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El núcleo ventral premamilar hipotalámico (VPM) es una estructura 

descrita en mamíferos, que integra las señales olfativas y energéticas con el 

comportamiento reproductivo, y está involucrado en el desarrollo de la pubertad, 

así como en comportamientos de lucha o huida. Aunque hay información 

disponible acerca de su función y conectividad, no se conoce cómo se forma 

durante el desarrollo embrionario. El presente estudio aporta evidencia 

descriptiva y experimental sobre el proceso migratorio de sus componentes 

celulares durante los días E12.5 y E13.5 en ratón. Estas células se originan en la 

mitad dorsal del área retromamilar (RM), y desde este territorio comienzan su 

migración tangencial, esquivando los cuerpos mamilares y cruzando un territorio 

molecularmente distinto, la banda perimamilar (PM), hasta alcanzar una posición 

tuberal relativamente rostroventral. 

Corroborando estudios transcriptómicos recientes en los que se identifican 

diversos tipos neuronales glutamatérgicos en el VPM, en el presente estudio se 

detectó que parte de esta heterogeneidad emerge de manera temprana en el 

desarrollo. Durante la migración tangencial, se detectaron 2-3 poblaciones, con 

diferencias en la expresión de determinados genes, posiblemente derivadas de 

zonas ligeramente distintas en el área RM. Estas poblaciones se distribuyen de 

manera segregada entre el core y el shell del VPM 

 Se analizaron proteínas de señalización cuya expresión sugiriese un papel 

en el desarrollo del VPM. Aunque se detectó expresión de la pareja Netrina1/DCC, 

así como del ligando ephrin-B2 en la migración del VPM y/o en zonas adyacentes, 

no se observaron alteraciones en el núcleo en ratones deficientes en estas 

proteínas. Además, el área acroterminal es fuente del morfógeno Fgf8 y existe 

expresión de su receptor Fgfr2 en el hipotálamo basal. Se evaluó la posible 

influencia de Fgf8 en el desarrollo del VPM, mediante el análisis de ratones 

hipomorfos (Fgf8neo/null). Estos resultados revelaron un rol trófico de Fgf8 en el 

área RM y las células que migran tangencialmente a partir de este territorio (VPM 
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y el núcleo subtalámico). Los hipomorfos presentan una celularidad reducida y 

cierta desorganización en las estructuras derivadas del área RM a partir de E15.5, 

sin una alteración específica de estas migraciones. 
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The tuberal hypothalamic ventral premamillary nucleus (VPM) described in 

mammals links olfactory and metabolic cues with mating behavior, and it is 

involved in the onset of puberty. We offer here descriptive and experimental 

evidence on a migratory phase in the development of this structure in mice at 

E12.5-E13.5. Its cells originate at the retromamillary area (RM) and then migrate 

tangentially rostralward, eschewing the mamillary body, and crossing the 

molecularly distinct perimamillary band, until they reach a definitive relatively 

superficial rostroventral tuberal location.  

Corroborating recent transcriptomic studies reporting a variety of adult 

glutamatergic cell types in the VPM, and different projections in the adult, we 

found that part of this populational heterogeneity emerges already early in 

development, during tangential migration, in the form of differential gene 

expression properties of at least 2-3 mixed populations possibly derived from 

subtly different parts of the RM. These partly distribute differentially in the core 

and shell parts of the final VPM.  

We analyzed signaling proteins whose expression suggested a role in VPM 

development. Although Netrin1/DCC pair, as well as Ephrin-B2 expression was 

detected in the VPM migration and/or in adjacent areas, no alteration was 

observed in mice deficient in these proteins. 

Since there is a neighboring acroterminal source of Fgf8, and Fgfr2 is 

expressed at the early RM, we evaluated a possible influence of Fgf8 signal on 

VPM development using hypomorphic Fgf8neo/null embryos. These results 

suggested a trophic role of Fgf8 on RM and all cells migrating tangentially out of 

this area (VPM and the subthalamic nucleus), leading in hypomorphs to reduced 

cellularity after E15.5 without alteration of the migrations proper. 
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INTRODUCCIÓN 



 

1. Modelos alternativos columnar y prosomérico. Posición morfológica del 

hipotálamo en el tubo neural 

 

El hipotálamo es un territorio anatómica y funcionalmente complejo, 

altamente conservado entre las especies, que actúa como elemento regulador de 

la homeostasis. Esta parte del cerebro ha sido objeto de numerosos estudios 

funcionales, pero todavía sigue siendo controvertido su desarrollo, su posición 

topológica en la placa y en el tubo neural, y la división de su territorio en las 

distintas áreas progenitoras. 

Existen dos modelos principales de organización del cerebro: el modelo 

columnar (Swanson, 2003, 2012) y el modelo prosomérico actualizado (Puelles y 

Rubenstein, 2003; Puelles y col., 2012), que discrepan en el posicionamiento de 

los ejes anatómicos en el encéfalo, y principalmente en el cerebro anterior, 

ocasionando una interpretación diametralmente opuesta de la posición del 

hipotálamo. 

El modelo columnar (Fig.1A) tiene su origen en los estudios funcionales de 

Herrick (1910). Este autor superpuso el eje longitudinal del cerebro en el surco 

limitante de His, a nivel del rombencéfalo y mesencéfalo, continuando paralelo al 

surco diencefálico, y terminando en el telencéfalo, el territorio más rostral según 

este modelo. Por lo tanto, no se tienen en cuenta los movimientos de flexión del 

tubo neural que acontecen durante el desarrollo. Las llamadas columnas son 

implícitamente entidades “longitudinales”, a las que los seguidores de este 

modelo atribuyen funciones específicas. El hipotálamo sería, en su totalidad, la 

columna más “ventral” del diencéfalo. 

El modelo prosomérico (Fig.1B) está basado en patrones de expresión 

génica y análisis de mapas de destino. En este caso, el eje longitudinal en el 
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prosencéfalo es definido por la interacción causal entre la notocorda y la placa 

del suelo del tubo neural en estadios tempranos (placa neural, tubo neural).  Más 

tarde en el desarrollo, el eje resultante es paralelo a la flexura cefálica, terminando 

en el hipotálamo, cuya región media acroterminal (desde la comisura anterior 

hasta el cuerpo mamilar) es la zona topológicamente más rostral. Este eje queda 

representado asimismo por el límite alar-basal, que separa las placas alar y basal. 

Además, existen otros dos dominios longitudinales (paralelos al límite alar-basal) 

a lo largo del tubo neural: la placa del techo (dorsal), y la placa del suelo (ventral). 

Los neurómeros (prosómeros, en el cerebro anterior) son los dominios unitarios 

transversales al eje longitudinal en los que se divide el tubo neural. Cada uno de 

ellos contiene sus propios sectores de placa del techo, placa alar, placa basal y 

placa del suelo. Cada uno de estos prosómeros está posicionado en un 

determinado nivel anteroposterior (AP) o rostrocaudal.  
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A 

B 

Figura 1. Comparación modelo 

columnar vs modelo prosomérico. (A) 

Esquema que ilustra el modelo de 

organización columnar del cerebro. El eje 

longitudinal está representado con una 

línea roja. La placa del techo está 

indicada en rosa y la placa del suelo en 

amarillo. Nótese la discordancia de estas 

entidades longitudinales a nivel del 

cerebro anterior, donde la placa del 

suelo y la placa del techo son 

perpendiculares al eje longitudinal 

(topológico). El hipotálamo (columna 

diencefálica “ventral”) está dividido en 

partes: anterior (la parte cercana al 

telencéfalo) y posterior (la parte cercana 

a los cuerpos mamilares y flexura 

cefálica). (B) Esquema que ilustra el 

modelo prosomérico de organización 

del cerebro. La línea roja representa el 

límite alar-basal longitudinal (A/B), cuyo 

final rostral es ventral al quiasma óptico 

(OCh). La placa del techo (rosa) y la placa 

del suelo (amarillo) en este caso son 

coherentes con el eje (paralelas a él). En 

este modelo se incluye el dominio 

acroterminal (azul) que constituye el 

territorio anteromedial del tubo neural, 

que identifica su extremo rostral a 

través de los cuatro compartimentos 

longitudinales suelo, basal, alar, y techo. 

Las líneas negras perpendiculares a las 

entidades longitudinales separan cada 

uno de los prosómeros. Consultar lista 

de abreviaturas. 
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2. Dimensión axial y dorsoventral del hipotálamo. Centros organizadores 

 

Según el modelo prosomérico, basado en datos moleculares, el 

hipotálamo presenta dos secciones transversales anteroposteriores, o 

prosómeros hp2 y hp1 que, por definición, están divididas en dominios 

longitudinales (Puelles y col., 2012; Puelles y Rubenstein, 2015). Existen señales 

morfogenéticas que especifican estas regiones dorsoventrales y 

anteroposteriores en la placa (estadios precoces del desarrollo neural) y en el 

tubo neural (tras la fusión de los extremos laterales de la placa neural). Estas 

señales aportan información posicional a las células capacitadas para recibirlas, 

que pueden generar una respuesta diferencial en función de su localización, o del 

periodo temporal en el que estén sometidas a esa señalización. Los morfógenos, 

o proteínas difusibles de diversos centros organizadores, son las señales 

primordiales que pueden ocasionar la activación o represión de determinados 

factores de transcripción en poblaciones celulares concretas, produciendo una 

especificación en las mismas, y reduciendo el abanico de vías de diferenciación 

posibles.  

Uno de estos centros organizadores, es la notocorda (Fig.2), estructura 

mesodérmica longitudinal, situada en la línea media en todos los miembros del 

filo de los cordados, transitoria en algunos vertebrados, y fuente de señales que 

aportan información posicional a los tejidos de su alrededor. Una de sus 

funciones bien estudiadas en el sistema nervioso central (SNC), es la inducción de 

la placa del suelo. En los experimentos de Placzek y col. (1990), y Yamada y col. 

(1991), se comprobó que, si se realizaba un trasplante de la notocorda junto a la 

médula espinal de embriones de pollo, a medio camino entre la placa del suelo y 

la placa del techo, las células neurales adyacentes a la notocorda ectópica 

adquirían características morfológicas de placa del suelo. En el tejido 

neuroectodérmico circundante a estos explantes, se reprimía la expresión de 

marcadores dorsales como Pax3 o Pax6 (Goulding y col., 1993). Por otro lado, la 
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extirpación de fragmentos de la notocorda en embriones de pollo durante 

estadios tempranos previene la expresión de marcadores del suelo, como SC1 o 

FP1 (Yamada y col., 1991). La notocorda expresa y secreta la proteína Sonic 

Hedgehog (SHH), que difunde hacia los tejidos cercanos ofreciendo información 

posicional (morfógeno). SHH primero se produce en la notocorda, y después en 

la placa neural que contacta con ella (Echelard y col., 1993). El desarrollo normal 

de la médula espinal depende de dos centros de señalización diferentes: la 

notocorda y la placa del suelo. (Echelard y col. 1993). El límite rostral de la placa 

del suelo (Fig.2) ha sido un tema controvertido a lo largo de la historia en el 

campo de la neurociencia. Kingsbury (1922) posicionaba el extremo rostral de la 

placa del suelo en el límite ístmico-mesencefálico, negando la existencia de una 

estructura de este tipo en el diencéfalo o en el mesencéfalo. Sin embargo, 

Johnston (1923) afirmaba que la placa del suelo se extendía rostralmente más allá 

del istmo. También se ha situado este extremo rostral de la placa del suelo en el 

infundíbulo, bajo el hipotálamo, supuestamente basal (Swanson, 2003). El 

extremo rostral de la notocorda, en fases muy tempranas, llega hasta el área 

mamilar y después se separa tras la formación de la flexura cefálica (Puelles y col., 

2012; Puelles y Rubenstein, 2015; Díaz y Puelles, 2020). El límite rostral de la placa 

del suelo coincide con el límite rostral de la notocorda, esto es, en el hipotálamo 

a nivel medial del área mamilar. Esta conclusión se apoya, tanto en las 

características morfológicas de este tejido que ha estado en contacto con la 

notocorda, como en el patrón de expresión de genes marcadores de placa del 

suelo, como Ntn1, Lmx1a o Lmx1b (Puelles y col 2012). 

  Otro centro organizador es la placa precordal (Fig.2), una estructura 

mesodérmica media de origen nodal cuyas células migran dorsalmente (desde el 

suelo al techo neural) por delante del dominio acroterminal hipotalámico. 

Experimentos en los que se trasplantaba o extirpaba la placa precordal en ratón, 

demostraron su rol en la especificación del cerebro anterior (Shimamura y 

Rubenstein, 1997). Posteriormente, los experimentos de García-Calero y col. 



27 
 

(2008) mostraron una pérdida de la diferenciación de la placa basal en el 

prosencéfalo secundario, diencéfalo y mesencéfalo, además de holoprosencefalia 

cuando se extirpaba la placa precordal completa en embriones de pollo de 

estadios tempranos. La placa precordal es una población que migra 

tempranamente del nodo (Izpisúa-Belmonte, 1993), por lo tanto, sus efectos 

siguen una secuencia temporal toplógicamente ventro-dorsal en la inducción 

basal-alar en el cerebro anterior (Puelles y Rubenstein, 2015). Tanto la notocorda 

como la placa precordal secretan el morfógeno SHH. A lo largo del tubo neural, 

las células responden de manera diferencial a esta proteína (Shimamura y 

Rubenstein, 1997). La notocorda ejerce un rol ventralizante a lo largo del tubo 

neural siendo esencial para el desarrollo del suelo y placa basal neurales. En 

contraste, las señales procedentes de la placa precordal actúan a través del 

dominio acroterminal en dirección rostro-caudal, de manera dependiente del 

tiempo (Díaz y Puelles, 2020). La placa precordal es crucial en la organización 

anteroposterior del hipotálamo y en la separación bilateral de los ojos y el 

telencéfalo.  

Al igual que en el resto de los sectores neuroméricos de placa del suelo, 

en el suelo del hipotálamo se activa la expresión de Shh tras su inducción por 

parte de la notocorda. La expresión de este morfógeno se extiende a la placa 

basal hipotalámica. Este efecto organizativo de la placa del suelo retromamilar 

(RM) y mamilar (M) y subsecuente extensión a la placa basal, estaría implicado en 

la diferenciación dorsoventral hipotalámica, así como en el posicionamiento del 

límite alar-basal indicado por la expresión del gen Nkx2.2 (Puelles y col., 2012; 

Díaz y Puelles, 2020). 

El área acroterminal (Fig.2) constituye el territorio transversal más rostral 

del tubo neural (Puelles y col., 2012). Sus partes alar y basal expresan diferentes 

combinaciones que implican una función organizativa. Por ejemplo, las 

subregiones alar y tuberal basal expresan el factor de transcripción Six3 (Ferrán y 
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col., 2015; Yu y col., 2017) que se sabe que antagoniza la acción de WNT 

(caudalizante) en el cerebro anterior (Lagutin y col., 2003). La región acroterminal 

basal expresa Tbx3, Fgf8 y Fgf10 (Pontecorvi y col., 2008; Fu y col., 2017; Díaz y 

Puelles, 2020). El factor de transcripción Tbx3 está relacionado con la represión 

local parcial de Shh, necesaria para la formación de estructuras como el 

infundíbulo tuberal, la eminencia media, el núcleo arcuato y la neurohipófisis 

(Manning y col., 2006). Los miembros de la familia de los factores de crecimiento 

fibroblásticos (FGFs) controlan la proliferación o la apoptosis en varios territorios 

del neuroectodermo. Recientemente, se ha reportado que Fgf10 ejerce un rol 

negativo en la proliferación de algunas poblaciones celulares del hipotálamo 

(Goodman y col., 2020). La señal Fgf8 difunde en dirección caudal desde esta 

localización, probablemente afectando en su organización a las áreas mamilar (M) 

y retromamilar (RM). Fgf8 ejerce un rol en la regulación de factores de 

transcripción necesarios para la especificación de ciertas áreas. Por ejemplo, en el 

hipotálamo del pez cebra, actúa reprimiendo la expresión de Otp (Del Giacco y 

col., 2006). Además, se demostraron efectos en el mantenimiento de la 

proliferación de ciertas áreas como la adenohipófisis (Ericson y col., 1998). 

El anillo neural anterior (ANR; Fig.2) es un organizador que constituye el 

límite rostral bilateral del neuroectodermo en estadios de placa neural, y 

posteriormente representa la placa del techo septo-comisural o telencéfalo-

hipotalámica (Cobos y col., 2001). El ANR expresa proteínas de la familia FGF y 

antagoniza el efecto ventralizante de la señal secretada en la placa del suelo 

(Crossley y Martin, 1995; Crossley y col., 2001; Storm y col., 2003, 2006). 
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Figura 2. Esquema de las señales que 

influencian la regionalización ventro-

dorsal y rostro-caudal en el 

hipotálamo (gris).  Las flechas azules 

indican la dirección ventro-dorsal del 

gradiente de señales ventralizantes 

producido en la notocorda (negra) y en 

la placa del suelo (azul). Las flechas 

verdes indican la dirección rostrocaudal 

del gradiente señalizador de la placa 

precordal (gris) y del área acroterminal 

(línea negra discontinua). Las flechas 

rojas indican la dirección dorsoventral de 

las señales dorsalizantes del ANR, como 

parte más rostral de la placa del techo 

(amarillo). Imagen tomada de Díaz y 

Puelles (2020) 
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3. Hipotálamo basal de mamíferos en el modelo prosomérico. Divisiones 

transversales y longitudinales. Principales dominios histogenéticos, áreas 

progenitoras, o microzonas. 

 

La información posicional que reciben las células progenitoras 

neuroepiteliales en forma de gradiente a lo largo del tubo neural permite su 

regionalización. Como se ha visto previamente, el hipotálamo está sujeto a una 

combinatoria de señales procedentes de los centros organizadores que derivan 

en la regionalización anteroposterior y dorsoventral que se describe a 

continuación.  

El modelo prosomérico divide el hipotálamo en dos dominios 

transversales, hp1 y hp2 (en orden caudo-rostral); hp2 termina en el dominio 

anteromedial acroterminal (Puelles y col. 2012; Puelles y Rubenstein, 2015). Los 

dos prosómeros están divididos en sus porciones alar y basal, caudalmente 

continuos con las correspondientes divisiones longitudinales diencefálicas 

(Puelles y col., 2012; Morales-Delgado y col., 2014; Ferran y col., 2015; Puelles y 

Rubenstein 2015). La zona terminal hipotalámica (THy), más rostral, coincide con 

hp2, mientras que la zona peduncular (PHy), más caudal, coincide con hp1. 

