciones de neuronas peptidérgicas 

situadas no sólo en el hipotálamo sino también en la EAme (Acampora et al. 1999, 

2000; Wang y Lufkin 2000; García-Moreno et al. 2010). Ventral al SPV se encuentra el 

dominio quiasmático o subparaventricular (Ch/SPa), un dominio alar que expresa Dlx, 

Arx, Islet1, Vax1 y Gad67, donde las neuronas son principalmente gabaérgicas 

(Stühmer et al. 2002). 

En base a estas características, identificamos el SPV del ratón desde estadios 

embrionarios tempranos (E9.5) usando para ello los patrones de expresión de los 

factores de transcripción Otp y Islet1. Como hemos mencionado, Otp se expresa en 

todo el dominio SPV, y Islet1 (junto con Dlx2) lo hace en dominios adyacentes, como 

el dominio Ch/SPa (ventralmente), el dominio preóptico (dorsalmente) y el pretálamo 

(caudalmente). Esta combinación de genes es la que delimita este dominio también en 

otros vertebrados, incluyendo aves, reptiles y anfibios (Bardet et al. 2008; Abellán y 

Medina 2009; Medina et al. 2011; Moreno et al. 2012; Vicario et al. 2014, 2015, 2017; 

Domínguez et al. 2015; revisado en Medina et al. 2017). 

Además, el modelo prosomérico actual propone la división del hipotálamo en dos 

partes que de rostral a caudal se denominan hipotálamo terminal (THy) y peduncular 

(PHy) (Puelles et al. 2012, 2014; Morales-Delgado et al. 2014; Puelles y Rubenstein 

2015; Ferrán 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 división prosomérica da origen a poblaciones celulares 

diferentes (Morales-Delgado et al. 2011, 2014), aunque hasta la fecha no existían 

datos experimentales sobre los derivados de cada subdivisión del SPV. Uno de los 

objetivos de esta Tesis ha sido estudiar ésto usando marcadores moleculares, junto 

con el análisis de la glía radial y los ensayos de migración celular. 

La primera expresión de Otp en el SPV la encontramos en E10.5, y la mayoría de 

las células que expresan Otp se encuentran en las proximidades del tallo óptico, en 

una localización que probablemente se corresponda con la división peduncular del 

SPV, ya que esa expresión de Otp se encuentra flanqueada por el prosómero 3 (p3) y 

el dominio Ch/SPa (quizás el Ch/SPa peduncular), territorios Islet1 positivos. Sin 

embargo, también se observa expresión temprana - aunque más débil - de Otp en 

algunas células localizadas en el lado opuesto del tallo óptico, que posiblemente 

pertenezca al SPV terminal, lo que sugiere que quizás ambos subdominios del SPV se 

relacionan con el pedículo óptico, y no solamente el terminal, como se ha asumido 

hasta ahora (Puelles et al. 2012). Es decir, el pedículo podría tener una parte terminal 

y otra peduncular. En base a la posición relativa de dichas partes, así como a datos 

sobre la expresión diferencial de factores de transcripción como Six3 o Rax (en E11.5 

relegado a la parte terminal; Ferrán et al. 2015), es posible que la parte del SPV 

terminal se relacione en particular con la parte neural de la vesícula óptica que origina 

la retina (que también expresa Six3 y Rax de forma específica, una vez regionalizada 

la vesícula) y con el verdadero tallo óptico (por donde pasarán 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 expresión del factor de transcripción Mitf y Otx2, pero no Six3 ni Rax tras la 

regionalización de la vesícula) (para la expresión y función de distintos genes en el 

desarrollo de la vesícula óptica, ver revisiones por Martínez-Morales et al. 2004; 

Fuhrmann 2010). 

Para distinguir mejor las divisiones terminal y peduncular del SPV se utilizó Rgs4, 

una proteína reguladora de GTPasa (Grillet et al. 2003, 2005), que fue recientemente 

propuesta como marcador molecular para ayudar a delimitar la parte peduncular del 

SPV (Ferrán et al. 2015). En estadios tempranos, este marcador se expresa en toda la 

extensión dorsoventral del SPVp pero a partir de E15.5 se restringe a la parte ventral 

del SPVp (Ferrán et al. 2015). La comparación de Rgs4 con Otp y los neuropéptidos 

VP y OT, que se expresan en los núcleos PVN y SO hipotalámicos, nos permitió 

distinguir con más seguridad estos subdominios terminal y peduncular desde E12.5 y 

parecen producir distintos grupos de células para el hipotálamo y el telencéfalo. No 

obstante, los ensayos de migración fueron la prueba experimental fundamental de esta 
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contribución 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; Ferrán et al. 2015) y por ello lo hemos incluido dentro del prosómero 

terminal.  

Además, usamos un marcador de glía radial (RC2) para identificar qué células se 

encontraban dentro de la dimensión radial del SPV y cuáles parecían dispersarse 

tangencialmente adentrándose en otros dominios. 

En base al análisis de la expresión de Otp a lo largo del desarrollo, en comparación 

con Islet1, Rgs4, RC2, VP, OT y a los resultados de los ensayos de migración, 

pudimos distinguir los derivados de cada subdominio del SPV, tanto en la dimensión 

radial como en la tangencial. El SPVt produce una parte del hipotálamo alar rostral mal 

definida hasta ahora, que en parte ha sido considerada como preóptica por diversos 

autores, incluyendo el atlas de cerebro de ratón de Paxinos y Franklin (Paxinos y 

Franklin 2001, 2008). Si extrapolamos nuestros datos al cerebro adulto, el SPVt 

parece incluir medialmente una parte del área preóptica medial o MPA (a nivel de 

Bregma -0,34 mm de Paxinos y Franklin 2008), mientras que lateralmente incluye el 

núcleo lateral anterior del hipotálamo (LA). La inclusión del LA como parte del SPVt 

coincide con la interpretación 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 división rostral del núcleo supraóptico 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 subdivisión del núcleo supraóptico (SO) situada en el 

SPVt. Sin embargo, según nuestros datos, el territorio radial del SPVt es menos 

extenso (es decir, es más estrecho) de lo que consideran Puelles y col. (2012), y ésto 

también afecta a la subdivisión terminal del SO (SOt). En contra de la descripción de 

Puelles et al. (2012), las células de esta subdivisión terminal del supraóptico parecen 

parvocelulares, y no magnocelulares, quedando éstas últimas relegadas a la división 

principal del SO, que tiene origen en el SPV peduncular. Según nuestros datos, el SOt 

muestra células con VP y OT mucho más tarde que la división principal del 

supraóptico. 

Por su parte, la división peduncular del SPV es más ancha que la terminal y, 

cuando se ve en cortes sagitales, muestra una forma de trapecio más 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), así como otros grupos de neuronas localizados en parte del área 
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hipotalámica anterior y central (AHA y AHC, medialmente) y el área lateral 

hipotalámica (LH, lateralmente) que pertenecen al SPVp. Además, en la dimensión 

radial del SPVp también encontramos una subdivisión del BSTM (BSTM hipotalámico, 

BSTMh). Dicha subdivisión (el BSTMh) fue identificada en base a calbindina por 

Bupesh et al. (2011a) y parece encontrarse en el aspecto más dorsal del SPVp, que 

está deformado formando una espiga que toca el telencéfalo (como propusieron 

Puelles y Rubenstein 2003, 2015; Morales-Delgado et al. 2011, 2014; Ferrán et al. 

2015); esta subdivisión expresa Otp pero no Islet1. Además, el BSTMh tiene una 

fuerte expresión de VGLUT2 (Allen Developing Mouse Brain Atlas), por lo que parece 

probable que sus neuronas sean glutamatérgicas. El BSTMh está situado junto a la 

comunicación del tercer ventrículo con los ventrículos 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 más lateralmente (Fan et al. 

1996; Puelles et al. 2000; Puelles 2001; revisado en Puelles et al. 2012). Hay varios 

patrones de expresión génica que son continuos a lo largo de este pasillo que se 

extiende desde el hipotálamo al telencéfalo como, por ejemplo, los de Tbr1, Pax6 y 

Ngn2 (revisado en Puelles et al. 2012; Allen Developing Mouse Brain Atlas), además 

de Lhx5 y VGLUT2 (Abellán et al. 2010). Actualmente habría que distinguir en dicho 

corredor una parte periventricular que incluye al BSTMh y quizás la parte medial de la 

eminencia pretalámica, y una parte más lateral relacionada con otras poblaciones de 

distintos orígenes (Abellán y Medina 2008, 2009; Abellán et al. 2009, 2010).   

Teniendo en consideración la dimensión radial del SPVt y del SPVp y sus 

migraciones tangenciales hacia otros dominios (tratadas en la siguiente sección), 

consideramos acertada la terminología SPV para denominar al dominio, pues éste da 

lugar a los núcleos PVN y SO hipotalámicos. Este término se había desechado y 

sustituido por el de dominio paraventricular debido a que se propuso que el núcleo SO 

sólo aparecía dentro del THy (Puelles y Rubenstein 2015). Sin embargo, nuestros 

resultados muestran que el SO principal deriva de la parte peduncular del SPV y está 

localizado en la superficie radial de dicho dominio, aunque tiene una pequeña parte en 

la superficie del SPVt y que posiblemente deriva de dicha subdivisión. 

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. Ésto se basa en tres observaciones: en primer lugar, cuando se 

observa la primera expresión de Otp (en E10.5), ésta es más abundante en el SPVp 

que en el SPVt (como se mencionó antes). En segundo lugar, en E11.5, la expresión 

de Otp cubre ya gran parte del manto del SPVp, pero ésto no ocurrirá en el SPVt hasta 

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

dominios 

Las migraciones tangenciales son aquellas que siguen una trayectoria ortogonal a 

la glía 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 expresión (mediante inmunohistoquímica e hibridación in 

situ) y de los ensayos de migración, comparados con la glía 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 SPVt y el 

SPVp. Desde muy temprano en el desarrollo embrionario, observamos cómo las 

células Otp no se encuentran restringidas totalmente a la dimensión radial del SPV, 

aunque el grado de dispersión 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 hipotálamo basal (Fig. 4.1).  

Esta dispersión de células Otp concuerda con nuestros resultados de los ensayos 

de migración, y con estudios experimentales previos mostrando una migración de 

células desde el hipotálamo (Soma et al. 2009) o, más particularmente, desde SPV 

hipotalámico (Bupesh et al. 2011a) a la amígdala medial extendida (EAme). 

Además, estos resultados concuerdan con la demostración experimental de la 

migración de células Otp desde el hipotalámo a la EAme (García-Moreno et al. 2010), 

y con el análisis de ratones Otp-knockout, en los que el número de células derivadas 

del SPV que llegan a la EAme disminuye (Wang y Lufkin 2000; García-Moreno et al. 

2010). 

El SPV también parece producir células para la EAme en otros vertebrados, 

incluyendo aves (Bardet et al. 2008; Abellán et al. 2010; Vicario et al. 2014), reptiles 

(Moreno et al. 2012; Abellán et al. 2013) y anfibios (Bardet et al. 2008). Sin embargo, 

habría que distinguir entre la participación, dentro de la parte dorsal del mismo dominio 

radial, del SPVp en el BSTMh de la contribución a través de migraciones tangenciales. 

Por ejemplo, es posible que la extensión 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 extensión dorsal (hacia el telencéfalo), en forma de espiga, del 

SPV que expresa Otp de forma abundante (Domínguez et al. 2013). Además de esta 

subdivisión del BSTM, que forma parte del dominio radial del SPV, al igual que en 

ratón, 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 amígdala medial), 
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pero estas células están más dispersas y cursan más lateralmente hacia el telencéfalo 

(Moreno et al. 2012; Abellán et al. 2013). No está claro si estas migraciones 

tangenciales también existen en anfibios. En base a la expresión 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 (García-Moreno et al. 2010; Abellán et 

al. 2010; Medina et al. 2017). 

Un aspecto novedoso del presente estudio es que ha permitido distinguir las 

distintas rutas de migración dorsal y ventral desde las dos subdivisiones del SPV, el 

SPVt y el SPVp. En la Figura 4.1 se presenta un resumen de dichas rutas migratorias. 

A continuación, en apartados distintos se discute la contribución diferencial del SPVt y 

del SPVp a otras partes del hipotálamo y al telencéfalo. 

 

 

Figura 4.1. Representación esquemática de las distintas migraciones tangenciales desde el 

SPVt (en verde) y el SPVp (en naranja). 
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4.2.1 Contribución del subdominio SPV terminal al área preóptica ventral, al 

dominio quiasmático terminal y al hipotálamo tuberal 

La división terminal del SPV no está bien definida y se ha confundido en parte con 

áreas preópticas o se ha incluido en áreas hipotalámicas más amplias que ahora 

sabemos que se expanden a través de varias divisiones histogenéticas. Sin embargo, 

nuestro estudio ha ayudado a delimitar qué áreas y núcleos derivan radialmente de 

esta división y se ha visto que es incluso más estrecha de lo que se había supuesto 

(Puelles et al. 2012). 