Además, el hipotálamo está dividido en los siguientes dominios 

longitudinales (Puelles y col., 2012; Puelles y col., 2015), de dorsal a ventral, en la 

placa alar, se diferencian áreas: paraventricular terminal y paraventricular 

peduncular (TPa/PPa), así como áreas subparaventricular terminal y 

subparaventricular peduncular (TSPa/PSPa). En la placa basal (Fig.3), aparecen de 

dorsal a ventral las áreas: tuberal dorsal, en hp2 y retrotuberal dorsal en hp1 

(TuD/RTuD), tuberal intermedio y retrotuberal intermedio (TuI/RTuI), tuberal 

ventral y retrotuberal ventral (TuV/RTuV), perimamilar y perirretromamilar 

(PM/PRM), y por último, mamilar y retromamilar (M/RM). 



31 
 

A continuación, se describirán algunas características moleculares de los 

dominios del hipotálamo basal, donde se localizan el área RM y el núcleo ventral 

premamilar (VPM), objetos de análisis de este estudio. 

Los dominos estrechos tuberal dorsal y retrotuberal dorsal (TuD/RTuD; 

Fig.3) constituyen la zona más dorsal del hipotálamo basal, situándose 

ventralmente junto al límite alar-basal, que en THy se sitúa ventral al quiasma 

óptico (Puelles y col., 2012).  Existen diferencias de expresión entre las regiones 

terminal y peduncular de este dominio. Por ejemplo, la zona acroterminal en TuD, 

o zona anterobasal medial (ABasM) expresa selectivamente el gen Ret, y comparte 

diversos marcadores con la parte no acroterminal de TuD, por ejemplo: Nr5a1, 

Fbxw7 o Sema3a. El factor de transcripción Nxk2.2 marca el límite de la placa basal 

en el prosencéfalo, sin embargo, está ausente en la zona ABasM. Lhx6 se expresa 

principalmente en la región RTuD (Puelles y col., 2012; Puelles y Rubenstein, 2015; 

Ferran y col., 2015).  

Las partes tuberal intermedia y retrotuberal intermedia (TuI/RTuI; Fig.3) 

subyacentes constituyen el área longitudinal más amplia del hipotálamo basal. En 

la zona acroterminal correspondiente a este dominio existen diversas 

formaciones particulares, como el núcleo arcuato (Arc), la eminencia media (ME) 

o la neurohipófisis (NHy). Algunos marcadores moleculares se expresan 

específicamente en esta zona acroterminal TuI como Fgf8 o Fgf10 (Ferran y col., 

2015; Díaz y Puelles, 2020), mientras que existen otros que abarcan todo este 

dominio terminal de TuI (Rgs4, Lef1). Plagl1 es un marcador específico de la región 

RTuI. Además, hay otros genes que se expresan rostrocaudalmente en este 

dominio longitudinal TuI/RTuI, como Rax, Nkx2.1, y algunos miembros de la 

familia Dlx (Puelles y col., 2012). 

El dominio tuberal ventral y retrotuberal ventral (TuV/RTuV; también 

identificado como “tuberomamilar” en la literatura; Fig.3) es un área estrecha, 

situada entre el dominio longitudinal TuI/RTuI y la banda longitudinal PM/PRM, 
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que presenta la particularidad de generar la población histaminérgica 

hipotalámica, detectable en estadios postnatales. Durante el desarrollo, algunos 

genes como Lhx6, Bsx o Hdc se expresan en esta área longitudinal TuV/RTuV 

(Shimogori y col., 2010; Puelles y col., 2012; Schredelseker y col., 2020). 

La banda perimamilar/perirretromamilar (PM/PRM; Fig.3) más amplia en 

su porción PRM, se estrecha rostralmente en PM, signo diferenciador de hp1 y 

hp2 en esta región. Ambos dominios rostrocaudales expresan selectivamente Otp 

y Zic1. Comparte la señal de Sim1 con M y la de Ebf3 con RM. 

El dominio longitudinal más ventral del hipotálamo está constituido por 

las áreas mamilar/retromamilar (M/RM; Fig.3). Ambas son diferentes en cuanto a 

sus patrones de expresión y a las estructuras derivadas de ellas, quizá porque 

reciben gran influencia de señales cercanas de la notocorda y placa del suelo y, 

también, de la placa precordal y el territorio acroterminal. El área RM expresa 

selectivamente algunos genes de la familia Irx, Lmx1a, Lmx1b, mientras que el 

área M expresa Foxb1 o Six3. 

4. Estructura nuclear del hipotálamo basal en relación con los dominios 

histogenéticos 

 

En el hipotálamo, las poblaciones celulares se organizan principalmente en 

núcleos mediales (periventriculares), intermedios o superficiales, aunque también 

existen poblaciones dispersas más laxamente organizadas. El modelo 

prosomérico clasifica estas agrupaciones en función de los dominios 

histogenéticos, o áreas discretas del neuroepitelio donde se origina cada una de 

ellas. Tras su proliferación, las neuronas originadas a partir de cada microzona 

pueden permanecer en el mismo dominio radial histogenético, si no realizan 

migración tangencial y se depositan meramente de fuera adentro (células más 

antiguas superficiales), o pueden invadir un dominio diferente al que les dio 
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origen, en el caso de que se desplacen mediante migración tangencial 

(poblaciones foráneas).  

El desarrollo del hipotálamo se realiza en un patrón “outside- in” o “de 

fuera hacia dentro”: las primeras células que nacen quedan en las capas más 

superficiales, mientras que las últimas células en nacer se localizan en las capas 

más internas (Shimada y Nakamura, 1973; Altman y Bayer, 1986). Este concepto 

se ha complicado en los últimos años debido a la identificación de numerosas 

poblaciones que alcanzan su localización final en el adulto realizando migraciones 

tangenciales. A continuación, se describirán los derivados más remarcables de los 

dominios histogenéticos del hipotálamo basal, indicando algunas de las 

migraciones tangenciales previamente descritas en la literatura: 

El dominio histogenético TuD produce principalmente neuronas 

glutamatérgicas. Los marcadores Nkx2.2 y Nr5a1 revelan poblaciones que nacen 

en este lugar y se desplazan ventralmente, a partir de E13.5, formando el 

primordio del prominente núcleo ventromedial hipotalámico (VM; Puelles y col., 

2012; Díaz y Puelles, 2020). A partir de esta región TuD también se forma la 

población autóctona dopaminérgica A12/A13 (Puelles y col., 2012). 

El dominio histogenético RTuD produce el núcleo autóctono posterobasal 

(PBas; Puelles y col., 2012), y también algunas poblaciones migradas 

ventralmente, formando parte del core de la porción peduncular del núcleo 

dorsomedial (P-DMc; Puelles y col. 2012). Otras células nacidas en este dominio 

RTu, parecen migrar dorsalmente a la región paraventricular (Pa) en el hipotálamo 

alar. 

Los dominios histogenéticos Tul/RTul, de manera general, producen 

neuronas GABAérgicas. La parte acroterminal de TuI origina el núcleo arcuato 

(Arc), mientras que la región TuI no acroterminal origina la mayoría de las 

neuronas que forman la parte terminal del núcleo dorsomedial (T-DM; Puelles y 
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col., 2012). De manera análoga, la región RTuI origina la mayor parte de la porción 

peduncular del núcleo dorsomedial (P-DM; Puelles y col., 2012).  

El dominio histogenético TuV/RTuV (también conocido en la literatura 

como “tuberomamilar”) se encuentra separando la banda PRM/PM de los núcleos 

DM y Arc. Esta región “tuberomamilar” es el único lugar donde hay una población 

particular de neuronas histaminérgicas (Puelles y col.,2012; Mickelsen y col., 

2020).  Estas células ocupan toda la extensión radial de este dominio y algunas 

migran tangencialmente, rodeando al cuerpo mamilar. Además, en este territorio 

se observa la distorsión ocasionada por la población del núcleo ventral 

premamilar (VPM). 

El dominio histogenético PRM/PM, caracterizado por la expresión 

longitudinal de Otp, genera neuronas glutamatérgicas. El núcleo dorsal 

premamilar (DPM) parece ser un derivado terminal de este dominio que expresa 

selectivamente el gen Fezf2 (Puelles y col., 2012). 

El dominio histogenético M da lugar a las poblaciones autóctonas que 

forman los núcleos mamilares: el núcleo mamilar medial (MM), de mayor tamaño, 

y el núcleo mamilar lateral (ML), de tamaño más reducido (Puelles y col., 2012). 

Interesantemente, la región M también es la zona donde nacen las neuronas 

Foxb1-positivas, que migran tangencial y subpialmente, en dirección dorsal hasta 

alcanzar la región terminal paraventricular alar (TPa) (Celio, 1990; Alvarez-Bolado 

y col., 2000; Bilella y col., 2014, 2016). Las células derivadas del área mamilar son 

glutamatérgicas. 

La región RM (también conocida como “supramamilar” en la literatura que 

sigue la tradición columnar) también es progenitora de células con perfil 

glutamatérgico. De manera similar a lo que ocurría con el área M, la región RM 

origina las poblaciones autóctonas retromamilar medial (RMM) y retromamilar 

lateral (RML), y las poblaciones migradas que forman el complejo 

subtalámico/parasubtalámico (STh/PSTh; Keyser, 1972, 1979; Marchand, 1987; 
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Altman y Bayer, 1986; Jiao y col., 2000; Martin y col., 2002, 2004; Skidmore y col., 

2008). Estas migraciones se dirigen subpialmente en dirección dorsal hasta 

alcanzar la zona basal RTu, donde el núcleo STh queda separado del PSTh por el 

pedúnculo cerebral. Se ha sugerido el área RM como zona progenitora de las 

células del núcleo ventral premamilar (VPM), que alcanzarían su localización en el 

adulto en TuI-TuV, realizando una hipotética migración tangencial (Puelles y col., 

2012). Esta población VPM y su migración son los objetos de estudio de este 

trabajo.  

 

Figura 3. Esquema con las principales estructuras del hipotálamo basal. La línea roja 

representa el límite alar basal (A/B). la placa del suelo está dibujada en amarillo, y el dominio 

transversal acroterminal en azul. Las líneas transversales (negras) al eje longitudinal (rojo) 

delimitan los prosómeros hp2(rostral) y hp1 (caudal). De dorsal a ventral y caudal a rostral se 

representan los siguientes dominios longitudinales en el hipotálamo basal: Retrotuberal dorsal y 

tuberal dorsal (RTuD/TuD); retrotuberal intermedio (RTuI) con la parte peduncular del núcleo 

dorsomedial (DM-P) y tuberal intermedio (TuI) con el núcleo ventromedial (VM), la parte terminal 

del núcleo dorsomedial (DM-T) y parte dorsal del núcleo premamilar ventral (VPM); retrotuberal 

ventral y tuberal ventral (RTuV/TuV; también “tuberomamilar”), donde hay neuronas 

histaminérgicas, y donde se sitúa la parte ventral del núcleo premamilar ventral (VPM; verde); el 

dominio perirretromamilar/perimamilar (PRM/PM), con el núcleo premamilar dorsal (DPM) cerca 
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de su parte PM; el dominio RM (verde)/M próximos a la placa del suelo. Se representan las 

principales especializaciones acroterminales basales; núcleo arcuato (Arc), eminencia media (EM) 

y neurohipófisis (NHy), así como la especialización alar del quiasma óptico (OCh). 

 

5.  Migración neuronal durante el desarrollo 

 

Después de su nacimiento en la zona ventricular del tubo neural, 

determinadas poblaciones neuronales adquieren la capacidad de migrar radial 

y/o tangencialmente hasta alcanzar su localización final. El fenómeno de 

migración neuronal está finamente regulado: las neuronas en desarrollo siguen 

una vía específica en un periodo de tiempo concreto hasta que paran su 

movimiento en una posición definida (Rakic, 1988). El fenómeno de migración 

parece ser importante para que se produzca una conectividad efectiva (Hatten, 

2002). Se han descrito, principalmente, dos tipos distintos de migración en el 

sistema nervioso: radial y tangencial.  

En la migración radial (Fig.4A,A’) las neuronas inmaduras avanzan desde el 

ventrículo hacia la superficie del tubo neural, ayudándose de las prolongaciones 

de las células de la glía radial (Rakic, 1988). En la migración tangencial (Fig.4B,B’), 

las neuronas inmaduras avanzan paralelas a la superficie ventricular (Rakic, 1988), 

abandonando su dominio histogenético radial. Esto dificulta la identificación de 

los nichos progenitores de poblaciones que siguen una vía migratoria tangencial, 

en estadios posteriores al evento migratorio. 

Las neuronas inmaduras presentes en la capa ventricular que siguen una 

vía de migración radial, utilizan la prolongación que extienden las células de la 

glía radial hacia la superficie. En este caso el “leading process” o la/s neurita/s de 

las neuronas inmaduras en migración, que se encargan de recibir información del 

microambiente donde se encuentran, presentan morfología bipolar, siguiendo la 

dirección de la prolongación de la glía radial (Kriegstein y Noctor, 2004; Valiente 
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y Marin, 2010). En las neuronas que siguen un estilo de migración tangencial, las 

neuritas que componen el “leading process” se estabilizan o retraen en función de 

las moléculas de guía neuronal disponibles en su microambiente, que modelan la 

direccionalidad del movimiento (Martini y col. 2009).  Se ha observado que las 

neuronas pueden cambiar su modo de migración de radial a tangencial o 

viceversa (Noctor y col., 2004; Brignani y Pasterkamp, 2017).  

 

 

 

Figura 4. Comparación de migración radial vs migración tangencial. Dibujos en los que se 

muestra de manera esquematizada la dirección que sigue un movimiento neuronal radial (A), 

desde la zona ventricular (V) hasta la zona marginal (MZ) en la superficie, y tangencial (B). Se 

muestran detalles en A’, que representa la migración radial, con las células de la glia radial en 

naranja, y las neuronas inmaduras que se desplazan en verde, con morfología bipolar. B’ 

representa el detalle de la migración neuronal tangencial, con las neuronas que realizan el 
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desplazamiento en verde y las células de la glía radial en naranja. Las flechas negras indican la 

dirección del movimiento. Imagen adaptada de Moffat y col., 2015. 

Existen numerosas familias de proteínas implicadas en la actividad 

migratoria neuronal. Un ejemplo serían las netrinas. Su componente más 

conocido es la Netrina-1, proteína secretada que se expresa en la placa del suelo 

(Serafini y col., 1996). Se sabe que determinadas poblaciones en rombencéfalo y 

médula espinal, que expresan su receptor DCC, son atraídas hacia su gradiente 

creciente (Kim y col., 2014; Chen, 2017). Se han detectado defectos en 

migraciones rombencefálicas en ratones knockout para la Netrina-1, o su receptor 

DCC (Moreno-Bravo y col., 2018; García-Guillén y col., 2020). Otras moléculas de 

señalización son Slit/Robo que, de manera general, ejercen un rol repulsivo, 

impidiendo el paso de neuronas que expresan Robo hacia zonas con altos niveles 

de proteínas de la familia Slit (Chen, 2017). La señalización mediada por la familia 

de los ligandos ephrins (ephrin-As o ephrin-Bs) y sus receptores (Ephs) puede ser 

bidireccional. Tanto los receptores como los ligandos son proteínas 

transmembrana, la población que migra puede expresar un ligando (señalización 

forward) o un receptor (señalización reverse). Normalmente, la unión de ligando 

y receptor establece los límites de la vía migratoria de una población neuronal, 

ocasionando una señal de parada (Niethamer y Bush, 2019). De manera general, 

los receptores de la familia Eph-B, presentan mayor afinidad por ligandos de la 

familia ephrin-B, y los receptores de la familia Eph-A por los ligandos ephrin-A, 

con excepción del receptor Eph-A4, que presenta mayor afinidad por los ligandos 

ephrin-B1y ephrin-B2 (Niethamer y Bush, 2019). Esta familia regula migraciones 

en células de la cresta neural (Davy y Soriano, 2007), en el hipocampo (Robichaux 

y col., 2016; Chumley y col., 2007), o en la corteza (Sentürk y col., 2011). Las 

Semaforinas también se han relacionado con procesos migratorios a través de su 

interacción con proteínas de las familias Plexina y Neuropilina (Chédotal y col., 

1998; Marín y col., 2001; Limoni y Niquille, 2021). La variedad de proteínas que 

pueden estar implicadas en procesos de migración neuronal (además de las 
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citadas, cadherinas, integrinas, reelina, etc) se suma a la posibilidad de que existan 

efectos redundantes en su función. 

Históricamente se consideró que el principal modelo migratorio existente 

en el hipotálamo era radial, con la excepción de la población del núcleo STh 

(Keyser, 1972, 1979; Marchand,1987; Altman y Bayer, 1986; Jiao y col., 2000; 

Martin y col., 2002; Martin y col., 2004; Skidmore y col., 2008). El patrón radial de 

desarrollo del hipotálamo “outside-in” (“de fuera hacia dentro”) establece que las 

primeras células en nacer son las que quedan posicionadas más lateralmente en 

el parénquima cerebral, mientras que las últimas que nacen quedan en una 

posición cercana al ventrículo (Shimada y Nakamura, 1973; Altman y Bayer, 1986), 

por lo cual, en realidad no hay ninguna migración radial, sólo el paso de las 

neuronas postmitóticas al manto más cercano. Este patrón de estratificación, que 

puede tomarse como válido de manera general, presenta algunas excepciones, 

por ejemplo: determinadas poblaciones neuronales del hipotálamo tuberal, que 

naciendo en los días E8.5, o E10.5, posteriormente se localizan juntas, en una zona 

subpial lateral (Alvarez-Bolado y col., 2012), o las neuronas POMC-positivas (más 

laterales) y NPY-positivas (más mediales) del núcleo Arc, aunque se sitúen a 

distintos niveles medio-laterales, ambas poblaciones nacen en el mismo intervalo 

temporal, entre E11.5-E12.5 (Padilla y col., 2010). En un análisis reciente 

(Aslanpour y col., 2020) se ha comprobado el patrón general “outside-in” en 

determinadas poblaciones del hipotálamo tuberal, con excepciones en el Arc 

(neuronas nacidas en E9.5) o neuronas nacidas tardíamente (E13.5) que, sin 

embargo, quedan superficialmente situadas en el parénquima cerebral. Las 

migraciónes tangenciales, más abundantes en el hipotálamo de lo que se creía 

antes, alteran el patrón de desarrollo “outside-in”. 