Los ensayos de migración demuestran que desde el SPVt se producen 

migraciones tangenciales hacia dominios dorsales y ventrales, y la distribución de 

estas células migradas se correlaciona con la expresión de Otp en esos dominios. 

Dorsalmente, el SPVt produce células para el dominio PO, en concreto, para el 

área ventral del PO (POv), que es Islet1 positivo. Desde estadios embrionarios 

tempranos (E11.5), es decir, poco después de que comience la expresión de Otp en el 

SPVt, se observa en el POv una mezcla de células Otp con otras que tienen Islet1, sin 

llegar a colocalizar. Ésto muestra la enorme diversidad celular que se observa en cada 

dominio, incluso en el desarrollo embrionario temprano. Quizás ésta es una de las 

razones por las que el área preóptica contiene no solamente neuronas GABAérgicas 

(lo habitual en el subpalio telencefálico), sino además subpoblaciones de neuronas 

glutamatérgicas (Medina y Abellán 2012). Nuestros ensayos de migración indican que 

las células derivadas del SPVt no alcanzan el área preóptica comisural y no parecen 

contribuir células a la amígdala extendida. 

Por otro lado, las células que migran ventralmente desde el SPVt alcanzan el 

Ch/SPa terminal (Cht/TSPa), territorio rico en células con Islet1. En el Cht/TSPa, las 

células Otp y Islet1 se mantienen segregadas, ocupando las células Islet1 una 

posición 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 población 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 continúen migrando hacia territorios 

hipotalámicos más ventrales, alcanzando algunas de ellas el núcleo supraóptico 

tuberal (SOtu; denominado retroquiasmático, clásicamente, o núcleo subóptico tuberal 

[TuSbO], según el modelo prosomérico actualizado; Puelles et al. 2012; Puelles y 

Rubenstein 2015). Esta migración ventral desde el SPV al SOtu se ha sugerido en 

otros estudios en base al patrón de expresión de varios neuropéptidos y marcadores 

moleculares (Morales-Delgado et al. 2011; Díaz et al. 2015). Nuestros datos obtenidos 
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de ensayos de migración y de la expresión de Otp, Rgs4, VP y OT sugieren que el 

SPVt contribuye a este núcleo. Además, el marcador peduncular Rgs4 no se expresa 

en el SOtu. Este núcleo tiene una gran cantidad de células con Otp, que están en 

continuidad con otras en la misma posición superficial a nivel alar (formando un núcleo 

o masa en parte transitoria que hemos llamado núcleo quiasmático 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 posición 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 amígdala), nuestros ensayos de 

migración no nos permitieron observar células migradas desde el SPVt a la zona 

tuberal, sino sólo a la zona quiasmática terminal. Por ello, para saber si el SPVt 

verdaderamente da lugar a las células del SOtu sería necesario llevar a cabo otras 

aproximaciones experimentales utilizando un plano de corte transversal al hipotálamo 

(según el modelo prosomérico) y colocando el trazador celular en el SPVt. 

Además de la migración masiva superficial, a partir de E14.5 se observan células 

que migran ventralmente desde el SPVt hacia el Cht/TSPa, siguiendo una ruta 

periventricular. Quizás, estas células sean el origen de las células con Otp y, más 

tarde, con VP del núcleo supraquiasmático (SCh). 

4.2.2 Contribución del subdominio SPV peduncular al área preóptica comisural, 

a la amígdala medial extendida, al dominio quiasmático peduncular, a áreas 

basales del hipotálamo peduncular y al pretálamo  

Nuestros ensayos de migración, comparados con la distribución de células con 

Otp, VP y OT a lo largo del desarrollo, así como con la expresión del marcador 

peduncular Rgs4, muestran numerosas migraciones tangenciales que se producen 

desde este subdominio del SPV. Parece que este subdominio es la única parte del 

hipotálamo que produce células para la amígdala medial extendida. 

Desde el SPVp las células migran dorsalmente adentrándose tangencialmente en 

el área preóptica comisural (POC) y la zona diagonal (del MGEcv o antiguo AEP), 

donde alcanzan distintas partes de la EAme, incluyendo parte de la amígdala medial 

(Me), de la región sublenticular de la EAme y del BSTM posterolateral. Como se ha 

comentado, en estudios previos se ha demostrado la contribución del SPV a la EAme 

(García-Moreno et al. 2010; Bupesh et al. 2011a). Sin embargo, hasta ahora no se 

había especificado qué división del SPV era la implicada en esa contribución. Nuestros 

datos muestran que es el SPVp el que produce células para la EAme. Además, parece 

que al menos dos subdivisiones del SPVp, la dorsal (BSTMh) y la central, podrían 

producir células para la EAme. En la Me las células Otp se encuentran totalmente 
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segregadas de las células Islet1, pero en el BSTM posterolateral y a nivel comisural 

algunas células Otp se entremezclan con las Islet1 sin llegar a colocalizar. Una vez 

más 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 (García-López 

et al. 2008; Bupesh et al. 2011a; Abellán et al. 2013; Medina et al. 2017; Vicario et al. 

2017). Además de las células con origen hipotalámico, el EAme contiene células con 

origen palidal (en el MGEcv o dominio diagonal), en el área preóptica (tanto POC 

como POv, como se comenta en los resultados y en el último apartado de la 

discusión), y en la eminencia pretalámica (Medina et al. 2017). La amígdala medial 

también incluye una subpoblación minoritaria de neuronas con origen en el palio 

ventral (con Lhx9; García-López et al. 2008; Abellán et al. 2009; Bupesh et al. 2011b; 

Medina et al. 2017). Además, en base a mapas del linaje celular con Foxb1, parece 

que el pretálamo también produce una subpoblación de células para la EAme (Zhao et 

al. 2008), por lo que podría ser responsable de algunas de las células Islet1 (no todas, 

pues algunas podrían ser preópticas) que se entremezclan con las de Otp en la parte 

posterolateral del BSTM. Mientras las células del EAme con origen hipotalámico (con 

Otp) y con origen en la eminencia pretalámica (con Pax6 y/o Lhx5) son 

glutamatérgicas (Abellán et al. 2013; Medina et al. 2017), las de origen pretalámico 

con linaje Foxb1 son GABAérgicas (Zhao et al., 2008), al igual que las de origen 

subpalial (Abellán 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 áreas hipotalámicas más ventrales. Ésto concuerda 

con los estudios previos de nuestro laboratorio que demostraban una migración ventral 

desde el SPV al Ch/SPa (Bupesh et al. 2011a). Otros trabajos basados en el estudio 

de la distribución de células con marcadores moleculares a lo largo del desarrollo 

habían propuesto que una población de neuronas GHRH producidas en la división 

ventral del SPV podría estar migrando hacia el Chp/PSPa (Morales-Delgado et al. 

2014). Además, nuestros datos sugieren una pequeña migración desde el SPVp al 

pretálamo. El fenotipo de las células migradas será 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 Distribución de VP y OT en el hipotálamo y en la EAme durante el 

desarrollo embrionario, y comparación con Otp y con los ensayos de migración 

celular 

Los núcleos PVN y SO contienen las neuronas productoras de los neuropéptidos 

VP y OT, y se ha demostrado que el factor de transcripción Otp desempeña un papel 

fundamental en su diferenciación, 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 existía demostración experimental directa del origen embrionario 

concreto de dichas células, pues hay células con Otp en varios dominios hipotalámicos 

(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 áreas del dominio radial del SPV), y 

que desde este dominio algunas células migran tangencialmente para alcanzar otras 

zonas. Los resultados de nuestros ensayos de migración muestran la existencia de 

tales migraciones celulares del SPV a otras partes del hipotálamo, así como al 

telencéfalo. Además la combinación de los ensayos de migración 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 más ventrales del hipotálamo. 

Como se ha explicado, el SPV también produce células para la EAme y otros 

dominios adyacentes (presentes resultados; García-Moreno et al. 2010; Bupesh et al. 

2011a). Nuestro grupo propuso que algunas de esas células podrían ser VP u OT, 

pero el fenotipo de estas células no se había podido demostrar hasta ahora.   

Las células que llegan a la EAme suscitan un interés especial ya que esta 

estructura es un centro telencefálico clave para el control del comportamiento y la 

cognición 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). Además, los sistemas con VP y OT han sido precisamente 

muy estudiados por su implicación en comportamiento y cognición social (Young y 

Wang 2004; Cushing y Kramer 2005) y su relación con diversos trastornos 

psiquiátricos, 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 podría ayudar a entender las redes 

funcionales en las que están implicadas (Medina et al. 2017), lo cual puede ayudar a 

comprender los efectos de la disfunción de dichas redes. 
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Con el fin de estudiar en detalle la distribución de células con expresión de VP y 

OT, usamos la técnica de hibridación in situ, lo que nos permitió la localización del 

ARNm de estos neuropéptidos desde estadios más tempranos, ya que la proteína se 

expresa más tarde. Esta expresión 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 ratón 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 expresión de ARNm de ambos neuropéptidos en E13 en la 

dimensión radial del dominio SPV, lo cual casi coincide con la expresión de VP 

encontrada en el Allen Developing Mouse Brain Atlas (en E13.5). Nuestros datos 

indican que la expresión es más intensa para VP que para OT. Esta diferencia con los 

estudios previos podría deberse a una mayor sensibilidad del protocolo de hibridación 

in situ que hemos utilizado, ya que los datos publicados se basaban en técnicas 

autorradiográficas. En E13 y en E13.5, mientras el ARNm de VP se expresa en los 

núcleos PVN y SO, el de OT lo hace únicamente en el SO. Ésto sugiere que las 

neuronas oxitocinérgicas empiezan a diferenciarse más tardíamente que las 

vasopresinérgicas. A partir de E14.5, la expresión de VP y OT se extiende a otras 

zonas hipotalámicas y extrahipotalámicas. A nivel hipotalámico, el mensajero de VP y 

OT se expresa en células de otros dominios hipotalámicos ventrales, como el Ch/SPa 

y el hipotálamo basal, coincidiendo con las células Otp que se observan en estas 

zonas. Nuestros ensayos de migración combinados con inmunofluorescencia para VP 

demuestran que algunas de las células del SPV que llegan a zonas más ventrales 

hipotalámicas son vasopresinérgicas.  

A partir de E16.5, en el Ch/SPa la VP se expresa en el núcleo supraquiasmático 

(SCh). Este núcleo también contiene células Otp dispersas, que podrían ser el origen 

de las células VP que se diferencian en este núcleo. Sin embargo, resulta curioso 

encontrar expresión de VP en el SCh de ratones Otp-knockout (Acampora et al 1999). 

Puede ser que en este núcleo la expresión de VP esté bajo el control de otros factores 

de transcripción (como Sim1) y, por tanto, esta población sea diferente de la 

observada en el PVN y el SO. 

En el hipotálamo basal, la expresión de VP y OT es muy intensa en el SOtu. Esta 

expresión está relacionada con la dispersión ventral que siguen algunas células Otp 

desde el SPV al Ch/SPa y a territorios hipotalámicos más ventrales. Los resultados de 

hibridación in situ y los ensayos de migración sugieren que las células VP y OT del 

SOtu provienen de una dispersión ventral del SPVt. Estos datos coinciden con lo que 

se ha sugerido en otros estudios (Díaz et al. 2015). 
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Fuera del hipotálamo, VP y OT se expresan en células de la EAme. La primera 

expresión 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 región 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 expresión de VP y OT desaparece en todas estas 

áreas de la EAme (Acampora et al. 1999; Wang y Lufkin 2000). Nuestros resultados de 

ensayos de migración 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 demostración experimental. Por otro lado, en el BSTMh se 

observan algunas células aisladas de VP pero no de OT. Ésto sugiere que las células 

con expresión 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. 

Además, nuestros datos ponen de manifiesto que el SPVt y el SPVp producen 

células VP y OT de manera diferencial. El SPVp daría 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 áreas ventrales hipotalámicas y la EAme, lo cual se ha 

demostrado experimentalmente para las células con VP. Por otro lado, el SPVt sería el 

origen de las neuronas con VP y/u OT encontradas en el SO terminal, y quizás 

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 están implicados los neuropéptidos VP y OT, teniendo un papel importante 

en la expresión de los comportamientos característicos 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). Además, la 

mayoría 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 y, en particular, 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 ratón: Otero-García 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 distribución de los neuropéptidos VP y OT durante el 

desarrollo embrionario. En las edades estudiadas no observamos diferencias sexuales 

ni en la distribución de VP y OT, ni en el momento en que comienzan a expresarse. 