La población subtalámica migrada tangencialmente (Keyser, 1972, 1979; 

Marchand, 1987; Altman y Bayer, 1986; Jiao y col., 2000; Martin y col., 2002, 2004; 

y col., 2008), sigue una vía conocida: desde la región RM inicia un movimiento 
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migratorio subpial en dirección dorsal, cruzando varios dominios longitudinales 

hasta alcanzar su posición final en el área RTuI (Puelles y col., 2012). De manera 

similar, en el área M se ha descrito otra migración subpial en dirección dorsal, 

que termina en el hipotálamo alar, cuyas neuronas expresan Foxb1 (Celio, 1990; 

Alvarez-Bolado y col., 2000; Bilella y col., 2014, 2016). Un estudio reciente ha 

reportado dos migraciones tangenciales más con origen en el área RM que toman 

dirección caudal hacia distintas localizaciones en el diencéfalo (Murcia-Ramón y 

col., 2020). También se han identificado otras migraciones tangenciales en otros 

dominios longitudinales del hipotálamo, como es el caso de las poblaciones que 

involucran neuronas peptidérgicas (Morales y col., 2011, 2014, Díaz y col. 2015), 

o neuronas que forman parte del núcleo VM (Puelles y col., 2012; Díaz y Puelles, 

2020). 

 

6. El núcleo ventral premamilar. Posición en el adulto. Receptores. 

Conectividad. Función. Primeras nociones sobre su migración 

 

El núcleo ventral premamilar (VPM) es una estructura ovoidal bilateral 

situada en la capa del manto, entre los cuerpos mamilares y el infundíbulo 

hipofisario. En el ratón adulto queda posicionado entre las regiones TuV y TuI, 

observándose su contorno negativo encajado en la población histaminérgica TuV. 

Este núcleo fue por primera vez identificado por Gurdjian (1927), quien además 

identificó el núcleo dorsal premamilar (DPM). Ambos toman su nombre de la 

localización en rata adulta bajo perspectiva columnar, empleando planos de corte 

coronales. Paradójicamente, la situación topológica de estos dos núcleos es la 

contraria según el modelo prosomérico; situándose el núcleo DPM justamente 

ventral al núcleo VPM (comparar Figs.1A;B y Fig.3).  

Las células del VPM en ratón presentan receptores para las hormonas 

leptina e insulina (Donato y Fuzeti, 2011; Elmquist y col., 1998) relacionadas con 
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el balance energético. También contiene receptores de andrógenos (Donato y 

Fuzeti, 2011; Simerly y col., 1990), cerca del 50% de células que tienen el receptor 

de leptina también contienen el receptor de andrógenos (Cara y col., 2020).  Las 

neuronas de este núcleo son glutamatérgicas (Ziegler y col., 2002), pero también 

expresan neuropéptidos moduladores como CART, Substancia P (Tac1), PACAP, 

neuropéptido Y (NPY) o encefalina (Donato y Fuzeti, 2011). Recientemente, en su 

estudio transcriptómico del hipotálamo, Mickelsen y col. (2020) han identificado 

8 subclusters celulares glutamatérgicos en el núcleo VPM adulto de ratón. 

Curiosamente, dos de ellos están formados por neuronas que expresan genes 

relacionados con la neurotransmisión catecolaminérgica, como el transportador 

de dopamina (DAT), la enzima DOPA descarboxilasa (Ddc) y el transportador de 

monoaminas VMAT2. Sin embargo, no hay expresión de tirosina hidroxilasa (Th) 

en estas células, por lo que no existe producción de catecolaminas en las mismas.  

Canteras y col. (1992) y Merlino y col. (2019) estudiaron las proyecciones 

del VPM, que manda eferencias a la sustancia gris periacueductal, el área tuberal 

lateral, el núcleo arcuato, el núcleo paraventricular hipotalámico, el área 

preóptica, varios núcleos BST paraseptales, el núcleo ventral lateral septal, y el 

núcleo amigdalar amígdalo-hipocampal.  El VPM recibe inputs de estructuras del 

cerebro anterior relacionadas con el sistema vomeronasal (Cavalcante y col., 

2014). 

Las neuronas del núcleo VPM regulan el desarrollo de la pubertad, 

recibiendo señales de leptina y estimulando a la hormona liberadora de 

gonadotropina (Donato y col., 2011, Childs y col., 2021). En este proceso, parecen 

tener especial importancia las neuronas del VPM que contienen el neuropéptido 

modulador PACAP (Ross y col., 2018).  Anteriormente, se reportó que el núcleo 

VPM modula la liberación de hormona luteinizante a través de una vía 

desencadenada por la recepción de odorantes (Beltramino y Taleisnik, 1985). 

Recientemente, se ha reportado que las neuronas glutamatérgicas del VPM que 
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expresan el transportador de dopamina (DAT), regulan comportamientos de 

agresividad en ratones macho, estableciendo roles de dominancia y sumisión 

(Stagkourakis y col., 2018, Chen y col., 2020). Estos autores observaron que la 

activación de proyecciones de neuronas DAT positivas del VPM a la porción 

lateral del VM, desencadenan comportamientos de ataque, mientras que la 

activación de proyecciones de neuronas DAT a núcleos retromamilares favorecen 

comportamientos de recompensa (Stagkourakis y col., 2018).  

Aunque se ha estudiado el perfil molecular, la conectividad y la función del 

núcleo VPM, no existen estudios que traten directamente su desarrollo 

embrionario. Puelles y col. (2012) sugieren un origen RM de la población VPM, 

basado en el análisis descriptivo de expresión de los genes Irx5, Nos1, Pknox2 y 

Tac1 en diversos estadios embrionarios. Estos autores postulan que esta 

población, posiblemente, se origina en el área RM, y subsecuentemente migra 

tangencialmiente hasta su localización final. Nouri y Awatramani (2017), de 

manera independiente, sugieren la existencia de una migración tangencial que 

forma el “núcleo premamilar” a partir de una población que proviene de la placa 

del suelo, tras su análisis de la señal del marcador Foxa2 en ratones prenatales. 

Sin embargo, no hay análisis experimentales que confirmen estos postulados. 
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OBJETIVOS 



 

Teniendo en cuenta la ausencia de estudios experimentales enfocados en el 

análisis del desarrollo embrionario del núcleo VPM, se planteó el primer objetivo 

general: 

1. Testar la hipótesis planteada en Puelles y col. (2012) consistente en el 

origen RM del núcleo VPM y la migración tangencial de sus células hasta 

su localización final. Para este objetivo, además de la profundización en el 

análisis descriptivo con marcadores adicionales, se realizó una serie 

exhaustiva de marcajes experimentales con el fin de visualizar la migración 

tangencial in vitro.  

Los objetivos específicos que se plantearon fueron los siguientes: 

1.1. Acotar la zona del neuroepitelio en la que se originan las neuronas del 

VPM. 

1.2. Acotar temporalmente el evento migratorio. 

1.3. Describir la vía migratoria que siguen las neuronas inmaduras del 

núcleo VPM 

 

Un segundo objetivo planteado para este trabajo fue: 

2. Identificación de moléculas de señalización implicadas en el desarrollo del 

núcleo VPM. Para llevar a cabo este objetivo se analizó la expresión de 

determinadas moléculas implicadas en la proliferación, especificación y/o 

migración, y se estudió el fenotipo de algunos mutantes deficientes en 

ellas. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. Animales de experimentación 

 

De manera general se emplearon cerebros de ratones wildtype (cepa Swiss) 

en edades comprendidas entre E12.5 y E18.5. Además, se analizaron varios tipos 

de ratones transgénicos:  

- Ratones reporteros del ligando proteico Efnb2 (Efnb2::GFP), construido 

mediante la inserción del cassete de cDNA H2B-GFP en el primer exón del gen 

Efnb2 (Davy y col., 2006) Procesado en el laboratorio de Alice Davy, Universidad 

de Toulouse, CNRS-CBI (Toulouse, Francia) 

- Ratones knockout condicionales para el ligando ephrin-B2 (Efnb2cKO), 

generados mediante el cruce de hembras Efnb2lox/lox con machos Nestin::Cre. Los 

animales de la camada que contienen el gen Efnb2lox/lox y la recombinasa Cre bajo 

la acción del promotor de Nestin, pierden el gen específicamente en los 

progenitores neurales aproximadamente en el día E10. Estos ratones fueron 

procesados en el laboratorio de Alice Davy, Universidad de Toulouse, CNRS-CBI 

(Toulouse, Francia).  

-  Ratones knockout completos para la proteína Netrina-1 (Ntn1-/-), 

generosamente cedidos por Alain Chédotal (Sorbonne Université, INSERM, CNRS, 

Institut de la Vision, Paris, Francia) 

- Ratones knockout completos para el receptor de la Netrina-1, DCC (Dcc-/-

), generosamente cedidos por Alain Chédotal (Sorbonne Université, INSERM, 

CNRS, Institut de la Vision, Paris, Francia).  

- Ratones hipomorfos severos para el morfógeno Fgf8 (Fgf8neo/null), en los 

que queda sólo un 20% de proteína. Estos ratones fueron generosamente cedidos 

por Eduardo Puelles, Instituto de Neurociencias de Alicante (Alicante, España). 

  En todos los casos, se consideró día E0.5 a la primera mañana de la 

gestación, en la que se puede ver el tapón vaginal. 
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Todos los cerebros extraídos para la realización de inmunohistoquímica o 

hibridación in situ fueron fijados mediante inmersión en paraformaldehído (PF) al 

4% en búfer fosfato salino (PBS) durante una noche. Los cerebros que no se 

procesaron inmediatamente se guardaron en etanol 70% para preservarlos a 

largo plazo. Para cortar los cerebros se prepararon bloques de agarosa al 4% en 

PBS; se orientaba el cerebro en función del plano de corte y, una vez sólido, se 

seccionaba en el vibratomo (Leica) a 100 µm de grosor, si el tejido estaba 

destinado para hibridación in situ, o de 50 µm de grosor, si el tejido estaba 

destinado a inmunohistoquímica o inmunofluorescencia. 

2. Técnicas moleculares para la preparación de ribosondas 

 

La técnica de hibridación in situ, utilizada con frecuencia en este trabajo, 

consiste en la detección de RNA mensajero en un tejido, a través de la unión de 

una ribosonda monocatenaria de secuencia complementaria. A continuación, se 

explican los pasos realizados para la obtención de las ribosondas. 

2.1. Clonaje  

 

La mayoría de las ribosondas empleadas en este trabajo estaban 

disponibles en el laboratorio, con excepción de la específica para el producto de 

RNA mensajero del gen Foxa1. Para disponer de esta ribosonda, primero se clonó 

parte de su DNA codificante en un vector plasmídico conocido, p-GEM-T Easy 

(Promega), que después se replicó en bacterias competentes, para la obtención 

de múltiples copias y síntesis de la ribosonda. Las bacterias competentes con el 

plásmido que contiene el inserto de DNA de interés (en este caso Foxa1) se 

almacenan a -80ºC, pudiéndose recurrir a ellas cada vez que sea necesario. 
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2.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

En este caso, se clonó un fragmento de 909 pares de bases (pb) necesario 

para construir la ribosonda de Foxa1. La PCR lo amplificó de manera específica, 

para posteriormente llevar a cabo su unión al plásmido p-GEM-T Easy (Promega). 

La PCR es una técnica de biología molecular que produce múltiples copias 

de un fragmento concreto de DNA. Este proceso tiene lugar a través de una serie 

de ciclos: desnaturalización de la doble cadena de DNA, hibridación con el 

cebador, y amplificación del fragmento. Los componentes esenciales que marcan 

la especificidad del fragmento a amplificar son los cebadores, por lo que el primer 

paso fue su diseño mediante el uso de herramientas bioinformáticas (NCBI, 

ensembl). Los cebadores son oligonucleótidos (aproximadamente 20 bases) que 

flanquean la secuencia que se quiere amplificar, en este caso parte de la secuencia 

del gen Foxa1. Fueron construidos por la casa MWG-Biotech AG (Fisher Scientific 

Bonsai, España). 

Los cebadores que se utilizaron fueron los siguientes:  

-Izquierdo: MLFoxA1-02 AATACTACCGACTCCATACC 

-Derecho: MRFoxA1-02 AACACCACGTCCAACTGTGG 

El molde para la amplificación consistió en DNA codificante (cDNA) de 

cerebros en E14.5, momento en el que hay una elevada expresión del gen Foxa1. 

Para este trabajo se utilizó cDNA almacenado en condiciones óptimas, que se 

obtuvo previamente a partir de la retrotranscripción de RNA mensajero presente 

en tejido cerebral.   
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Tabla 1: Reacción para la PCR de amplificación del fragmento de cDNA de Foxa1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2: Programa del termociclador en el que se realizó la PCR 

 

Reactivos Volumen (µL) 

Buffer 5X 5 

dNTPs 0,5 

Taq Polimerasa 0,25 

Cebador izq. 2 

Cebador der. 2 

cDNA 0,5 

Agua (Sigma) 14.75 

Fases Tiempo Temperatura(ºC)  

Desnaturalización inicial 5’ 94  

Desnaturalización 30’’ 94 

 

38X 

Hibridación 1’ 58 

Elongación 1’ 72 

Elongación final 20’ 72  

Mantenimiento  4  
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Para aislar el fragmento de interés, se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 1% en TBS, que separa moléculas de ácidos nucleicos en función de su 

tamaño. El gel de agarosa se sumerge en una cubeta en tampón a pH 8, bajo el 

cual las moléculas de DNA presentan carga negativa, desplazándose hacia el polo 

positivo. Durante este proceso, el polímero de agarosa actúa como una matriz a 

través de la cual los ácidos nucleicos de menor peso molecular recorren distancias 

más largas, mientras que los de mayor peso molecular quedan más retrasados.  

En el caso presente se utilizó un gel de agarosa al 1% en TBS (Fig.5), puesto 

que los fragmentos de DNA esperados son mayores de 500 pb. Por cada 50 ml 

de agarosa se añade 0.25 µL de RedSafe (Roche), una tinción para la detección 

de ácidos nucleicos que emite fluorescencia verde. Después, se deja polimerizar 

la mezcla a 4 ºC en un soporte, con los peines para formar los pocillos en los que 

se carga el producto de la PCR. Una vez polimerizado, se cargaron varios pocillos 

del gel, dejando el primero y el último libres para cargar un marcador de pesos 

moleculares para tener una referencia del tamaño de los fragmentos obtenidos 

(Fig.5). 

 

 

Figura 5. Gel de agarosa, una vez finalizada la electroforesis, con el marcador de pesos 

moleculares a la izquierda y los fragmentos de DNA amplificados a la derecha 
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Una vez terminada la electroforesis, se visualizaron las bandas bajo 

fluorescencia, y se cortaron cuidadosamente las que eran compatibles con el 

fragmento de interés. Cada sección de agarosa con una banda aislada se 

introdujo en un tubo ependorf, y después se realiza un protocolo de extracción 

de DNA con un kit comercial (QIAquick Gel Extraction Kit,Qiagen). 

 

2.3. Ligación 

 

En este proceso se une el fragmento aislado previamente, a un plásmido 

bacteriano. Esto tiene como finalidad el almacenamiento permanente del 

fragmento de DNA, que sirve para construir la sonda, en bacterias competentes. 

De esta forma, se podrá recurrir a él cada vez que se precise, aprovechando el 

crecimiento rápido de las bacterias y su capacidad para replicar plásmidos de 

manera independiente de su DNA genómico. Se utilizó el plásmido comercial p-

GEM-T Easy Vector (Promega). Una vez preparada la reacción, se dejó a 4ºC 

durante toda la noche. 

2.4. Transformación 

 

Se trata de introducir el plásmido con el gen de interés (inserto) en 

bacterias competentes, para su futuro almacenamiento y replicación. Se utilizaron 

bacterias de la cepa XL1-Blue (Aligent technologies), sin endonucleasas, ni 

recombinasas. Se preparó en hielo una alícuota de bacterias por cada inserto de 

DNA experimental, además de una “control” con el plásmido pUC18, que sirvió 

para comprobar que la transformación había sido óptima. A continuación, para 

potenciar el proceso de transformación se añadió β-mercaptoetanol (1.7 µL por 

cada 100 µL de bacterias) y se dejó la mezcla 10 minutos incubando en hielo. 

Transcurrido este tiempo se añaden 50 ng del plásmido con el inserto a cada tubo 
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experimental, y 1 µL de vector pUC18 al tubo control, permitiendo que incubara 

en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se realizó un choque térmico para 

aumentar la porosidad de la membrana, y permitir la penetración del material 

genético sin afectar a la supervivencia bacteriana. Se depositaron los tubos con 

las bacterias y los plásmidos en un baño a 42ºC durante 45 segundos, y después 

se volvieron a depositar en hielo por 2 minutos. Entonces se añadieron 200 µL de 

medio S.O.C (Invitrogen, Cat. No. 15544-034) precalentado a 42 ºC, y se incubaron 

las bacterias a 37ºC durante 1 hora en un agitador (250 rpm).  

Es necesario distinguir las bacterias que han conseguido introducir el 

plásmido con el inserto de las que no. Para ello se plaqueó el volumen del cultivo 

bacteriano (200 µL) en placas de Agar-LB. De esta forma, crecieron colonias 

bacterianas aisladas que forman un mismo clon, de modo que se puede testar si 

llevan el plásmido con el gen. Para comprobar si el proceso de transformación 

fue eficiente se plaquearon 5 µL de las bacterias con el plásmido pUC18 en placas 

de Agar-LB con resistencia a ampicilina. Se dejaron incubando durante 17 horas 

a 37ºC. 

Media hora antes de plaquear las bacterias, se añadió IPTG (100 µL a 

10mM) y X-Gal (100 µL al 2%) a las placas de Agar-LB. La ampicilina sólo permite 

el crecimiento de las bacterias que presentan un gen de resistencia a este 

antibiótico. El IPTG y el X-Gal permiten que se diferencien las colonias bacterianas 

entre aquellas que tienen plásmidos con inserto, que serán blancas; o aquellas 

que tienen plásmidos sin inserto, que serán azules. Esto ocurre porque el 

fragmento de DNA se inserta en mitad del gen LacZ, truncando así su expresión. 