Sin embargo,  sería necesario un estudio más completo, con mayor tamaño muestral, 

y en el que se tengan en consideración los niveles de hormonas gonadales de cada 

individuo ya que la expresión 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; 

ratón: Rood et al. 2013). 

4.4. Nueva concepción del dominio preóptico y su contribución a la amígdala 

medial extendida y otras áreas subpaliales 

Nuestros datos de Otp y los ensayos de migración muestran que cada una de las 

divisiones prosoméricas del SPV guarda relación con una parte distinta del área 

preóptica: el SPVt produce células que migran tangencialmente a la subdivisión 

preóptica ventral (POv), mientras que el SPVp produce células que migran 

tangencialmente a la subdivisión preóptica comisural (POC). Estos datos, junto con la 

expresión del marcador peduncular Rgs4 en POC pero no POv sugieren que el POv 

pertenece al prosómero terminal, mientras que POC pertenece al peduncular. Ésto 

contradice la propuesta más reciente del modelo prosomérico, que sugiere que toda la 

región preóptica es terminal (Puelles et al. 2012; Puelles y Rubenstein 2015). Sin 

embargo, nuestra propuesta concuerda mejor con los datos de la dispersión tangencial 

de células, que principalmente ocurriría dentro de cada prosómero, así como con los 

datos de Rgs4. Sería necesario explorar la expresión de otros genes y realizar mapas 

de destino precisos del prosómero terminal para ver si nuestra propuesta se sostiene. 

Por otro lado, nuestra propuesta también concuerda mejor con el recorrido de algunos 

tractos de fibras, como el pedúnculo cerebral, la comisura anterior y el fórnix, todos 

ellos siguiendo principalmente el prosómero peduncular. Es más, teniendo en cuenta 

el recorrido dorsoventral del fórnix a lo largo del prosómero peduncular, es muy posible 

que los cuerpos mamilares pertenezcan al mismo prosómero, en lugar del terminal que 

es donde se ha situado en la última revisión del modelo prosomérico (Puelles y 

Rubenstein 2015). No obstante, ésto no significa que no pueda haber trasvases de 

neuronas entre prosómeros, aunque éstas sean menos frecuentes. De hecho se ha 

propuesto la existencia de migraciones tangenciales desde el prosómero 3 al 
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prosencéfalo secundario en base al mapa de destino de células con linaje de Foxb1 

(Zhao et al. 2008). Nuestros resultados también muestran migraciones entre ambos 

dominios preópticos. 

Por otro lado, estudios previos han demostrado que el POC produce células con 

expresión de Shh para una parte de la EAme, además de producir otras poblaciones 

celulares para otras partes del telencéfalo (García-López 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 (Abellán y Medina 2009). En 

estudios previos se pensó que el POv (rico en células con Islet1) no producía células 

para la amígdala (Bupesh et al. 2011b). Sin embargo, los datos de esta tesis indican 

que tanto el POC como el POv producen neuronas para la amígdala, incluyendo tanto 

el BSTM como la amígdala medial. Ésto podría ayudar a explicar algunas de las 

neuronas con Islet1 observadas en el BSTM, que podrían proceder del POv. Habría 

que realizar más estudios para entender mejor la distribución y el fenotipo de las 

neuronas de la EAme con origen en distintas partes de la región preóptica. 
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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 expresión de Islet1 situada en la región alar 

del prosencéfalo secundario, entre tres dominios ricos en este factor de transcripción: 

el dominio preóptico (PO, dorsalmente), el dominio quiasmático o subparaventricular 

(Ch/SPa, ventralmente) y el dominio pretalámico (caudalmente). En E10.5, el dominio 

SPV presenta expresión del factor de transcripción Otp en las proximidades de la base 

del pedículo óptico. La expresión 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 expresión de Rgs4. Ambas 

divisiones expresan el factor de transcripción Otp pero únicamente la peduncular 

expresa Rgs4. 

 

3. La expresión combinatoria de Otp, Rgs4 y Islet1, junto con los resultados 

obtenidos en los ensayos de migración celular proporcionan evidencia sobre la 

contribución diferencial de las divisiones terminal y peduncular del dominio SPV al 

hipotálamo y al telencéfalo. Además, la comparación con la glía radial muestra que se 

producen tanto migraciones celulares radiales como tangenciales desde ambos 

subdominios, y que la dispersión tangencial se produce desde estadios embrionarios 

tempranos (E11.5, E12.5).  

 

4. El SPV terminal (SPVt) produce células para una región rostral del hipotálamo, y 

además produce células que migran tangencialmente tanto dorsalmente, al área 

preóptica ventral (POv), como ventralmente, al dominio quiasmático terminal 

(Cht/TSPa), ambos Islet1 positivos. La distribución de las células migradas 

tangencialmente que derivan del SPVt se relaciona con la expresión de Otp 

encontrada en el POv y en el Cht/TSPa. Mientras que en el POv las células Otp y 

Islet1 se entremezclan desde E11.5 sin llegar a colocalizar, en el Cht/TSPa se 

encuentran inicialmente segregadas, ocupando las células Islet1 una posición medial 

con respecto a las células Otp, que se encuentran a nivel superficial. La población 

superficial de células Otp observada a nivel del dominio Cht/TSPa se vuelve muy 

importante en E12.5 - E13.5, pero más tarde va perdiendo densidad celular de forma 

gradual (E14.5, E16.5), en parte debido a una migración más ventral de las células. 

Algunas de las células que migran ventralmente al Cht/TSPa parecen contribuir al 
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núcleo supraóptico tuberal, situado en el hipotálamo basal. A partir de E14.5, se 

observa otra migración celular tangencial ventral desde el SPVt, que cursa 

periventricuarmente, y podría ser el origen de las células Otp del núcleo 

supraquiasmático. 

 

5. El SPV peduncular (SPVp) da lugar al complejo nuclear paraventricular (PVN), al 

núcleo supraóptico principal (SO) y a una subdivisión hipotalámica del núcleo medial 

del lecho de la stria terminalis (BSTM), todos en la dimensión radial del SPVp. Esta 

subdivisión hipotalámica del BSTM, localizada en el aspecto más dorsal del SPVp, se 

deforma formando una espiga que toca el telencéfalo y que expresa Otp. En esta 

zona, las células Otp y Islet1 se mantienen segregadas.  