El IPTG es inductor de la expresión de LacZ, en presencia del sustrato X-Gal, cuyo 

producto de oxidación es de color azul. Por este motivo, una vez crecidas las 

bacterias, se seleccionaron colonias aisladas blancas. 
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Al día siguiente, se comprobó que en la placa control había 

aproximadamente 50 colonias (para el volumen de 5µL), tal y como aparece en el 

protocolo de la casa comercial. Como el resultado fue óptimo, se consideró que 

el proceso de transformación tuvo éxito. El siguiente paso necesario fue 

identificar qué colonias contienen el inserto de Foxa1. Se realizaron dos pasos 

paralelos: una PCR “colony” que determina si en una colonia particular está el 

DNA de interés, y una siembra en placa de Agar-LB con resistencia a ampicilina, 

para obtener mayor cantidad de los clones bacterianos que contenían el inserto. 

En primer lugar, se preparó la mezcla para la PCR y se repartió en los tubos (1 por 

colonia). Después, se seleccionaron colonias blancas bien aisladas y se pinchó, de 

una en una, con una punta desechable de pipeta que se agitó en uno de los tubos 

de PCR. Después, con esa misma punta se sembró en una sección bien dividida 

de la placa de Agar-LB. Se repitió el proceso con cada colonia para realizar la PCR 

en el termociclador, y después se incubó la placa de Agar-LB hasta el día siguiente 

(37ºC). 

La PCR “colony” se realiza con los cebadores M13 (5'- 

GCCAGGGTTTTCCCAGTCAC -3'; 5'- GGAAACAGCTATGACCATG -3', que hibridan 

con las secuencias M13 que flanquean el sitio de clonación del plásmido pGEM-

T.   

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos Volumen (µL) 

Buffer PCR 5X 2.5 

dNTP mix 10X 0.25 

M13 F (10pmol) 0.5 

M13 R (10pmol) 0.5 

Taq Pol (Promega) 0.063 

Agua (Sigma) 8.68 



54 
 

Tabla 3: Reacción para la PCR “colony” 

 

Fases Tiempo Temperatura(ºC)  

Desnaturalización inicial 5’ 94  

Desnaturalización 30’’ 94  

38X Hibridación 1’ 58 

Elongación 1’ 72 

Elongación final 20’ 72  

Mantenimiento  4  

 

Tabla 4: Programa del termociclador para la PCR “colony” 

 

Al finalizar la PCR, se realiza la electroforesis pertinente en gel de agarosa 

al 1%, se fotografía el gel, y se comprueba qué clones contienen un fragmento 

de un tamaño susceptible de ser el inserto. Al día siguiente se cultivan las colonias 

que contienen el inserto, con la doble finalidad de conservar las bacterias a -80ºC 

para acceder a este material genético, cuando se precise, y para aislar el DNA 

plasmídico y enviarlo a secuenciar, comprobando definitivamente la secuencia 

del inserto. El aislamiento del DNA plasmídico se realiza mediante el kit comercial 

para miniprep (Qiagen), que se basa en la lisis bacteriana y purificación del 

plásmido. 

Para saber qué RNA Polimerasa es la adecuada para transcribir la secuencia 

en cada clon, hay que conocer la posición del inserto en el plásmido de los clones 

que se vayan a utilizar. Para ello se realizó una PCR de orientación, similar a la 

PCR “colony”, con la particularidad de que en este caso se utiliza sólo uno de los 
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cebadores (M13F o M13R) para cada tubo de reacción. El cebador con el que se 

consigue amplificación indica la orientación del inserto. 

 

2.5. Linealización 

 

Para transcribir la ribosonda primero se debe obtener una molécula lineal 

a partir del DNA plasmídico circular. Este proceso se puede realizar mediante 

restricción enzimática o por medio de PCR. En este caso se realizó por PCR, 

utilizando cebadores específicos de las secuencias del bacteriófago M13, que 

flanquean el inserto más los sitios de reconocimiento de las enzimas necesarias 

para la síntesis de la ribosonda. Se utilizan 0.2 µL del DNA diluido (1/100) 

resultado de la miniprep. 

Después de la PCR se realizó una electroforesis para aislar las bandas con 

el lineal, y posteriormente se purificó en el kit de extracción de gel de agarosa 

(QIAquick Gel Extraction Kit,Qiagen). 

2.6. Síntesis de la ribosonda  

 

Consiste en una transcripción in vitro, cuyo producto es la molécula 

monocatenaria de RNA complementaria al RNA mensajero del gen que nos 

interesa, Foxa1. Para esta reacción se necesita, fundamentalmente, una RNA 

Polimerasa y el DNA lineal obtenido previamente. Es importante tener en cuenta 

la orientación del inserto en el vector plasmídico para sintetizar el RNA 

antisentido, que será el complementario del RNA mensajero que se quiere 

detectar. Consultando los resultados que se obtienen en la PCR de orientación 

del fragmento, se identifica qué RNA Polimerasa se debe emplear, en este caso 

la T7. Se prepara la mezcla de reacción y se incuba a 37ºC durante dos horas. 

Después se puede testar si se ha sintetizado bien la ribosonda utilizando 1 µL del 
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producto de la reacción y realizando una electroforesis en un gel de agarosa al 

1%, en el que se cargará también el lineal de DNA como control. 

 

 

Reactivos Volumen (µL) 

Bufer transcripción (10X) 2 

dNTPs-digoxigenina (10X) 2 

Inhibidor RNAasa 0.5 

RNA Polimerasa T7 2 

cDNA (0.2-2 ng/µL) - 

Agua (Sigma) Ajustar 

 20 (vol. Final) 

 

Tabla 5: Reacción de transcripción in vitro para la obtención de ribosondas 

 

A continuación, se precipitó la ribosonda en cloruro de litio y etanol 100º 

a -20ºC durante un mínimo de dos horas. Después se centrifugó (11.000 rpm, 

4ºC) durante 15 minutos, descartándose el sobrenadante y resuspendiendo el 

pellet en 500 µL de etanol 70º frío. Se volvió a centrifugar, y de nuevo se retiró el 

sobrenadante y se dejó secar el pellet. Una vez seco, se resuspendió en 30 µL de 

agua purificada (Sigma). Para su correcta preservación a -20ºC se añadieron 30 

µL de formamida desionizada. 

2.7. Obtención de sondas previamente almacenadas 

 

Se utilizaron otras sondas que ya estaban almacenadas previamente en 

bacterias transformadas, en glicerol y a -80ºC. En estos casos, se realizó un cultivo 
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de dichas bacterias que contienen el plásmido con el gen que codifica para la 

sonda de interés. Primero se realizó un pre-cultivo picando en el tubo que 

contiene las bacterias con una punta de pipeta y depositándola en 7 ml de LB con 

ampicilina. Este pre-cultivo se incubó durante 2 horas a 37ºC en agitación. 

Transcurrido este tiempo, y una vez comprobado que el medio esta turbio, se 

añade este volumen a un matraz con 43 mL de LB+ Ampicilina, y se incuba 

durante toda la noche en las mismas condiciones previamente descritas. Este 

cultivo de mayor volumen se realiza con el fin de obtener suficiente cantidad de 

plásmido, que se aislará mediante midiprep (Qiagen). Una vez aislado el plásmido 

bacteriano se obtuvo el plásmido lineal, en este caso por enzimas de restricción 

(2 horas a 37ºC). El motivo de utilizar enzimas de restricción fue el diverso origen 

de las sondas seleccionadas, en algunos casos procedentes de otros laboratorios, 

y en otros casos comerciales. Los plásmidos recombinantes eran diferentes, y 

resultó más sencillo utilizar las enzimas de restricción.  En estos casos, después 

del protocolo de linealización por restricción, es necesario realizar un protocolo 

de purificación del lineal obtenido, para retirar restos de enzima y de búfer de 

restricción. Una vez purificado el lineal se sintetiza la sonda como se describió en 

el apartado anterior. 

 

 

                                             

 

 

 

 

Tabla 6: Reacción para la obtención de lineal mediante digestión enzimática. 

 

Reactivos Volumen (µL) 

Buffer restricción 5 

Enzima de restricción 2 

DNA (5 (µL) - 

Agua (Sigma) Ajustar 

 50 
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Ribosonda Enzima de restricción RNA Polimerasa Fuente 

Ebf3 XhoI T7 Sonia Garel lab. 

Efnb2 SphI, SacII SP6 Luis Puelles lab. 

Fezf2 EcoRI/HindIII T3 imaGenes 

Foxb1 SphI/NcoI/SacII SP6 Luis Puelles lab. 

Nr4a2 SpeI, SalI, SacI, NsiI T7 Luis Puelles lab. 

Sim1 EcoRI T7 Cheng Ming Fan lab. 

 

Tabla 7: Información para la síntesis de ribosondas utilizadas 

 

3. Hibridación in situ 

 

Esta técnica sirve para detectar la expresión de un gen determinado en un 

tejido. Todas las ribosondas empleadas fueron sintetizadas con nucleótidos 

marcados con digoxigenina. El fundamento consiste en la hibridación de la 

ribosonda complementaria con el RNA mensajero, que posteriormente será 

detectada con un anticuerpo selectivo para la digoxigenina conjugado con 

fosfatasa alcalina. La señal azul que revela la presencia del anticuerpo y la sonda, 

y por tanto del RNA mensajero en el tejido, se produce mediante una reacción 

enzimática en presencia de la fosfatasa alcalina y de sus sustratos NBT/BCIP 

(Roche).  

La hibridación in situ se realizó en cortes flotantes de 100 µm de grosor, 

contenidos en una placa de seis pocillos. El primer día se comenzó 

permeabilizando el tejido con varios lavados de PBT de 10 minutos de duración. 

A continuación, se realizó un lavado intermedio en PBT-Búfer de hibridación (1:1), 

y después el paso de pre-hibridación, consistente en la incubación del tejido con 

búfer de hibridación en un baño a 60ºC. La placa con el tejido se colocó sobre 
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una gradilla, sin contacto directo con el agua del baño. Este paso de pre-

hibridación ha de durar un mínimo de una hora. Después se realizó la hibridación, 

incubando el tejido con la ribosonda diluida en búfer de hibridación nuevo 

durante toda la noche en el baño a 60 ºC. 

El segundo día, tras el reciclado de la sonda, se realizan dos lavados con el 

búfer 1 (30 minutos cada uno, 60ºC), y a continuación dos lavados con el búfer 2 

(30 minutos cada uno, 60ºC), de diferentes concentraciones salinas. Después se 

lavó con MABT (10 minutos), y a continuación, se realizó un paso de bloqueo (1 

Boehringer blocking reagent: 2 Sheep serum), para disminuir la probabilidad de 

uniones inespecíficas del anticuerpo anti-digoxigenina. Para finalizar el segundo 

día de reacción, se añadió el anticuerpo diluido en solución de bloqueo y se dejó 

incubando durante toda la noche. 

El tercer día comienza con cinco lavados de MABT de 30 minutos de 

duración, cada uno. Después se incuba durante 20 minutos con la solución NTMT 

en la que se va a producir la reacción coloreada, en este caso sin los sustratos 

NBT/BCIP. A continuación, se cambió la solución añadiendo NTMT con NBT/BCIP 

y se dejó revelar, revisando frecuentemente, y teniendo en cuenta que puede 

tardar varias horas. 

Una vez finalizada la reacción se lavó el tejido varias veces con PBS, se 

ordenaron los cortes y se montaron en portaobjetos. Tras su secado, se 

deshidrataron en sucesivos pasos de etanol (70, 90, 100) y xilol, y finalmente se 

montaron con cubreobjetos y medio de montaje Eukitt.  
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4. Técnicas de inmunodetección 

 

Detectan proteínas concretas mediante anticuerpos específicos, pudiendo 

identificar así las células, o poblaciones celulares, que expresan una proteína 

particular 

4.1. Inmunohistoquímica 

 

Se utilizaron anticuerpos primarios policlonales, capaces de unirse a varios 

epítopos de un antígeno particular (la proteína que se va a detectar). Los 

anticuerpos secundarios, que se unen al primario, estaban conjugados con 

biotina. Cada molécula de biotina tiene la capacidad de unir cuatro moléculas de 

avidina. Se aprovecha esta capacidad para amplificar la señal. El complejo avidina-

streptavidina (Complajo ABC, Vectastain) que contiene la peroxidasa de rábano, 

se une al anticuerpo secundario. La peroxidasa de rábano en presencia de agua 

oxigenada y diaminobencidina (DAB) provoca una reacción coloreada marrón en 

aquellas poblaciones que contienen los anticuerpos y, por tanto, la proteína que 

se desea detectar.  

El protocolo de inmunohistoquímica que se siguió se completó en dos 

días, en cortes flotantes de cerebro de 100 µm de grosor. Habitualmente, después 

de haber sido procesados con la técnica de hibridación in situ. El primer día se 

realizaron tres lavados con PBT en agitación. Después, para inhibir a la peroxidasa 

endógena del embrión, se incubaron los cortes con H2O2 al 0.3% en PBS en 

oscuridad (placa cubierta con papel de aluminio) durante 15 minutos. A 

continuación, se lavaron los cortes, al menos tres veces, con PBT (10 minutos). 

Posteriormente, se realizó el paso de bloqueo con albúmina de suero bovino 

(BSA) al 3% en PBT. Por último, se añadió el anticuerpo primario a la 

concentración indicada por el fabricante, y se deja incubando a 4ºC durante 24 o 

48 horas. 
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El segundo día se realizaron varios lavados en PBT de 10 minutos cada 

uno, tras reciclar el anticuerpo primario. Después, se incubó el tejido con un 

anticuerpo secundario biotinilado, y apropiado para el anticuerpo primario que 

se había utilizado. Por ejemplo, si te utilizó un anticuerpo anti-Foxa1 desarrollado 

en conejo, se utilizó un anticuerpo anti-conejo desarrollado en cabra. Los 

anticuerpos secundarios se utilizaron a la concentración de 1:200. El tejido se 

incubó con el anticuerpo secundario durante dos horas. Tras este periodo se 

realizan varios lavados con PBT, después de los cuales se incuba el tejido con el 

complejo ABC (Vectastain, 1/350 en PBT), previamente enfriado a 4ºC, durante 1 

hora y 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se lavó el tejido sucesivas veces con 

PBT y después con Tris-HCl pH 7.5 0.05 M (x3 10 minutos). Después se cambió 

por medio de revelado (0.01DAB en 1 ml de Tris-HCl, 2 ml en cada pocillo de la 

placa) y se incubó durante 20 minutos en agitación. Para revelar el anticuerpo, se 

añadieron 4 µL de H2O2 al 0.3% en agua filtrada, y se permitió que se produjera 

la reacción en agitación y en oscuridad. El anticuerpo se revela durante la primera 

media hora tras la reacción, revisándose varias veces en la lupa en este intervalo. 

Después se lavaron los cortes varias veces con Tris-HCl. Se ordenaron, cortaron, 

y montaron de la misma manera que los cortes a los que se les realizó hibridación 

in situ. 

4.2. Inmunofluorescencia 

 

Se detectan proteínas de interés, en células o poblaciones celulares, 

mediante un anticuerpo secundario con un fluorocromo conjugado, que emite a 

una longitud de onda particular. Esta característica permite detectar co-

localizción de señales en la misma célula. Por este motivo, esta técnica se realizó 

sobre cultivos organotípicos, o como doble inmunofluorescencia, para detectar 

varias señales simultáneamente. Se realizó sobre los explantes enteros 

previamente fijados (apartado 5) o sobre cortes de 50 µm de grosor, de cerebros 



62 
 

previamente extraídos y fijados. Se utilizaron los mismos anticuerpos primarios 

policlonales que en la inmunohistoquímica clásica, revelada en Tris-HCl-DAB. 

 

 

Tabla 8: Lista de los anticuerpos primarios y secundarios y concentración a la que se usaron. 

 

5. Cultivos organotípicos y su marcaje 

 

5.1. Mantenimiento de cultivos organotípicos in vitro 

 

Con el fin de visualizar la hipotética corriente migratoria tangencial, se 

realizó una aproximación experimental in vitro, que consistió en el marcaje 

fluorescente de explantes del tubo neural obtenidos en los días E11.5, E12.5 y 

E13.5, intervalo en el que debería ocurrir la postulada migración tangencial. 

Los embriones se extrajeron rápidamente y se decapitaron en medio ACSF 

a pH 7.4 (4 mM KCl, 1.5 CaCl2, 0.75 mM MgCl2, 129 mM NaCl), manteniéndose 

las cabezas en este mismo medio enfriado en hielo, durante el todo el periodo 

de procesamiento. Tras liberar completamente el cerebro de la piel y las 

Anticuerpos primarios Fuente 

Rabbit anti Foxa1 (1:200) ab23738, Abcam 

Goat anti Nr4a2 (1:200) AF2156, RyD Systems 

Rabbit anti Otp (1:50) Antonio Simeone lab. 

Anticuerpos secundarios (1:200) Fuente 

Biotinylated goat anti rabbit  Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 

Donkey anti-goat Alexa 594 Thermo Fisher Scientific 

Donkey anti-rabbit Alexa 488 Thermo Fisher Scientific 

Donkey anti rabbit Alexa 647 Thermo Fisher Scientific 
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meninges, se descartaron las vesículas telencefálicas, y se separaron ambas 

mitades del tubo neural por la línea media. Cuidadosamente, con ayuda de una 

pipeta estéril de plástico ancha, los explantes se depositaron en insertos de 

cultivo con una membrana de 0,4 µM de poro (Millicell Millipore, PICM0RG50) 

con la parte superficial del cerebro en contacto con la membrana y la parte 

ventricular en contacto con el aire. Los insertos con los explantes se depositaron 

en placas de Petri pequeñas e individuales a las que se les añadió un mililítro de 

medio de cultivo MEM suplementado (1% PenStrep, 0.065% glucosa, 0.5% 

glutamina, y 1% de suero bovino fetal con el complemento inactivado por 

temperatura). De esta forma, el explante quedaba fijo en la membrana, 

permitiendo el intercambio de oxígeno por su parte superior, y de nutrientes del 

medio de cultivo por su parte inferior. Después de una hora de aclimatación en 

un incubador (37ºC, 5% CO2), se realizó el marcaje de los explantes en la zona de 

interés, y se cambió el medio MEM por Neurobasal suplementado (1% PenStrep, 

0.065% glucosa, 0.5% glutamina, y 1% de suplemento B27. Los cultivos 

organotípicos estuvieron en incubación durante 48 horas (37ºC, 5% CO2). 