 

6. La distribución de las células derivadas del SPVp migradas tangencialmente al 

telencéfalo y a otras partes del hipotálamo se relaciona con la expresión de Otp 

encontrada en esas zonas. El SPVp produce células para el área preóptica comisural 

(POC), la amígdala medial extendida (EAme), el dominio quiasmático peduncular 

(Chp/PSPa) y otras áreas más ventrales del hipotálamo peduncular, así como el 

dominio pretalámico. En partes preópticas y posterolaterales del BSTM, las células 

Islet1 se entremezclan con las Otp sin llegar a colocalizar, mientras que en la Me y en 

el Chp/PSPa las células Islet1 y Otp se encuentran totalmente segregadas.  

 

7. En contraste con nuestra hipótesis inicial que proponía una contribución 

diferencial de las distintas subdivisiones del SPV a la EAme, nuestros resultados 

muestran que es únicamente la parte peduncular la que proporciona células a distintas 

subdivisiones de la EAme, incluyendo la amígdala medial (Me), la región sublenticular 

de la EAme, y las partes hipotalámica y telencefálica del BSTM. 

 

8. Desde el estadio embrionario E13/13.5, se observa expresión del RNA 

mensajero (RNAm) de los neuropéptidos vasopresina (VP) y oxitocina (OT) en células 

de los núcleos PVN y/o SO principal hipotalámicos del SPVp. A partir de E14.5, se 

observan también células con el RNAm de VP y OT en el hipotálamo lateral (LH) del 

mismo dominio SPVp, así como en otros territorios hipotalámicos, como el dominio 

Ch/SPa y el hipotálamo basal, y extrahipotalámicos, como la EAme. Al principio, las 

células con VP y con OT sólo se encuentran en el prosómero peduncular, pero a partir 

de E14.5 también se observan en el terminal.  
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9. Dentro del hipotálamo terminal, las primeras células con VP y OT se observan 

en la zona quiasmática superficial y el núcleo supraóptico tuberal (SOtu, en el 

hipotálamo basal). A partir de E16.5, también se observan células con VP en el núcleo 

supraquiasmático (SCh) y, células con VP u OT en una división terminal y alar del 

núcleo supraóptico.  

 

10. Los datos obtenidos de la expresión de estos neuropéptidos, y la del marcador 

peduncular Rgs4 y los resultados de los ensayos de migración celular  muestran que 

el SPVp es el origen de las neuronas VP y OT del núcleo paraventricular, el SO 

principal, el AH/LH, de algunas áreas ventrales hipotalámicas y de la EAme. Estas 

últimas se localizan en el BSTM, la zona sublenticular de la EAme y en la amígdala 

medial. Por otra parte, la comparación con Rgs4 (ausente en la zona terminal alar) y 

los ensayos de migración celular sugieren que las neuronas VP y OT que se localizan 

en los núcleos SCh y SOtu se originarían en el SPVt. 

 

11. Las divisiones del dominio preóptico, ventral (POv) y comisural (POC), 

contribuyen de manera diferencial a la EAme. Nuestros resultados muestran que 

desde ambos subdominios preópticos se producen migraciones celulares al BSTM y la 

Me. El POC también produce células para el BSTL, el estriado y otras áreas ventrales 

subpaliales. 

 

12. Los resultados sugieren que la división ventral del dominio preóptico se 

encuentra en el prosómero terminal y recibe principalmente células que emigran desde 

el SPVt, mientras que la comisural se encuentra en el prosómero peduncular y recibe 

mayormente células que emigran del SPVp. Además, los ensayos de migración 

muestran migraciones tangenciales interprosoméricas desde el POv al POC y 

viceversa. 

 

13. Los resultados sugieren que la vesícula óptica se relaciona con las dos partes 

del SPV, la terminal y la peduncular, de forma que la terminal sería continua con el 

verdadero tallo óptico (por donde cursarán los axones de las células ganglionares de 

la retina) y la parte neural de la retina, mientras que la peduncular guarda relación con 

el epitelio pigmentario. 
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ANEXO I. Reactivos y disoluciones empleadas 

Esta sección está formada por los reactivos y la elaboración de las disoluciones 

empleadas en las técnicas descritas. Está ordenado alfabéticamente para facilitar la 

búsqueda. 

 

AMPICILINA (Amp) 

Uso: 100 μg/ml  

Preparación: 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 μm). 

Alícuotas de 1 ml y se conserva a -20 ºC. 

Stock: 10 mg/ml 

 

BBR (Boerhinger Blocking Reagent) 

Preparación de 100 ml: 

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 ºC. 

 

CLORANFENICOL (Cam) 

Uso: 25 µg/ml 

Preparación: se diluye x g de Cloranfenicol (Sigma, Cat. No. C6455) en etanol 

absoluto. 

Alícuotas de 1 ml y se conserva a -20 ºC. 

Stock: 34 mg/ml 

 

DISOLUCIÓN AR (Antigen retrieval) 

Preparación de 1 litro:  

Se disuelve 2.94 g de citrato sódico tribásico dihidratado (Sigma, Cat. No. S4641) 

en agua destilada. 

Se ajusta el pH a 6 con ácido clorhídrico. 

Se añaden 0.5 ml de Tween-20 (Sigma, Cat. No. P7949) 
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DISOLUCIÓN BLOQUEANTE  

Preparación de 100 ml: 

Se mezclan 60 ml de MABT1x, 20 ml de BBR y 20 ml de Sheep Serum (Sigma, 

Cat. No. S2263) inactivado térmicamente previamente (56 ºC durante 30 minutos). 

 

MAB 5x 

Preparación de 500 ml: 

Se disuelven 29 g de ácido málico (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%) 

Preparación de 100 ml: 

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

 

MEDIO DMEM ENRIQUECIDO 

Preparación 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 LÍQUIDO 

Preparación de 250 ml: 

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 ºC. 

 

MEDIO LB-AGAR 

Preparación de 250 ml: 

Se disuelven 2.5 g triptona, 1.25 g de extracto de levadura, 2.5 g de NaCl y 3.75 g 

de agar bacteriológico (Pronadisa, 1800.00) con agua Milli-Q. 

Se ajusta el pH a 7.2-7.5. 