Para realizar el marcaje de los explantes, se utilizó el marcador fluorescente 

CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetato; ThermoFisher, C2925) que emite 

en el rango de la fluoresceína (verde). Este trazador presenta dos ventajas a la 

hora de estudiar migraciones neuronales. La primera es que, puesto que se trata 

de un marcador hidrofílico, no marca conexiones neuronales como sí ocurre con 

el DiI (carbocianina lipofílica). El CMFDA se internaliza en el citoplasma de las 

células vivas sin marcar conexiones neuronales y permitiendo así una visión más 

clara de las células en movimiento. La segunda ventaja consiste en la posibilidad 

de realizar inmunofluorescencia sobre el marcaje con CMFDA, sin perder su señal. 

Esto no es posible con el trazador DiI, que se pierde con los lavados de PBT, 

necesarios para permeabilizar el tejido durante la inmunohistoquímica. El CMFDA 

se preparó sobre partículas de tungsteno (BioRad,#165229) como se describe en 

Alifragis, 2002. 
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Después del periodo de incubación de 48 horas, los explantes se fijaron 

con PF al 4% en PBS durante 10 minutos (4ºC). Después se lavaron y mantuvieron 

en PBS para, posteriormente, realizar una inmunofluorescencia simple o doble 

que permitiese identificar las células migradas. 

5.2. Mapa de marcaje en cultivos organotípicos 

 

Para colocar de manera coherente una partícula de tungsteno con CMFDA 

en todos los especímenes, diseñamos un mapa arbitrario del área RM. En primer 

lugar, se dividió este área aproximadamente en sus mitades dorsal y ventral. Tras 

analizar los primeros resultados experimentales, se observó escasa migración 

desde la parte ventral, y más actividad en la parte dorsal. Por lo tanto, para acotar 

la microzona donde existe más actividad migratoria se dividió la mitad dorsal de 

RM en tres partes “ventrodorsales” adicionales. Estas particiones ventrodorsales 

se identificaron numéricamente: 4 (la mitad ventral del área RM), 3,2,1 constituyen 

la mitad dorsal, en la que 3 es la parte más cercana a la mitad ventral y 1 es la 

parte más dorsal, en contacto con la banda PRM. 2 es la parte que se sitúa entre 

la zona 3 y la 1. Además, se realizaron divisiones rostrocaudales del territorio que 

se designaron con las letras: C (caudal), M (intermedio, del inglés “middle”) y R 

(rostral). Los casos se clasificaron según las coordenadas de su marcaje. Por 

ejemplo, si se había marcado rostralmente en la subdivisión más dorsal del mapa, 

se denominó “1R”. 
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6. Procesamiento y análisis de imagen 

Se escanearon los portaobjetos con los cortes de ISH o ISH/IHQ para 

obtener imágenes de alta resolución con el software Aperio ImageScope (Leica 

Biosystems). Las imágenes de IF en material previamente fijado, o cultivos 

organotípicos se obtuvieron con un microscopio confocal Leica SP8, de manera 

secuencial cada 3µm (Z). Las planchas se construyeron con los softwares Adobe 

Photoshop y Adobe Illustrator. 

  

Figura 6. Esquema diseñado para los marcajes 

de cultivos organotípicos. Se representan las 

estructuras que componen la parte ventral del 

hipotálamo basal: Tu (tuberal), PM (perimamilar), 

PRM (perirretromamilar), M (mamilar) y RM 

(retromamilar en morado). El área RM se divide 

ventrodorsalmente en las partes 4, 3, 2, 1. Nótese 

que la parte 4 corresponde a la mitad ventral del 

área RM y 3,2,1 a la mitad dorsal. La división en 

tres partes adicionales fue una modificación 

posterior, debido a la mayor tasa de éxito al 

realizar el marcaje en esta mitad dorsal.  Además, 

se realizó una división caudo-rostral del territorio 

RM, que se identifica con las letras blancas: C 

(caudal), M (intermedio, del inglés “middle”) y R 

(rostral). 
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RESULTADOS 
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1. Búsqueda preliminar de marcadores del núcleo VPM 

 

Se realizó una búsqueda preliminar de marcadores del núcleo VPM con la 

herramienta AGEA del Allen Developing Mouse Brain Atlas 

(https://developingmouse.brain-map.org), en los días de desarrollo E13.5, E15.5, 

E18.5 y P14. De los 22 genes seleccionados (Tabla 9), 14 se expresan en el área 

RM durante E13.5 y 16 durante E15.5. Otros genes que no se expresan en el área 

RM (Ar, Foxp1, LepR, Tac1) marcan tardíamente el VPM.  

Además, se analizó la expresión en el núcleo subtalámico (STh) y en el 

núcleo premamilar dorsal (DPM). Genes como Foxa1, Lmx1a, Lmx1b y Pbx3 son 

marcadores tanto del núcleo VPM, como del complejo nuclear STh. El gen Nr4a2 

es marcador de los núcleos VPM y DPM, pero no del complejo STh. Los 

marcadores Bcl11a y Grik2 son comunes a todas estas estructuras. 

Se seleccionaron los genes Foxa1 y Nr4a2 para realizar un análisis 

descriptivo detallado del área RM y del núcleo VPM. Ambos marcadores tienen 

en común su expresión tanto en el área RM como en el núcleo VPM, pero difieren 

en su expresión en el núcleo STh (positivo para Foxa1 y negativo para Nr4a2) y 

en el núcleo DPM (positivo para Nr4a2 y negativo para Foxa1).  

 

 

  

https://developingmouse.brain-map.org/
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Gene RM VPM STh  DPM 

 E13.5 E15.5 E18.5 P14 E15.5 E18.5 P14 E15.5 E18.5 P14 E15.5 E18.5 P14 

Alcam X X X X X X X       

Ar       X      X 

Bcl11a X X X  X X  X X  X X  

Calb2 X X X X  X X  X X  X X 

Foxa1 X X X X X X X X X X    

Foxp1      X   X   X  

Foxp2 X X X X X X X X X X    

Grik2 X X X  X X   X  X X  

Irs4     X X X       

Irx1 X X   X X X       

Irx3 X X   X X X       

Irx5 X X   X X X       

LepR       X       

Lmx1a X X X X X X X X X X    

Lmx1b X X X X X X X X X X    

Nos1  X X X X X X   X   X 

Nr4a2 X X X X X X X    X X X 

Pbx3 X X X  X X X  X X    

Pknox2 X X X   X      X  

Satb1  X X X X X X       

Slc6a3       X       

Tac1      X X  X X   X 

 

Tabla 9. Marcadores del núcleo VPM seleccionados del Allen Developing Mouse Brain Atlas. 

Se analizó la expresión de estos marcadores en RM en los días E13.5, E15.5, E18.5 y P14. También 

se analizó la expresión en VPM, el núcleo subtalámico y el núcleo DPM a partir de su formación, 

en E15.5, E18.5 y P4. 
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2. Análisis descriptivo del área RM y del núcleo VPM 

 

2.1. Marcadores retromamilares y su expresión diferencial en los núcleos 

VPM y/o STh 

 

Para ilustrar algunos de los patrones de expresión encontrados en la 

búsqueda preliminar, se seleccionaron imágenes de ISH del Allen Developing 

Mouse Brain Atlas en los días E13.5 y E18.5. 

Lmx1a aparece fuertemente expresado en E13.5 en toda la extensión del 

área RM. Secciones mediales en plano sagital muestran señal en el área 

ventricular, posiblemente en los niveles de suelo y placa basal (Fig.7A). La 

incipiente posible corriente migratoria ventral premamilar (será denominada 

VPMms, por el inglés “migratory stream”) aparece en secciones laterales en la 

zona del manto (Fig.7B). En E18.5 permanece marcada el área RM, así como los 

dos núcleos VPM y STh, que se sitúan a distintos niveles medio-laterales, siendo 

el último más superficial que el primero. El núcleo parasubtalámico (PSTh), 

también aparece marcado con Lmx1a. Se trata de otro posible derivado del área 

RM que se sitúa más rostral que el núcleo STh en el dominio RTu (Fig.7C,D). 

El patrón de Foxa1 es similar al de Lmx1a (RM, VPM, STh, PSTh; Fig.7E-H). 

Los tránscritos del primero, también están presentes en la capa ventricular del 

suelo y basal. Lateralmente, esta población RM Foxa1 se encuentra ventral al 

tracto mamilotegmental (mtg), siendo negativa la parte dorsal de este dominio 

en comparación con los otros marcadores (comparar Fig.7F con Fig.7B,J,N,R). 

Tanto las poblaciones STh/PSTh, como el núcleo ventral son positivos para este 

marcador (Fig.7G,H) 

La señal de Nr4a2 se extiende en las placas del suelo y basal de RM en 

E13.5 (Fig.7I,J). A nivel lateral se observa, similar a como ocurría con el gen Lmx1a, 

el posible inicio de la VPMms (Fig.7J). En E18.5 Nr4a2 se expresa selectivamente 
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en el núcleo VPM, siendo el complejo STh/PSTh negativo para este marcador 

(Fig.7K,L). 

El gen Irx5 marca una subpoblación escasa en la parcela rostral del área 

RM a nivel medial (Fig.7M). En secciones más laterales aparece ampliamente, 

bordeando ventral y dorsalmente el tracto mamilotegmental (Fig.7N). Este gen, 

como Nr4a2, marca VPM, pero excluye las poblaciones STh y PSTh (Fig.7O,P)  

Finalmente, los tránscritos de Pitx2 son abundantes en el área RM en E13.5. 

Esta expresión invade la región M más próxima a RM, mostrando continuidad 

medio-lateral en este día del desarrollo (Fig.7Q,R). Curiosamente, en E18.5, este 

gen, que continúa expresándose en el área RM, no revela el núcleo VPM, pero sí 

da señal en el complejo STh/PSTh (Fig.7S,T). 

Estos patrones revelan que el área RM puede estar compuesta por varias 

subpoblaciones. 

 

 

 

 

 

Figura 7:  Varios marcadores retromamilares y su participación diferencial en 

migraciones tangenciales. Los cinco marcadores génicos indicados se expresan, al menos 

parcialmente en el área RM en E13.5 (secciones sagitales medio-laterales en A, B; E, F; I, J; M, 

N; Q, R; imágenes del Allen Developing Mouse Brain Atlas). Se comparan con secciones medio-

laterales equivalentes en E18.5 (C, D; G, H; K, L; O, P; S, T) que muestran tres tipos de 

resultados de marcaje en cuanto al núcleo VPM, y al complejo STh y PSTh, migrados desde el 

área RM.  Lmx1a y Foxa1 marcan todas estas estructuras (VPM, STh/PSTh en C, D; G, H); Nr4a2 

o Irx5 sólo marcan el VPM (K, L; O, P); Pitx2 sólo marca los núcleos STh/PSTh (S, T). Las barras 

de escala equivalen a 200 µm. 
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2.2. Posición del núcleo VPM, el área RM y su puente de unión en el 

hipotálamo basal. 

Se seleccionaron marcadores de las estructuras vecinas al área RM y al 

núcleo VPM para conocer con precisión su disposición en el hipotálamo basal al 

final de su desarrollo embrionario. Estos genes seleccionados fueron: Ebf3, Fezf2, 

Foxb1, Nkx2.1 y Sim1.  Además, se analizaron postnatalmente los genes Hdc, 

selectivo de las neuronas histaminérgicas del dominio longitudinal TuV/RTuV y 

Gad2, marcador de neuronas GABAérgicas en la región TuI/RTuI. 

En E18.5 Nr4a2 se expresa en el área RM y en los núcleos VPM y DPM 

(Fig.8A,B). Ambos quedan conectados con el área RM por medio de un “puente” 

de células Nr4a2 positivas, sugiriendo que se producen migraciones tangenciales 

para formar estas estructuras.  

La señal de Nkx2.1 marca el manto de la placa basal hipotalámica, con 

excepción de RM, VPM y su puente de unión. La porción de PM ocupada por 

DPM, posiblemente migrado, presenta una señal considerablemente más baja 

(Fig.8C, D). 

Ebf3 se expresa en la banda PM, así como en parte del área RM y PRM. 

Algunas células Ebf3 quedan solapando con las propias del puente de conexión 

entre RM y VPM, en el lugar donde éste atraviesa la banda PM (Fig.8E). Fezf2 es 

marcador selectivo del núcleo DPM. Esta estructura se sitúa justamente ventral al 

núcleo VPM, formándose en el área que ocupa la banda PM y solapando 

parcialmente con la porción dorsal del cuerpo mamilar (Fig.8F). 

Foxb1 es un marcador selectivo del área M. En la zona donde se localiza el 

núcleo DPM, la señal Foxb1 disminuye su intensidad (Fig.8G).  Sim1 se expresa 

tanto en el área M, como en el dominio PRM-PM, incluyendo el núcleo DPM. 

Estos dos marcadores están ausentes tanto de RM como de VPM (Fig.8H). En 
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contraste, Nr4a2, Foxa1, y también otros como Irx5 y Lmx1a marcan RM y VPM, 

y dejan negativas las áreas M, PM y PRM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Marcaje de algunas estructuras vecinas próximas a RM y VPM en E18.5. (A, B) Dos 

secciones sagitales medio-laterales mostrando el núcleo DPM ventral al VPM; esta pequeña 

población también parece realizar una migración tangencial desde la zona RM (A) al área PM 

(contorno discontinuo en B); donde también se observa cierto marcaje de baja intensidad con el 

factor de transcripción Nr4a2. (C, D) Dos secciones sagitales medio-laterales de imágenes de ISH 

de Nkx2.1 extraídas del Allen Developing Mouse Brain Atlas. Se trata de un gen que marca 

ampliamente la placa basal hipotalámica, con excepción del área RM (C, D), también deja sin 

marcaje el puente RM-VPM (C), y el núcleo VPM (D). (E-H) Imágenes seleccionadas de ISH con 

los marcadores Ebf3, Fezf2, Foxb1 y Sim1 combinadas con inmunorreacción del anticuerpo Foxa1, 

muestran el contraste entre la región RM, VPM y su puente con la región mamilar (M en G, H), 



74 
 

perimamilar/perirretromamilar (PM/PRM en E), y la señal DPM (en F, H). Las barras de escala 

equivalen a 200 µm. 

Hdc es un gen de expresión tardía en el desarrollo, cuyos tránscritos se 

visualizan en TuV/RTuV, dominio caracterizado por la presencia de neuronas 

histaminérgicas (Fig.9A). Paralelamente, Gad2 se expresa en TuI/RTuI, dejando 

negativo el dominio TuV/RTuV (Fig.9B). En estadios posteriores, las neuronas 

histaminérgicas aparecen más dispersas, probablemente debido a fenómenos de 

migración (asterisco rojo en Fig.9C,E). El contorno negativo del núcleo VPM se 

distingue con ambos marcadores Hdc y Gad2 (Fig.9C-F), siendo sugestivo de que 

se trata de una población no autóctona, localizada en el área de transición entre 

las áreas TuV-TuI. 

 

 

 

 

  

Figura 9: Posición relativa del núcleo VPM con respecto de las poblaciones Hdc y Gad2. 

Secciones sagitales en estadios postnatales tomadas del Allen Developing Mouse Brain Atlas. 

(A,C,E) Secciones con reacción de ISH con la sonda Hdc, marcadora de las neuronas 

histaminérgicas en el dominio TuV/RTuV. Se puede ver el contorno del núcleo VPM entre este 

dominio. Los asteriscos rojos en C,E indican la dispersión local de las neuronas Hdc. (B,D,E) 

Secciones con reacción de ISH con la sonda Gad2, marcadora de neuronas GABAérgicas del 

dominio TuI/RTuI. Se pueden apreciar los contornos negativos de los núcleos VPM y VM. Las 

barras de escala representan 200 µm. 
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2.3. Distribución heterogénea de Foxa1 y Nr4a2 durante el desarrollo del 

VPM 

Con el objetivo de seguir las etapas principales en el desarrollo del núcleo 

VPM, se realizaron hibridaciones in situ e inmunofluorescencias con los 

marcadores seleccionados, Foxa1 y Nr4a2, en cerebros de embriones entre los 

días E12.5 y E18.5 del desarrollo. En algún caso, combinando con el marcador Otp 

de la región adyacente PRM/PM. 

El primordio mamilar es claramente negativo para ambos marcadores en 

los días E12.5/E13.5 (Figs.10A-D,J,L,O,P; 11A-D). Nr4a2 se expresa fuertemente en 

la placa basal meso-diencefálica y en el área RM hipotalámica. El primordio del 

núcleo VPM no es identificable aún en estos días del desarrollo (Fig.10A-D,I-K). 

Sin embargo, la corriente migratoria del VPM (VPMms) se observa de manera 

incipiente medio-lateralmente a E12.5, y comienza a cruzar el dominio PM a E13.5 

(Figs.10B-D,J,K; 11D; 12). Foxa1 se transcribe a lo largo de toda la extensión radial 

del área RM (ventrículo, manto y superficie), mientras que la extensión de Nr4a2 

queda restringida a la capa del manto.  El gen Foxa1 se expresa principalmente 

en la parte ventral, tanto del área RM, como de la VPMms (Fig.10O,P). Existe una 

zona intermedia en el área RM donde hay solapamiento (células amarillas; 

cabezas de flecha blancas en Fig.11C) de los dos marcadores, Foxa1 y Nr4a2.  

Como previamente se mencionó, las áreas M y RM están dorsalmente 

delimitadas por un dominio longitudinal molecularmente distinto, definido como 

perimamilar/ perirretromamilar (PM/PRM). Esta banda expresa selectivamente el 

gen Otp. En E13.5, se observa a la VPMms a través de este dominio por su parte 

terminal estrecha, PM. Este cruce se visualiza con los dos marcadores, Foxa1 y 

Nr4a2 (Fig.12).  

En secciones parasagitales laterales se observa, desde E13.5, una extensión 

subpial dorsal de células Foxa1-positivas desde el área RM. Se trata de la corriente 
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migratoria conocida de los núcleos subtalámico (STh) y parasubtalámico (PSTh), 

cuyo curso queda restringido caudalmente en PHy, finalizando en el área 

retrotuberal (RTu) (Comparar Fig.7F con 7J, y Fig.7H con 7L). Esta corriente 

migratoria queda completamente separada de la VPMms (Figs.11I,J; 13A,B). Como 

se comentó previamente, las células Nr4a2 no participan en esta corriente 

migratoria de los núcleos STh/PSTh. 

En este mismo día del desarrollo, E13.5, se observa ventral a la VPMms, 

una corriente de células Nr4a2, que podría corresponder a las células que 

formarán el núcleo DPM. Esta corriente diverge de la VPMms en THy (Fig.10K). 

Ambas estructuras son fácilmente diferenciables; la VPMms sobrepasa el dominio 

PM hasta alcanzar TuI, mientras que la corriente Nr4a2 invade el área PM, sin 

alcanzar el dominio TuV o TuI. 

En E14.5, continúa el patrón RM marcadamente dividido en una zona 

ventral con mayoría de células Foxa1 (verde), y otra dorsal con mayor proporción 

de células Nr4a2 (magenta) (Fig.11E,F). Estos subdominios retromamilares están 

conectados por una banda estrecha de células que posiblemente contienen 

ambos factores de transcripción (cabezas de fecha blancas señalando población 

amarilla, Foxa1-Nr4a2 positiva en la Fig.11E). En este día del desarrollo, la VPMms 

se extiende rostralmente de manera oblicua hacia la región tuberal. En este 

momento, el primordio nuclear VPM comienza a emerger (Figs.10E,F,L,M,Q; 11F), 

identificando estos mismos tres tipos celulares: Foxa1 en la zona ventro-lateral, y 

células Foxa1-Nr4a2 en la parte central del núcleo, donde también hay células 

dispersas Nr4a2 positivas (Fig.11F,F’.F’’.F’’’.F’’’’). La VPMms diverge lateralmente 

hasta encontrarse cerca del límite del dominio local acroterminal (infundíbulo y 

área rostromedial tuberomamilar), quedando posicionado en el dominio TuV-TuI 

(Fig.10L,M).  
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El primordio subyacente DPM (Nr4a2 positivo) que se forma en la banda 

PM, muestra mayor intensidad de expresión Nr4a2 en E14.5 que en días 

embrionarios previos (Fig.10M). 

En E16.5, la VPMms disminuye en densidad, y tanto VPM como DPM están 

localizados en sus posiciones definitivas de THy (en TuV-TuI y PM, 

respectivamente; Fig.10G,H,N). Sin embargo, persiste un puente de conexión de 

ambos núcleos con el área RM, que continúa presente más tarde 

(Figs.10G,H,N;11G,I,J,K;13B). Este puente es visible postnatalmente con el gen Irs4 

para el caso de VPM (Fig.11K). 

En E18.5 continúa la distribución heterogénea de células Foxa1 y Nr4a2 

tanto en el área RM, como en el VPM. Las células Foxa1 están densamente 

agrupadas ventralmente, mientras que las células Nr4a2 se encuentran agrupadas 

dorsalmente, definiendo el borde dorsal de RM (Fig.11G) El puente de conexión 

RM-VPM, que permanece en E18.5, queda constituido mayoritariamente por 

células Foxa1. La población Foxa1 predomina particularmente en la parte más 

lateral del núcleo VPM, alcanzando el estrato superficial (VPMlat en Fig.11I,I’,J,J’). 

Ambos tipos celulares, Foxa1 y Nr4a2, así como células Foxa1-Nr4a2, se 

encuentran poblando densamente la parte central, o core del VPM (VPMc en 

Fig.11H,H’,J,J’).  

 

Figura 10. Detalles de la evolución de la VPMms y la formación del núcleo VPM durante el 

desarrollo embrionario. (A-H) Secciones sagitales de hibridación in situ con la sonda Nr4a2 

entre E12.5 y E16.5. (I-N) Secciones horizontales de hibridación in situ con la sonda Nr4a2 entre 

E12.5 y E16.5. (O-R) Secciones sagitales de hibridación in situ con la sonda Foxa1 entre E12.5 y 

E16.5. Las líneas negras en todas las imágenes marcan los límites interprosoméricos hipotalámico, 

diencefálico, y rostral mesencefálico (hp2, hp1, p3, p2, p1, m1), perpendiculares a las referencias 

longitudinales, aquí en la placa del suelo (comparar con la Fig.1B). En A-H cada día embrionario 

se representa en dos secciones sagitales, siendo la primera de nivel más medial que la segunda. 

Los planos de las secciones horizontales (particularmente J, M) se indican con líneas discontinuas 
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en G. Cada par de secciones horizontales de un mismo día embrionario contienen una sección 

ventral, cruzando el área mamilar (J, L) seguida de una sección dorsal, a través de la VPMms (K, 

M). (O-R) Las secciones sagitales marcadas con Foxa1 revelan su predominancia en la parte ventral 

de RM (comparando con la señal Nr4a2 en A-H). Las barras de escala equivalen a 200 µm. 
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Figura 11. Comparación de la señal de Foxa1 y Nr4a2 durante el desarrollo.  (A-F) Doble 

inmunofluorescencia de Foxa1 (verde) y Nr4a2 (magenta) en secciones sagitales mediales (A, C, 

E) y laterales (B, D, F) en embriones de ratón de días E12.5, E13.5 y E14.5, mostrando RM, M, 

VPMms, y el prospectivo núcleo VPM. Se observan diferencias en la distribución de ambos 

factores de transcripción, con un área intermedia con señal amarilla (Foxa1+Nr4a2), que se 

visualiza mejor en C y E (cabezas de flecha blancas). (F’-F’’’) Imágenes de mayor magnificación 

del área recuadrada alrededor del núcleo VPM en F muestran los canales separados y su 

conjunción, donde se aprecia la distribución de células únicamente Foxa1 positivas en la parte 

ventral del VPM. Estas imágenes son reconstrucciones tridimensionales de 50 µm de grosor de 

las imágenes tomadas secuencialmente en el microscopio confocal de 3 µm de grosor. La imagen 

en F’’’’ es una de las secciones de 3 µm, indicando la presencia de co-localización de marcadores 

Foxa1-Nr4a2 en el núcleo VPM. (G) Sección sagital en E18.5 ilustrando la distribución diferencial 

de Foxa1 y Nr4a2 en RM, VPM y su puente de conexión, ventralmente compuestos por células 

Foxa1 (cabezas de flecha blancas). La línea blanca indica la sección del plano utilizado para los 

paneles H-J. (H-J) Secciones horizontales mostrando la distribución medio-lateral de Foxa1 y 

Nr4a2 en las células del VPM en el día E18.5. (H, H’) Nr4a2 marca el área RM y el core de VPM -

VPMc-. (I, I’, J, J’) Foxa1 marca el área RM, y las partes lateral y core de VPM -VPMlat, VPMc-, así 

como las poblaciones separadas migradas STh y PSTh. La población mayoritaria que marca el 

VPMc parece ser positiva tanto para Foxa1 como para Nr4a2 (células amarillas). (K) Esta sección 

horizontal, con un plano aproximado al que se muestra en H-J, ilustra con hibridación in situ para 

Irs4 en un ratón postnatal P1, el VPM y su persistente puente de conexión. Las barras de escala 

en A equivalen a 200 µm, siendo válidas para B-F. Las barras de escala en G y H equivalen a 200 

µm, siendo la de H válida para I-J. La barra de escala en K equivale a 200 µm. Las barras de escala 

en F’ equivalen a 75 µm, siendo válidas para F’’, F’’’ y F’’’’. La barra en H’ equivale a 200 µm, 

siendo válida para I’, J’. 
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Figura 12:  VPMms cruza de manera oblicua la banda PRM-PM en E13.5. (A, A’) Sección de 

doble inmunofluorescencia para Nr4a2 (rojo) y Otp (azul) a E13.5 y su aumento muestran la 

VPMms positiva para células Nr4a2 a través de la banda PM. (B, B’) Sección sagital a E14.5 de 

hibridación in situ para la sonda Foxa1 (azul oscuro), combinada con inmunohistoquímica para 

Otp (marrón) y su aumento. Las células migradas Foxa1 positivas de la VPMms se observan a 

través de la banda PM. Las barras de escala en A, B representan 200 µm. Las barras de escala en 

A’, B’ representan 100 µm. 
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Figura 13: Vías migratorias procedentes del área RM. Secciones con doble 

inmunofluorescencia Nr4a2(rojo)/Foxa1(verde). El plano de corte de A, B se indica en C con una 

línea blanca. A, B muestran las vías migratorias del complejo STh/PSTh y del núcleo VPM, que van 

perpendiculares una respecto de la otra. La barra de escala representa 200 µm  
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3. Demostración experimental de la migración del núcleo VPM y 

composición celular de la corriente migratoria (VPMms) 

 

Se realizaron una serie de cultivos organotípicos con ratones de días E11.5, 

E12.5, y E13.5, intervalo temporal en el cual ocurre la migración de la población 

VPM según los datos descriptivos. Para marcar el avance de las células en 

migración, se colocó una pequeña partícula de tungsteno recubierta con CMFDA 

(verde fluorescente) en un área seleccionada de la superficie ventricular. Todos 

los explantes se mantuvieron durante 48 horas en incubación, en condiciones de 

5% CO2 y 37ºC (Se nombraron indicando el día de marcaje y el día de fijación, 

e.g., E12.5-E14.5). Se investigó la extensión y el perfil temporal de la migración, 

determinando aproximadamente la microzona retromamilar donde se originan 

las células del núcleo VPM. Para ello, se dividió arbitrariamente el área RM en 

cuatro secciones dorsoventrales, y tres rostrocaudales (Apartado 5.2 de la sección 

“Material y Métodos”). Esto ayudó a identificar que el éxito del marcaje dependía 

de la zona de colocación del marcador en RM (o a lo largo de la VPMms 

(Figs.14A,B;15A,B). 

Además, para visualizar de manera precisa la posición relativa de las células 

de la VPMms, se procesaron los explantes sistemáticamente con 

inmunofluorescencia, empleando el anticuerpo anti-Nr4a2. En algunas ocasiones 

se realizó doble inmunodetección añadiendo el anticuerpo anti-Foxa1 o anti-Otp. 

Como controles, se marcaron los explantes en regiones vecinas, fuera del área 

RM, incluyendo el área mamilar (M; Fig.14C), el límite mamilar/retromamilar 

(M/RM; Fig.14D) y la banda perirretromamilar (PRM; Fig.14E). 

Se consideró un caso como positivo siempre y cuando se observaran células 

marcadas fuera del área RM, en dirección rostral, hacia el dominio Tu. Se 

comprobó que estas células siguieron esta dirección realizando IF con los 

marcadores de referencia (Nr4a2, Foxa1 y Otp).  
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En relación con la temporalidad, cabe mencionar que no se obtuvo ningún 

caso positivo entre los experimentos E11.5-E13.5, mientras que la mayoría de los 

casos exitosos con densidad alta de migración se realizaron en E12.5-E14.5 (Tabla 

S1 en Anexos; n=79). En el 62.02% de estos casos se visualizaba una corriente 

migratoria con número significativo de células. Cuando se marcó en E13.5-E15.5 

(Tabla S2 en Anexos; n=17) se obtuvo un 52.94% de casos con corriente 

migratoria hacia el área tuberal. No obstante, se observó menor distancia 

recorrida y menor número de células en movimiento. Además, en algunos casos 

(29.14%) se observaron células CMFDA a lo largo de la VPMms, sin llegar a la 

posición final tuberal. Estos patrones comparados, pueden indicar un retraso del 

marcaje en los casos E13.5-E15.5 con respecto del comienzo de la migración 

tangencial (Fig. 18). Los puntos efectivos de marcaje fueron deducidos a partir de 

la posición donde se colocó la partícula de CMFDA, de acuerdo con el mapa 

preparado ad hoc del área RM (Figs.14A,B;15A,B), independientemente de la 

difusión fluorescente alrededor de éste punto. Para mayor claridad, se ha 

colocado un círculo negro en las imágenes de los experimentos, indicando la zona 

discreta donde la partícula de CMFDA se posicionó. Varios experimentos 

marcados en el límite M/RM revelaron una corriente rostro-ventral hacia el área 

M (cabeza de flecha blanca en Fig.14D). 

3.1. Origen de la migración  

 

Ninguno de los cultivos organotípicos control marcados en M (Fig.14C, 

n=5) o PRM (Fig.14E, n=5) fue positivo. Tampoco los casos marcados en el límite 

M/RM. No obstante, en varios de este tipo se visualizó la corriente rostro-ventral 

previamente mencionada (cabeza de flecha blanca en Fig.14D, n=10). A 

continuación, se describen los resultados obtenidos para cada una de las 

posiciones en el área RM, en los experimentos E12.5-E14.5, intervalo temporal en 

el que el marcaje de la migración resultó ser más exitoso. 
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-Experimentos marcados en la posición 4: Esta zona representa la mitad ventral 

del área RM. Ninguno de los casos marcados en esta posición resultó positivo 

para la VPMms (Fig.14F,G;n=3) 

-Experimentos marcados en la posición 3: Se trata del nivel más ventral de la 

mitad dorsal del área RM. No se observaron células migrando en la porción 

caudal (3C; Fig.15C; n=2), ni en la intermedia (3M; Fig.15D; n=3). Los casos 

positivos obtenidos en este nivel fueron los marcados en la zona rostral (3R; 

Fig.15E; n=12), o los marcados al principio de la VPMms (3VPMms Fig.15F; n=12). 

La distancia recorrida por las células CMFDA en la posición 3R al final del proceso 

(48 horas in vitro), se corresponde, aproximadamente, con la longitud de la 

VPMms (señal de inmunofluorescencia Nr4a2 en magenta). 

-Experimentos marcados en la posición 2: Esta zona corresponde, 

aproximadamente, con el área de transición entre la señal ventral predominante 

de Foxa1, con la señal de Nr4a2 (datos descriptivos) en el área RM. Cuando se 

marcó caudalmente no se observaron células en migración (2C; Fig.15G; n=1). Sin 

embargo, fueron positivos todos los casos marcados en 2M (Fig.15H; n=3), 2R 

(Fig.15I n=6), y en el inicio de la VPMms (Fig.15J; n=8).  Los casos 2M fueron los 

más caudales, de toda la serie de casos E12.5-E14.5 en los que se detectaron 

células de la VPMms. 

-Experimentos marcados en la posición 1: Este nivel es el más dorsal del área 

RM. El marcaje caudal no reveló células en migración (1C; Fig.15K, n=1). Los casos 

1M fueron positivos (Fig.15L, n=3), así como los casos 1R (Fig.15M, n=2) y los 

propiamente marcados en 1VPMms (Fig.15N; n=3). 

Según los datos obtenidos con referencia al mapa de marcaje diseñado, la 

migración tangencial del VPM arranca desde la mitad dorsal del área RM, y 

preferentemente en sus partes más rostrales. 
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Figura 14. Experimentos control ilustrando las posiciones de marcaje que, 

sistemáticamente, fueron negativas para la VPMms. Para acotar el área de inicio de la 

migración de las células VPM, se marcaron diversas zonas, una por explante, dentro y fuera del 

área RM (ver Material y Métodos) usando un sistema de subdivisión ad hoc. La señal de CMFDA 

se muestra en verde y la inmunofluorescencia con el anticuerpo Nr4a2 en magenta. El número de 

identificación de cada caso experimental aparece en la esquina inferior derecha. (A) Ejemplo de 

cultivo organotípico, en el que se han identificado las áreas RM, M, PRM y PM. (B) Esquema del 

sistema de división arbitrario del área RM diseñado para el marcaje de los cultivos. Se dividió el 

área RM (magenta) en mitades aproximadas dorsoventrales. La “mitad” ventral corresponde al 

grupo 4, y la “mitad” dorsal, se subdividió a su vez en tres grupos longitudinales (3,2,1). Estos 

grupos además se dividieron en sectores rostro-caudales (rostral-R-, medio-M-, y caudal-C-). Los 

círculos negros representan los sitios de marcaje en los casos experimentales, algunos de ellos 

mostrados. Los experimentos marcados fuera del área delimitada en verde (líneas discontinuas) 

fueron negativos, mientras que los marcados dentro de ese área resultaron en casos positivos 

(corriente de células verdes CMFDA positivas en Fig.15). (C) No se observó ninguna corriente 

migratoria cuando la partícula con CMFDA se depositó en el área mamilar (M; n=5). (D) Cuando 

la partícula se colocaba en el borde RM/M, se observaban algunos desplazamientos celulares 

hacia la zona mamilar (cabeza de flecha blanca en D, n=10). (E) El marcaje CMFDA no reveló 

ningún movimiento migratorio cuando se depositó en PRM, aunque estuviese cercano al área RM 

(n=5). (F, G) Los experimentos marcados en la mitad ventral del área RM (posición 4 en el esquema 

en B) no marcaron ninguna corriente migratoria (n=3). Las barras de escala representan 200 µm. 
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Figura 15. Origen de la VPMms en la mitad dorsal del área RM. En esta figura se ilustran casos 

representativos con posiciones de marcaje en la mitad dorsal del área RM, parte de los cuales 

revelaron la VPMms. Algunos explantes quedan marcados rostralmente al área RM, en la parte 

inicial de la VPMms. (A, B) Se muestra el mismo ejemplo de explante organotípico, y el mismo 

sistema de referencia que en la figura 14, empleado en todos los casos (posiciones dorsoventrales 

1-3 y posiciones rostro-caudales C/M/R). La señal CMFDA es verde, mientras que la 

inmunofluorescencia Nr4a2 se visualiza en magenta. El número serial de cada caso se indica en la 

esquina inferior derecha (Tabla de casos en Anexos). Todos los casos marcados en C o M, de la 

posición 3 fueron negativos (C, D; 3C -n=2-; 3M -n=3-). De igual manera, los casos marcados en 

C de las posiciones 2 o 1 tampoco revelaron la VPMms (G, K; 2C -n=1-. 1C -n=1). Todos los demás 

casos fueron positivos y mostraron células CMFDA positivas (parte de la VPMms) a lo largo de la 

VPMms Nr4a2 positiva (E, F, H-J,L-N; 3R -n=12; 3VPMms -n=12-; 2M -n=3-; 2R -n=6-; 2VPMms -

n=8-; 1M -n=3-; 1R -n=2-; 1VPMms -n=3-). Las barras de escala representan 200 µm. 