Se autoclava y se almancena a 4 ºC. 
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MEDIO NEUROBASAL ENRIQUECIDO 

Preparación 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) 

Preparación de 250 ml: 

Se disuelven 10 g de paraformaldehido (Sigma, Cat. No. 158127) en 240 ml de 

PBS 0.1M a 65 ºC. Para facilitar la disolución, se le añaden 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 ºC. 

 

PBS 1M (Tampón fosfato salino) 

Preparación de 1 litro: 

Se disuelven en agua Milli-Q 80g NaCl, 2g KCl (Sigma, Cat. No. P9541), 14.4 g 

Na2HPO4 (Sigma, Cat. No. S3264) y 2.4 g KH2PO4 (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 μm (Millipore, Cat. No. SCGVU05RE). 

Se conserva a temperatura ambiente. 

 

PBS 0.1M 

Preparación de 1 litro: 

Se mezclan 100 ml de PBS 1M con 900 ml de agua Milli-Q. 

Se conserva a temperatura ambiente. 

 

SSC 0.2x pH 7.5 

Preparación de 100 ml: 

Se mezcla 1 ml SSC 20x pH 7.5 en 99 ml de agua Milli-Q. 

 

SSC 20x pH 7.5 

Preparación de 500 ml: 

Se disuelven 87.65 g de NaCl y 44.1 g de citrato sódico tribásico (Sigma, Cat. No. 

S4641) en agua Milli-Q. 

Se ajusta el pH a 7.5. 

Se autoclava y se alicuota para conservar a -20 ºC. 
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SUERO GLUCOSADO 

Preparación de 1 litro: 

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

 7.24 g de NaCl  

 0.3728 g de KCl  

 0.162 g de KH2PO4  

 0.32 g de MgSO4 • 7H2O (Sigma, Cat. No. M7804) 

 2.18 g de NaHCO3 (Sigma, Cat. No. S6297) 

 0.34 g de CaCl2 • 2H2O (Sigma, Cat. No. C7902) 

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

Se filtra con filtro Stericup Filter Unit 0.22 μm (Millipore, Cat. No. SCGVU05RE) 

bajo campana de flujo laminar. 

Conservar a 4 ºC. 

 

TAE 50x 

Preparación de 1 litro: 

Se disuelven en agua Milli-Q 242 g TRIS BASE (Sigma, Cat. No. T1503), 57.1 ml 

de ácido 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. 

 

TAMPÓN DE HIBRIDACIÓN 1er DÍA (BH 1er día) 

Preparación de 50ml: 

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 sódico tribásico 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 μl 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 ºC. 

Conservar a -20 ºC. 

 

TAMPÓN DE HIBRIDACIÓN 2º DÍA (BH 2º día) 

Preparación de 50ml: 

Mezclamos los siguientes reactivos en este orden: 

 25 ml de formamida molecular (Sigma, Cat. No. F7503) 

 3.25 ml de SSC 20x (Standard saline citrate), pH 5 (66.53 % de NaCl y 33.47 % 

de citrato sódico tribásico disueltos en agua Milli-Q y ajustado a pH 5) 

 0.5 ml EDTA 0.5M pH 8  

 0.1 ml Tween-20 

Enrasar hasta 50 ml con agua pura. 

Se agita durante varias horas en agitador orbital a 4 ºC. 

Conservar a -20 ºC. 

 

TAMPÓN TRIS 0.05M 

Preparación de 100 ml: 

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 

Preparación de 50 ml: 

Se mezclan 30 ml de TNT, 10 ml de BBR y 10 ml Sheep Serum desactivado 

térmicamente. 

 

TNT 

Preparación de 50 ml: 

Se mezclan 5 ml de Trizma hydrochloride 1M pH8, 0.45 g de NaCl y 2.5 µl Tween-

20 en agua Milli-Q. 

 

TSA PLUS STOCK SOLUTION 

El TSA plus Cy3 (PerkinElmer, Cat. No. NEL744001KT) se disuelve en 150 µl de 

dimetilsulfóxido, DMSO (Sigma, Cat. No. D8418). 

El DMSO a 4 ºC se encuentra congelado, por lo que hay que atemperarlo antes de 

usarlo.  

 



Anexos 

196 

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 hibridación in situ o 

inmunohistoquímica 

 

Estadio Ratona Embrión Orientación Experimento Sexo

E10.5 mBe058 10 Oblicuo Inmunofluorescencia Otp/Islet ♀

E11.5 mBe060 9 Oblicuo Inmunofluorescencia Otp/Islet/RC2 ♀

1 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/Islet

3 Sagital Inmunohistoquímica Otp/Islet

6 Transversal Inmunohistoquímica Otp/RC2

1 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/RC2 ♂

2 Transversal Inmunohistoquímica Otp/RC2 ♂

1 Oblicuo Hibridación OT/VP ♀

2 Oblicuo Hibridación Rgs4/VP ♂

3 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/RC2 ♀

4 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/Islet ♀

5 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/Islet ♂

6 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/RC2 ♂

1 Oblicuo Doble inmunofluorescencia Otp-Islet ♂

2 Oblicuo Doble inmunohist-inmunofluor. Otp-RC2 ♂

3 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp /Islet ♂

5 Oblicuo Doble inmunofluor. Otp-Islet ♀

1 Oblicuo Triple inmuno. Otp-Islet-RC2 ♂

3 Oblicuo Doble inmunofluor. Otp-Islet ♂

1 Oblicuo Hibridación OT/Rgs4 ♀

2 Oblicuo Hibridación VP/Rgs4 ♂

3 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

4 Oblicuo Hibridación VP/Rgs4 ♀

5 Oblicuo Hibridación OT/Rgs4 ♀

1 Oblicuo Hibridación Otp/OT

2 Oblicuo Hibridación Otp/VP

3 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/Islet

5 Transversal Hibridación VP

6 Oblicuo Hibridación OT/VP

1 Transversal Inmunohistoquímica Otp/RC2 ♂

2 Oblicuo Inmunohistoquímica Otp/RC2 ♀

1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/RC2 ♀

2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet ♀

4 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet ♀

5 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/RC2 ♂

8 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet ♂

mBe025

mBe028

E12.5

mBe039

mBe047

mBe050

mBe055

mBe076

mBe026

mBe030

mBe048

E13.5
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Estadio Ratona Embrión Orientación Experimento Sexo