 

3.2. Tipos celulares en la corriente migratoria 

 

Para mostrar la co-localización CMFDA/Nr4a2 en las células de la VPMms, 

se seleccionaron cuatro casos E12.5-E14.5 con alta densidad de células que 

adquirieron el trazador CMFDA (Fig.16B,E,H,K). Las imágenes revelan la 

participación tanto de neuronas Nr4a2-positivas (CMFDA/Nr4a2, en amarillo, o 

Nr4a2 en magenta), como de neuronas Nr4a2-negativas (CMFDA-positivas en 

verde), con perfil molecular desconocido (Fig.16C’,C’’,F’,F’’,I’,I’’,L’). Para comprobar 

si estas células son Foxa1-positivas, se les realizó la doble inmunofluorescencia 

(Foxa1/Nr4a2) a algunos de los cultivos organotípicos E12.5-E14.5 (n=4, ejemplo 

en Fig.17). Las células de la VPMms que se marcaron con CMFDA, resultaron en 

su mayoría ser del tipo Foxa1-Nr4a2(Fig.17B,B’ células CMFDA/Foxa1/Nr4a2, en 

blanco), aunque, como se esperaba, también se marcaron células que sólo 

presentaban Foxa1 (Fig.17B,B’; CMFDA/Foxa1, azul claro) y células que sólo 

contenían Nr4a2 (Fig.17B.B’; CMFDA/Nr4a2, amarillo), además de células CMFDA 

partícipes de la VPMms que no contenían ninguno de estos marcadores 

(Fig17.B,B’; CMFDA; verde). Estas últimas, sugieren que existen otros marcadores 



91 
 

que caracterizan las células que componen el núcleo VPM y su corriente 

migratoria, apoyando la heterogeneidad de estas estructuras RM, VPMms y VPM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Ejemplos de casos experimentales E12.5-E14.5 marcados en la VPMms. (A-C), (D-

F), (G-I) y (J-L) ilustran cada caso completo. En (A, D, G, J) se muestra la inmunofluorescencia 

Nr4a2 en magenta, donde además se delimita el área RM, y en (B, E, H, K) la señal CMFDA 

correspondiente a cada caso. Los círculos negros indican los puntos de marcaje. (C, F, I, L) Se 

muestran las imágenes de confocal para ambos canales CMFDA/Nr4a2. (C’,C’’, F’,F’’, I’,I’’, L’) 

Imágenes de mayor magnificación de las zonas recuadradas en C, F, I, L muestran células amarillas 

co-localizando CMFDA/Nr4a2. Las células magenta son, probablemente, células Nr4a2 migradas 

que no han adquirido el marcador CMFDA. Las células verdes son células migradas que no 

expresan Nr4a2 (Por ejemplo, pueden ser Foxa1 positivas, o expresar otro marcador). La barra de 

escala en A representa 200 µm, siendo válida para D, G y J. La barra de escala en F’’ representa 

100 µm, siendo válida para C’, C’’, F’, I’, I’’. La barra de escala en L’ representa 100 µm. 
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Figura 17. Análisis de la diversidad molecular de la VPMms. (A) Inmunofluorescencia Nr4a2 

(rojo) para el caso que se ilustra. En esta sección se muestran los límites relevantes de la región 

hipotalámica ventro-basal. La cabeza de flecha blanca indica la posición donde se colocó la 

partícula recubierta con CMFDA, en 2VPMms. (B) El mismo caso mostrando la doble 

inmunofluorescencia Nr4a2 (rojo), Foxa1 (azul), además de la señal CMFDA en verde. (B’, B’’) 

Secciones de confocal de mayor magnificación de 3 µm de grosor ampliadas de la zona 

recuadrada en B. Se indican las diversas combinaciones posibles en círculos discontinuos 

alrededor de los distintos tipos celulares: Nr4a2+CMFDA (células amarillas), Foxa1+CMFDA (azul 

claro), Nr4a2+Foxa1+CMFDA (blanco), CMFDA (verde, en este caso las células VPMms presentan 

un perfil molecular no identificado en este estudio). Las barras de escala representan 200 µm 
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3.3. Perfil temporal de la corriente migratoria  

 

Para determinar si existen diferencias cualitativas entre los experimentos 

positivos E12.5-E14.5 y, los más tardíos, E13-5-E15.5, se seleccionaron casos 

representativos, con la misma posición de marcaje (3VPMms) y con doble 

inmunofluorescencia Nr4a2/Otp (Fig.18). Los casos experimentales E12.5-E14.5 

(Fig.18A-F’) presentaron mayor número de células marcadas en la VPMms 

atravesando la banda PM, y mayor longitud en su distancia recorrida. Los casos 

E13.5-E15.5 (Fig.18G-L’) mostraron un avance limitado de la VPMms, quedando 

algunas de las células CMFDA positivas a medio camino en la VPMms visualizada 

con la señal Nr4a2. Algunos casos mostraban células escasas CMFDA salientes 

más cercanas al área RM que al núcleo VPM (Indicado en la Tabla S2 en Anexos). 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Comparación de casos 3VPMms marcados en E12.5 y en E13.5. (A-C; E-F) Se 

ilustran dos ejemplos representativos E12.5-E14.5 y (G-I; J-L) y dos ejemplos E13.5-E15.5. (A, D, 

G, J) Para cada uno se ellos se muestran, por separado, las secciones de inmunofluorescencia 

doble Nr4a2 (rojo) y Otp (azul), (B, E, H, K) las correspondientes al marcaje de las células migradas 

CMFDA, (C, F, I, L) y la combinación Nr4a2/Otp/CMFDA. El número de neuronas en migración es, 

generalmente, menor en los casos E13.5-E15.5.  (C’, F’, I’, L’) Las imágenes de mayor aumento 

muestran detalles de las neuronas VPMms en migración de los recuadros en C, F, I, L. En casos 

E12.5-E14.5 aparecen más células CMFDA+Nr4a2 (amarillas) que en E13.5-E15.5. La barra de 

escala en A representa 200 µm, válido para B-L. La barra de escala en C’ representa 100 µm, 

siendo válido para F’-L’. 
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4. Estudio de mecanismos causales en el desarrollo del núcleo VPM 

Con el objetivo de identificar vías señalizadoras implicadas en el desarrollo 

del VPM, se analizó el fenotipo de ciertos ratones transgénicos, deficientes en 

proteínas con rol conocido durante el desarrollo embrionario: Netrina-1/DCC, 

cuya acción más establecida es la de actuar como señal de atracción; ephrin-B2, 

ligando para receptores Eph-B y Eph-A4, cuyo contacto supone un freno para 

poblaciones celulares en migración; Fgf8, morfógeno implicado en la 

proliferación, apoptosis y especificación celular a través de la regulación de la 

expresión de determinados factores de transcripción. 

 

4.1. Análisis de la vía de señalización Ntn1/DCC 

 

Principalmente se ha reportado la acción atractiva que ejerce la Netrina-1 

(Ntn1) sobre las poblaciones celulares que expresan su receptor “deleted in 

colorectal cancer”, DCC.  Para comprobar si estas proteínas se expresan en el área 

RM y la VPMms, o en estructuras de su vecindad, se consultó el Allen Developing 

Mouse Brain Atlas. 

Tanto Ntn1 como su receptor DCC se expresan en la placa del suelo RM 

hipotalámica durante E11.5, siendo la señal del primero de mayor intensidad que 

la del segundo. (Fig.19A,E)  

En E13.5, momento en el que la VPMms es activa, la expresión de la Ntn1 

continúa de manera intensa a lo largo de la placa del suelo y basal RM. Más 

lateralmente se encuentran tránscritos de Ntn1 en el área PM y en una zona 

tuberal cercana a   la futura localización del núcleo VPM (Fig.19B,C). Durante este 

mismo día embrionario, DCC se expresa en la placa basal RM y en la banda 

PRM/PM (Fig.19G; datos del Allen Developing Mouse Brain Atlas). 
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En E15.5, cuando la migración del VPM ya ha concluido, a niveles mediales 

se observa un patrón de expresión de la Ntn1 complementario al área RM y parte 

de la VPMms, con señal en PRM, en TuV y en la zona mamilar que limita con la 

parte más ventral del área RM (Fig.19D). En este día del desarrollo, hay tránscritos 

DCC en la región limitante entre las áreas RM y M(Fig.19H). 

 

 

 

Figura 19. Patrón de expresión de la pareja Ntn1/DCC en los días E11.5, E13.5 y E15.5 de 

ratón.  Secciones sagitales de hibridación in situ, próximas a la línea media, con las sondas Ntn1 

y DCC (Allen Developing Mouse Brain Atlas). Para que se pueda comparar la expresión de Ntn1 y 

la de su receptor DCC, se han colocado en paralelo niveles similares de los mismos días 

embrionarios para las dos sondas (A y E; B y F; C y G; D y H). (A-D) Expresión de la Ntn1 desde 

E11.5 hasta E15.5. B y C constituyen dos secciones de E13.5, la primera (B) medial y la segunda 

(C) lateral. Los tránscritos de Ntn1 se sitúan de manera generalizada en la placa del suelo y 

también se observan en la placa basal RM. (D) Curiosamente en E15.5 la señal Ntn1 se encuentra 

en los límites que bordean al territorio RM y al puente RM-VPM, siendo positivas la región mamilar 

ventral y PRM/PM. (E-H) Expresión de DCC desde E11.5 hasta E15.5. F y G constituyen dos 

secciones de E13.5, la primera (F) medial, y la segunda (G) lateral. Aunque la señal DCC es más 
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débil que la de Ntn1, la placa basal RM es positiva en E13.5, y también el límite M/RM en E15.4. 

Las barras de escala representan 200 µm. 

 

Puesto que Ntn1 se expresa a E13.5 en un área cercana al lugar de destino 

de las células VPM, en la región tuberal, y a E15.5 muestra un patrón de expresión 

intenso en las zonas que rodean a la región RM y la VPMms, se hipotetizó que 

esta señal podría favorecer la migración tangencial atrayendo estas células 

oblicuamente hacia el dominio tuberal intermedio. El receptor DCC se expresa 

durante E13.5 y E15.5 en células del área RM, por lo que podría estar mediando 

la respuesta de las células retromamilares a la Netrina-1. 

Para intentar responder a esta hipótesis, analizamos dos tipos de ratones 

mutantes, un tansgénico full knockout, en el que no hay expresión de Ntn1 (Ntn1-

/-, n=2), y otro full knockout, en el que no hay expresión de DCC (DCC-/-, n=2). Se 

visualizaron las estructuras de interés realizando hibridación in situ con la sonda 

Nr4a2 sobre los mutantes y sus controles de la misma camada, todos ellos en el 

día E16.5. Teóricamente, en ambos tipos de ratones mutantes se truncaría la vía 

de señalización Ntn1/DCC, por lo que en cada uno de ellos se buscaron los 

mismos defectos cualitativos en la formación del VPM, tales como ausencia de 

este, o de la VPMms, y acumulación ectópica de células Nr4a2 en RM o a lo largo 

de la vía de migración. Sin embargo, no se observó ninguna alteración de las 

estructuras analizadas en ninguno de los ratones transgénicos, Ntn1-/- 

(Fig.20B,D,F,H) o DCC-/- (Fig.21B,D,F,H) en comparación con los embriones 

controles de su camada (Figs.20A,C,E,G; 21A,C,E,G). Estos resultados sugieren que 

estas dos proteínas por sí solas no son indispensables en el desarrollo del VPM. 
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Figura 20. Comparación de las 

estructuras RM, VPM y su puente 

de unión, mediante la expresión 

Nr4a2, entre un raton Ntn1-/- y su 

control, en el día de desarrollo 

E16.5. (A,B; C,D; E,F y G,H)  

Secciones equivalentes medio-

laterales, la primera de cada pareja 

perteneciente al ratón control y la 

segunda al ratón mutante Ntn1-/-. 

No se observan diferencias 

cualitativas significativas en 

ninguno de los niveles mostrados.  

Las barras de escala representan 

200 µm. 
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Figura 21. Comparación de las 

estructuras RM, VPM y su puente 

de unión, mediante la expresión 

Nr4a2, entre ratones DCC-/- (KO 

completos) controles de la 

misma camada) a E16.5. (A,B; C,D; 

E,F y G,H)  Secciones equivalentes 

medio-laterales, la primera de cada 

pareja perteneciente al ratón 

control, y la segunda al ratón 

mutante DCC-/-. No se observan 

diferencias cualitativas 

significativas en ninguno de los 

niveles mostrados.  Las barras de 

escala representan 200 µm. 
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4.2. Análisis del ligando ephrin-B2 en la población VPM 

 

Los ligandos ephrin-As, ephrin-Bs y sus receptores (Eph-As y Eph-Bs) son 

proteínas transmembrana tirosina kinasas, que actúan como señal de parada en 

la migración de varias poblaciones celulares durante el desarrollo. Los receptores 

Eph-As tienen mayor afinidad por las ephrin-As, mientras que los Eph-Bs por las 

ephrin-Bs, a excepción del receptor Eph-A4, que se une preferentemente a los 

ligandos ephrin-B1 y ephrin-B2 (Niethamer y Bush, 2019). Se analizó el patrón de 

expresión de algunos genes de estas familias en el hipotálamo basal, con el 

objeto de conocer si estas proteínas son candidatas para regular la migración del 

VPM. 

El gen Efnb2 (que codifica para el ligando ephrin-B2) se expresa en el área 

RM en E11.5 y en E13.5 (Fig.22A,B).  A nivel más lateral hay señal de este tránscrito 

alrededor de la región PM (Fig.22C). En E15.5 se revela un solapamiento parcial 

entre la señal de hibridación in situ Efnb2 y la señal del anticuerpo Foxa1 en RM, 

VPM y su puente de unión (Fig.22D,E). Además, Efnb2 también se expresa en la 

zona perimamilar, donde se sitúa el DPM, y de manera menos intensa en la 

región M (Fig.22D,E). 

Paralelamente, se analizó la expresión de receptores, afines al ligando 

ephrin-B2. Se encontró que, a E13.5 el receptor Eph-B1 se expresa en el área M, 

la zona más ventral de la placa basal del diencéfalo más próxima al área RM, el 

dominio PRM, y el primordio del núcleo VM (Fig.22F). Este patrón de expresión 

se mantiene dos días más tarde, en E15.5 (Fig.22G). Varios de los lugares donde 

hay expresión Eph-B1, limitan con la región RM, por lo que parece posible la 

interacción entre está molécula y el ligando ephrin-B2, que se expresa en la 

región RM. Además, en E15.5 se observó expresión del receptor Eph-A4 en la 

región tuberal ventral y tuberal intermedia, donde la VPMms frena su avance 

(Fig.22H). 
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Figura 22. Patrón de expresión del ligando ephrin-B2 (Efnb2) y sus receptores, Eph-B1 y 

Eph-A4 en el hipotálamo basal durante el desarrollo de ratón. (A-C) Secciones parasagitales 

de hibridación in situ con la sonda Efnb2 en días E11.5 y E13.5 procedentes del Allen Developing 

Mouse Brain Atlas. (D-E) Secciones de hibridación in situ de Efnb2 (azul) combinada con 

inmunohistoquímica anti-Foxa1 en E15.5. (F-G) Secciones sagitales de hibridación in situ con la 

sonda Eph-B1 en los días E13.5 y E15.5 procedentes del Allen Developing Mouse Brain Atlas. (H) 

Sección sagital de hibridación in situ con la sonda Eph-A4 en E15.5, procedente del Allen 

Developing Mouse Brain Atlas.  Las barras de escala representan 200 µm. 

 

El patrón de expresión del ligando ephrin-B2, y sus receptores Eph-B1 y 

Eph-A4 sugiere que estas proteínas pueden estar implicadas en el 

posicionamiento de las células del núcleo VPM. Para comprobar que las células 

de la VPMms contienen el ligando ephrin-B2, se realizó doble 

inmunofluorescencia Nr4a2/Foxa1 a ratones transgénicos reporteros, que 

producen esta molécula unida a la proteína verde fluorescente (Efnb2::GFP, n=3, 

Fig.23). Se confirmó que existe co-localización Foxa1-Nr4a2-GFP (ephrin-B2) en 

el núcleo VPM (células blancas en Fig.23B’,D’). Este resultado indica que las células 

retromamilares que forman el VPM, potencialmente pueden responder a los 

receptores Eph-B y Eph-A4. 
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Figura 23. Los ratones reporteros del ligando ephrin-B2 (Efnb2::GFP), contienen GFP en 

células del VPM durante E15.5. Se muestran dos secciones sagitales, una (A-B’) medial y otra 

(C-D’) más lateral, en las que se aparecen las estructuras de interés, RM, VPMms y VPM. (A, C) La 

señal GFP revela las células que contienen la proteína ephrin-B2. (A’, C’) Aumentos de las 

secciones recuadradas en A y C muestran que el núcleo VPM (área bordeada) contiene células 

GFP con el ligando ephrin-B2. (B, D) La doble inmunofluorescencia Nr4a2 (azul) y Foxa1 (rojo) 

confirma la posición de la VPMms y del núcleo VPM.  (B’, D’) Las imágenes de mayor 

magnificación revelan que algunas de las células son triplemente positivas ephrin-

B2+Nr4a2+Foxa1 (células blancas).  Las barras de escala representan 200 µm. 
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Los receptores Ephs y ligandos ephrins son conocidos por actuar como 

señal de parada en migraciones celulares, cuando interactúan (Rudolph y col, 

2010; Villar-Cerviño y col., 2013, 2015). El receptor Eph-B1 se expresa en el área 

M y el receptor Eph-A4 lo hace en la región tuberal, ambos parecen limitar la vía 

de paso de la VPMms. Las células del núcleo VPM contienen el ligando ephrin-

B2, con capacidad para unirse a los dos receptores. Por lo tanto, se hipotetizó que 

los lugares donde se expresan Eph-B1 y Eph-A4 son no permisivos para las células 

ephrin-B2 positivas de la VPMms. Para responder esta postulación, se procesaron 

ratones que pierden la expresión del gen Efnb2 de todos los progenitores 

neurales. Estos ratones se obtienen mediante el cruce de especímenes con la 

expresión de la recombinasa Cre bajo la regulación del promotor de Nestina 

(proteína marcadora de progenitores neurales), con especímenes que tienen el 

gen Efnb2 flanqueado por secuencias loxP. Por lo tanto, se pierde la expresión del 

gen Efnb2 en los progenitores neurales de los animales Efnb2lox/lox que contengan 

el gen Nes-Cre1 (Efnb2cKO).  