1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/RC2 ♀

4 Oblicuo Hibridación Otp/CRF ♀

5 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/TH ♂

8 Transversal Hibridación OT/VP

7 Oblicuo Hibridación Otp/OT ♂

8 Oblicuo Hibridación Otp/VP ♂

9 Oblicuo Hibridación Otp/CRF ♂

7 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/RC2 ♀

8 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet ♀

9 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet ♂

8 Oblicuo Inmunohistoq. Otp ♀

10 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet ♂

7 Sagital Hibridación VP/Otp ♀

8 Oblicuo Hibridación VP/OT ♂

9 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

10 Sagital Hibridación OT/Otp ♂

8 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

11 Oblicuo Hibridación Rgs4/OT ♀

12 Oblicuo Hibridación Rgs4/VP ♀

13 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

mBe073 7 Oblicuo Hibridación Rgs4/VP ♀

2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP

3 Oblicuo Hibridación OT/CRF

4 Oblicuo Inmunohistoq.TH

5 Oblicuo Inmunohistoq. VP/TH

2 Oblicuo Hibridación OT/VP ♀

3 Oblicuo Hibridación OT/VP ♂

1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP/RC2 ♀

6 Transversal Inmunohistoq. Otp/VP/RC2 ♀

2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/Islet ♂

6 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP ♂

1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP ♂

2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP ♀

3 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP ♂

1 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

2 Oblicuo Hibridación VP/OT ♂

5 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

6 Oblicuo Hibridación VP/OT ♂

1 Oblicuo Hibridación VP/OT ♂

2 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

3 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

6 Oblicuo Hibridación VP/OT ♂

mBe045

mBe029

mBe053

mBe066

mBe077

E16.5

E15.5

mBe023

mBe062

mBe021

mBe046

mBe041

E14.5
mBe049

mBe070

mBe072
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Tabla de casos seleccionados de los ensayos de migración 

 

 

 

Estadio Ratona Embrión Orientación Experimento Sexo

mBe027 3 Oblicuo Hibridación Otp/CRF/OT

1 Oblicuo Hibridación OT/Rgs4

2 Oblicuo Hibridación VP/Rgs4

1 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP

2 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP

4 Oblicuo Inmunohistoq. Otp/VP/TH

5 Oblicuo Hibridación VP/OT ♂

6 Oblicuo Hibridación VP/OT ♂

7 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

8 Oblicuo Hibridación VP/OT ♀

mBe032 6 Oblicuo Inmunohistoq. VP ♂

1 Oblicuo Inmunohistoq. VP/Otp/TH

2 Oblicuo Inmunohistoq. VP/Otp/TH

P3 mBe031 1 Oblicuo Inmunohistoq. VP/TH ♂

P7 mBe033 7 Oblicuo Inmunohistoq. VP/TH ♂

mBe043
P0

E17.5
mBe042

mBe024

E18.5

mBe063

Estadio Ratona Embrión Caso Orientación
Ubicación del trazador celular 

fluorescente CMFDA

6a Oblicuo PO ventral

6b Oblicuo  PO ventral

4 1a Oblicuo SPV peduncular

1a Oblicuo SPV peduncular

2a Oblicuo SPV basal

2b Oblicuo SPV basal

1a Asimétrico PO ventral

3b Oblicuo SPV peduncular

mBe021 2 3a Oblicuo PO ventral

2a Oblicuo PO comisural

2b Oblicuo PO comisural

5 3a Oblicuo SPV peduncular

1a Oblicuo SPV peduncular

1b Oblicuo SPV peduncular

2a Oblicuo PO ventral

1a Oblicuo PO comisural

1b Oblicuo PO comisural

5a Oblicuo PO ventral

5b Oblicuo PO ventral

2a Oblicuo PO ventral + SPV terminal

2b Oblicuo SPV terminal

3b Oblicuo SPV peduncular

mBe044

mBe017

mBe020

mBe035

mBe036

mBe046

1

1

3

mBe034
4

E14.5

3

2

2

3
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Estadio Ratona Embrión Caso Orientación
Ubicación del trazador celular 

fluorescente CMFDA

6a Oblicuo PO ventral

6b Oblicuo  PO ventral

4 1a Oblicuo SPV peduncular

1a Oblicuo SPV peduncular

2a Oblicuo SPV basal

2b Oblicuo SPV basal

1a Asimétrico PO ventral

3b Oblicuo SPV peduncular

mBe021 2 3a Oblicuo PO ventral

2a Oblicuo PO comisural

2b Oblicuo PO comisural

5 3a Oblicuo SPV peduncular

1a Oblicuo SPV peduncular

1b Oblicuo SPV peduncular

2a Oblicuo PO ventral

1a Oblicuo PO comisural

1b Oblicuo PO comisural

5a Oblicuo PO ventral

5b Oblicuo PO ventral

2a Oblicuo PO ventral + SPV terminal

2b Oblicuo SPV terminal

3b Oblicuo SPV peduncular

mBe057 6 1a Oblicuo SPV peduncular

1a Oblicuo SPV peduncular + inmunofluoresc. VP

1b Oblicuo SPV peduncular + inmunofluoresc. VP

4 Oblicuo SPV terminal

3a Oblicuo PO ventral + inmunofluoresc. Islet1

3b Oblicuo PO ventral + inmunofluoresc. Islet1

3a Oblicuo SPV peduncular

3b Oblicuo SPV peduncular

3a Oblicuo PO ventral

3b Oblicuo PO ventral

5a Oblicuo SPV peduncular

5b Oblicuo SPV peduncular

5a Oblicuo SPV peduncular

5b Oblicuo SPV peduncular

3a Oblicuo SPV peduncular

3b Oblicuo SPV peduncular

2 3 Oblicuo SPV terminal

1a Oblicuo SPV peduncular

1b Oblicuo SPV peduncular

1a Oblicuo SPV peduncular

1b Oblicuo SPV peduncular

3a Oblicuo SPV basal

3b Oblicuo SPV basal

1 2a Oblicuo SPV peduncular + hibridación VP

2a Oblicuo SPV peduncular + hibridación VP

2b Oblicuo SPV peduncular + hibridación VP

1a Oblicuo SPV peduncular + hibridación VP

2a Oblicuo SPV peduncular + hibridación VP

2b Oblicuo SPV peduncular + hibridación VP

3

5

mBe078

E14.5

mBe070

mBe044

mBe017

mBe020

mBe035

mBe036

mBe046

5

1

1

3

mBe034
4

mBe064

3
mBe071

mBe071 3

5

3

2

2

3

3

1

4

mBe067

1

4
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ANEXO III. Comparación de expresión de VP y OT en machos y hembras 
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