Se procesaron ratones Efnb2cKO en estadios post-migratorios (E16.5 y 

E18.5), con doble inmunofluorescencia Nr4a2/Foxa1, para visualizar el núcleo 

VPM (Fig.24). En este caso se buscaron defectos relacionados con la falta de 

territorios no permisivos para su migración: células ectópicas en la región M, o 

que migran sobrepasando las regiones TuV-TuI. Sin embargo, no hubo 

diferencias en la posición de las neuronas del núcleo VPM entre los ratones 

control (n=4) y los transgénicos Efnb2cKO (E16.5 n=3, y E18.5 n=2; Fig.24D-F 

comparar con A-C; H comparar con G). En ambos tipos de ratones se identificaron 

los mismos tipos celulares: Foxa1, preferentemente en la porción ventral del 

núcleo, y Nr4a2 y Foxa1-Nr4a2 en el core (Fig.24G’,H’). No se observaron células 

Foxa1, Nr4a2 o Foxa1-Nr4a2 ectópicas en ratones Efnb2cKO, comparando con los 

animales control. Estos resultados sugieren que la pérdida selectiva del ligando 

Ephrin-B2 no provoca alteraciones en la migración de las células Nr4a2 y Foxa1 

que van a formar parte del núcleo VPM. 
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Nr4a2/Foxa1 
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Figura 24. Los ratones Efnb2cKO presentan un posicionamiento normal de las células del 

núcleo VPM en E16.5 y E18.5.  Se realizó doble inmunoflorescencia anti-Foxa1 (verde) y anti-

Nr4a2 (rojo) en ratones transgénicos Efnb2KO, y controles procedentes de la misma camada, para 

comparar su fenotipo.  (A-C) Tres secciones sagitales, desde un nivel medio-lateral hasta un nivel 

latero-superficial, mostrando el VPM de animales control en el día de desarrollo E16.5. (D-F) Tres 

secciones sagitales de animales Efnb2KO, desde un nivel medio-lateral hasta un nivel latero-

superficial, donde se muestra el VPM en el día E16.5. Las secciones análogas del animal control y 

del Efnb2KO aparecen enfrentadas en la imagen para facilitar la comparación. (G,H) Secciones 

sagitales de niveles equivalentes de un animal control, (G) y de un animal Efnb2KO (H) en el día 

E18.5 del desarrollo.  (G’, H’) Imágenes de mayor aumento no revelan diferencias cualitativas en 

el VPM del control y del mutante. Las barras de escala representan 200 µm. 

 

4.3. Influencia de Fgf8 en las poblaciones del área RM y núcleo VPM 

 

Fgf8 es un morfógeno difusible perteneciente a la familia FGFs. Se ha 

descrito su papel en la especificación de poblaciones en el telencéfalo y en el 

istmo. En el hipotálamo se han reportado alteraciones en la formación de la 

hipófisis en animales hipomorfos para esta proteína, así como poblaciones más 

reducidas de células peptidérgicas (McCabe y col.,2011; Brooks y col., 2010; 

Rodríguez y col., 2015). En varios estudios se ha establecido que Fgf8, además de 

un importante rol en la especificación, también ejerce un papel favoreciendo la 

proliferación y/o inhibiendo la apoptosis en el cerebro en desarrollo (Kawauchi y 

col.,2005; Storm y col.,2006; Chung y col.,2016; Botella-López y col.,2019). 

Además, se ha sugerido un rol de Fgf8 en la regulación de la migración de 

determinadas poblaciones, como las neuronas GnRH (Tsai y col., 2011). 

Se investigó si existe expresión de éste morfógeno Fgf8 y alguno de sus 

receptores en el hipotálamo basal, con objeto de conocer si esta proteína fuese 

candidata para regular el desarrollo de las estructuras RM y VPM. Como 

previamente se ha reportado (Ferran y col., 2015; Díaz y Puelles, 2020), Fgf8 se 

expresa en la región acroterminal basal durante E11.5 (Fig.25A). En E13.5 esta 
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expresión se difumina, permaneciendo en la región acroterminal más ventral, 

cercana al área M (Fig.25B). La presencia de tránscritos Fgf8 desaparece por 

completo a E15.5 (datos de Allen Developing Mouse Brain Atlas). Además, tanto 

en E11.5, como en E13.5 se expresa en la región RM el receptor Fgfr2, que 

responde a la señal Fgf8 (Fig.25C,D). Este patrón de expresión permite postular a 

este morfógeno como posible regulador del desarrollo de las poblaciones del 

área RM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Expresión de Fgf8 y Fgfr2 en el desarrollo de ratón.  Se muestran secciones sagitales 

equivalentes de los días E11.5 y E13.5 para cada sonda de hibridación in situ, Fgf8 y Fgfr2. (A, B) 

El punto aproximado donde comienza y donde termina el dominio acroterminal basal está 

indicado con asteriscos negros. En E13.5 la expresión de Fgf8 queda restringida ventralmente en 

comparación con la sección de E11.5. (C, D) Existe expresión en placa del suelo y placa basal 

hipotálamica del receptor Fgfr2 en los mismos días de desarrollo donde se produce expresión del 

morfógeno Fgf8. Las barras de escala representan 200 µm. 
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Para saber si existen alteraciones en el núcleo VPM, se analizaron ratones 

hipomorfos severos (n=2) en los que los niveles de proteína Fgf8 disponible se 

encuentran muy reducidos (Meyers y col., 1998). Principalmente se relaciona este 

morfógeno con fenómenos de especificación, apoptosis y proliferación (Kawauchi 

y col.,2005; Storm y col.,2006; Chung y col.,2016; Botella-López y col.,2019). Si 

ocurren fallos en la especificación podría darse una desdiferenciación en las 

poblaciones del VPM, o alteraciones (indirectas) en su migración, como neuronas 

ectópicas, o acumulación en el área RM.  Los fallos en la proliferación o inhibición 

de la apoptosis, podrían traducirse en la reducción celular de las poblaciones 

retromamilares y/o del núcleo VPM. 

Se compararon las estructuras RM y VPM mediante doble IF Foxa1/Nr4a2 

en ratones wildtype y Fgf8neo/null durante E15.5. La totalidad del núcleo VPM 

aparece más cercano a la línea media en los ratones Fgf8neo/null (Fig.26E-H) que en 

los wildtype (Fig. 26A-D), sugiriendo una atrofia parcial del hipotálamo basal. En 

el fenotipo mutante, la estructura del área RM presenta un aspecto 

desorganizado, tanto en niveles mediales como laterales, en relación con los 

marcadores analizados (Fig.26E-G comparada con Fig.26A-C).  Además, existe una 

disminución notable de la población Foxa1-positiva del área RM y subtalámica en 

ratones Fgf8neo/null (Fig.26E-H comparada con Fig.26A-C). En línea con esto, la 

población Foxa1-positiva, normalmente localizada en la parte ventral del VPM, se 

encuentra muy reducida (Fig.26E’ comparada con Fig.26C’). Curiosamente, en 

estos animales transgénicos hay células dispersas ectópicas en niveles laterales 

del VPM, estando ausente el VPMlat, que es fácilmente identificable en animales 

wildtype (Fig.26H, H’ comparada con Fig.26D, D’). 

 



110 
 

 

 

Figura 26. Fenotipo del ratón hipomorfo severo para Fgf8 (Fgf8neo/null) en E15.5. (A-D) 

Secciones medio-laterales de un embrión control marcado con doble inmunofluorescencia Foxa1 

(azul) y Nr4a2 (rojo). (E-H) Secciones medio-laterales de un embrión hipomorfo Fgf8neo/null, 

marcado de la misma forma con doble inmunofluorescencia Foxa1/Nr4a2. Las secciones en E-G 

corresponden aproximadamente con la sección en C, sugiriendo que parte de la VPMms, y el VPM 

quedan de manera anómala en una posición más medial. La población más lateral del núcleo VPM 

no es perceptible de manera organizada en los animales mutantes Fgf8neo/null, cuando se compara 
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con los animales wildtype. Además, el núcleo subtalámico (STh) es visiblemente más pequeño en 

el hipomorfo, con respecto del animal wildtype (comparar STh en H con STh en D). (C’,D’,E’,H’) 

Las imágenes de mayor aumento de las áreas recuadradas en C,D,E,H permiten una comparación 

más precisa del VPM en animales control e hipomorfos. (E’) Aparentemente, la parte ventral del 

VPM del ratón hipomorfo contiene menos células Foxa1 (cabezas de flecha) que el ratón wildtype. 

(H’) El espécimen Fgf8neo/null presenta células dispersas en niveles laterales (cabezas de flecha), 

donde se encuentra el VPM lateral en los animales wildtype (D, D’). Las barras de escala equivalen 

a 200 µm.  

Se amplió el análisis realizando hibridación in situ con la sonda Foxa1 en 

hipomorfos de E18.5. Estos animales mostraron una reducción muy significativa 

del tamaño del cerebro. El patrón alterado continúa en este estadio en las 

estructuras RM-VPM y su puente de unión, así como en las migraciones de los 

núcleos STh y PSTh. Siguiendo la serie de secciones (se muestran dos hemisferios 

de un hipomorfo), se observa lateralmente este complejo nuclear STh/PSTh 

notablemente más reducido en el mutante (Fig.27B,C comparada con Fig.27A). En 

el siguiente nivel lateral aparece la población RM que migra para formar el 

complejo STh/PSTh, también reducida en el mutante (Fig.27E,F comparada con 

Fig.27D). De manera similar a las observaciones realizadas en E15.5, la parte VPM 

lateral que se puede identificar en el wildtype (asterisco en Fig.27D) no está 

presente en el ratón Fgf8neo/null (asteriscos en Fig.27E,F). En las siguientes 

secciones se observan el área RM y el núcleo VPM. Ambas son más pequeñas en 

el ratón hipomorfo (Fig.27H,L comparadas con Fig.27G). La última sección, a nivel 

medial, muestra en el animal wildtype la parte medial o core del VPM, así como el 

puente remanente de su migración conectando con el área RM. En el ratón 

Fgf8neo/null, el core del VPM presenta un tamaño muy reducido, así como el puente 

de conexión. La población Foxa1 del área RM se encuentra severamente reducida 

en el hipomorfo (flechas rojas en Fig.27K,L comparado con Fig.27J). 
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Figura 27. Hipomorfos severos Fgf8neo/null muestran alteraciones en el área RM, y los núcleos 

VPM, STh y PSTh en E18.5. (A,D,G,J) Secciones sagitales ordenadas latero-medialmente de un 

embrión wildtype, (B,E,H,K) el lado derecho de un embrión Fgf8neo/null, y (C,F,I,L) el lado 

contralateral izquierdo correspondiente al mismo embrión Fgf8neo/null. Todos ellos procesados con 

la sonda Foxa1 de hibridación in situ. Existe una reducción generalizada en el tamaño del mutante 

comparado con el espécimen wildtype (la magnificación es la misma en ambos casos). Los 

asteriscos negros en E,F indican la ausencia de la porción lateral del VPM, y las cabezas de flecha 

rojas en H,I,K,L indican la reducción significativa de la celularidad del área RM. Las barras de escala 

representan 200 µm 
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  ANEXO RESULTADOS 
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Tabla S1. Se muestra la clasificación de los 79 experimentos E12.5-E14.5 marcados con CMFDA 

en cuanto al tipo de inmunofluorescencia que se les realizó (Anti-Nr4a2, anti-Nr4a2/anti-Otp, o 

anti-Nr4a2/anti-Foxa1), y la posición de su marcaje, fuera de la región retromamilar (RM): 

perirretromamilar (PRM), mamilar (M), y el borde entre mamilar y retromamilar (M/RM); o en las 

posiciones definidas en el área RM en el mapa de marcaje diseñado (sección 5.2 en “Material y 

Métodos): 4 ,3, 2 o 1/C(caudal), M (intermedio), R (rostral), o en el camino de la VPMms 

(visualizado con el anticuerpo anti-Nr4a2). Se indica si el caso fue positivo (pos), o negativo (neg) 

para células en migración CMFDA/Nr4a2hacia el área tuberal. 
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Case 
number 
(E12.5-
E14.5) 

Immunofluorescence PRM M M/RM 
Pos.

4 
Position 3 Position 2 Position 1 Pos Neg 

 Nr4a2 Nr4a2/Otp Nr4a2/Foxa1    (RM) C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms   

C001 X        X            X 

C002 X              X     X  

C006 X     X               X 

C007 X    X                X 

C008 X     X               X 

C009 X     X               X 

C011 X     X               X 

C012 X      X              X 

C013 X     X               X 

C014 X         X          X  

C015 X     X               X 

C017 X             X      X  

C018 X         X          X  

C019 X             X      X  

C020 X         X          X  

C021 X     X               X 

C022 X    X                X 

C023 X         X          X  

C024 X             X      X  

C025 X         X          X  

C026 X       X             X 

C027 X         X          X  

C028               X     X  

C029 X          X         X  
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Case 
number 
(E12.5-
E14.5) 

Immunofluorescence PRM M M/RM Pos4 Position 3 Position 2 Position 1 Pos Neg 

 Nr4a2 Nr4a2/Otp Nr4a2/Foxa1    (RM) C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms   

C030 X            X       X  

C031 X     X               X 

C033 X             X      X  

C034 X          X         X  

C035 X    X                X 

C036 X          X         X  

C037 X          X         X  

C038 X    X                X 

C039 X            X       X  

C040 X         X          X  

C041 X                 X  X  

C042 X          X         X  

C043 X          X         X  

C044 X          X         X  

C046 X         X          X  

C047 X          X         X  

C048 X              X     X  

C049 X         X          X  

C050  X         X         X  

C051  X     X              X 

C052  X      X             X 

C053  X            X      X  

C054  X       X            X 

C055  X                 X X  

C057  X         X         X  
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Case 
number 
(E12.5-
E14.5) 

Immunofluorescence PRM M M/RM Pos4 Position 3 Position 2 Position 1 Pos Neg 

 Nr4a2 Nr4a2/Otp Nr4a2/Foxa1    (RM) C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms   

C058  X       X            X 

C059  X   X                X 

C060  X         X         X  

C061  X     X              X 

C062  X         X         X  

C063  X           X       X  

C064  X    X               X 

C065  X        X          X  

C066  X        X          X  

C067  X    X               X 

C068  X             X     X  

C069  X          X         X 

C070 X                X   X  

C071 X   X                 X 

C072 X               X     X 

C073 X         X          X  

C074 X             X      X  

C075 X   X                 X 

C076 X                  X X  

C077 X                  X X  

C078 X                 X  X  

C079 X   X                 X 

C080 X   X                 X 

C082 X                X   X  

C083 X                X   X  
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Case 
number 
(E12.5-
E14.5) 

Immunofluorescence PRM M M/RM Pos4 Position 3 Position 2 Position 1 Pos Neg 

 Nr4a2 Nr4a2/Otp Nr4a2/Foxa1    (RM) C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms   

C084 X   X                 X 

C085   X            X     X  

C086   X            X     X  

C087   X            X     X  

C088   X            X     X  
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Tabla S2. Se muestra la clasificación de los 17 experimentos E13.5-E15.5 marcados con CMFDA, 

(todos con inmunofluorescencia anti-Nr4a2/anti-Otp) con relación a la posición de su marcaje, en 

el área RM (mapa de marcaje diseñado en la sección 5.2 en “Material y Métodos): 4 ,3, 2 o 

1/C(caudal), M (intermedio), R (rostral), o en el camino de la VPMms (visualizado con el anticuerpo 

anti-Nr4a2). Se indica si el caso fue positivo (pos), o negativo (neg) para células en migración 

CMFDA/Nr4a2 hacia el área tuberal. Las cruces con asterisco identifican los casos en los que se 

observaron sólo células CMFDA dispersas en el recorrido de la VPMms (identificada con el 

anticuerpo Nr4a2), sin cruzar la banda PRM/PM, marcada con Otp. 
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Case 
number 
(E13.5-
E15.5) 

Immunofluorescence Position 3 Position 2 Position 1 Pos Neg 

 Nr4a2/Otp C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms C(RM) M(RM) R(RM) VPMms   

C089 X      X       X*  

C090 X           X   X 

C091 X        X     X  

C092 X       X      X*  

C093 X          X   X*  

C094 X    X         X  

C095 X      X       X  

C096 X  X            X 

C097 X   X          X  

C098 X   X          X*  

C099 X    X          X 

C100 X          X   X  

C101 X    X         X*  

C102 X    X         X  

C103 X       X      X  

C104 X            X X  

C105 X   X          X  
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DISCUSIÓN 
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1.  Acotación temporal de la migración del núcleo VPM 

 

 Los resultados experimentales obtenidos permiten visualizar de manera 

sencilla la migración rostro-dorsal de células nacidas en el área RM que contienen 

los factores de transcripción Nr4a2 y Foxa1. Esto corrobora la idea inicialmente 

expuesta por Puelles y col. (2012), que surgió tras la observación de la extensión 

rostral de ciertos marcadores retromamilares a partir del día E12.5. Además, otros 

marcadores propios del área tuberal hipotalámica (el área invadida por las células 

VPMms en migración) que no se expresan en RM, ofrecen imágenes negativas de 

la penetración gradual de células VPM. Algunos ejemplos de estos genes son 

Nkx2.1, Zfhx3 y Ctnnb1. 

En su estudio autorradiográfico del desarrollo hipotalámico de rata, 

Altman y Bayer (1986) identificaron que el área RM (su núcleo “supramamilar”) y 

los cuerpos mamilares se originaban desde zonas progenitoras diferentes. Sin 

embargo, no relacionaron el núcleo VPM con la zona RM. Estos autores 

postularon que el origen de este núcleo tenía lugar en la vecindad del receso 

mamilar. Asimismo, reportaron una fecha relativamente temprana del nacimiento 

de las células del VPM, entre los días E13 y E15 en la rata (es interesante remarcar 

que, según estos autores, a las neuronas que componen los núcleos RM medial y 

lateral les corresponden una fecha más tardía de nacimiento, entre E15 y E17). 

Ello podría indicar que las células migratorias del VPM son de las primeras en 

nacer en el área RM. 

 La migración tangencial del VPM ocurre durante E12.5. Según nuestros 

datos experimentales, se trata del momento del desarrollo en el cual la VPMms 

está más activa. La migración continúa en E13.5 de manera más discreta. Estos 

datos son compatibles con el estudio autorradiográfico de Shimada y Nakamura 

(1973) en el que se notifica el nacimiento de las neuronas del VPM entre los días 

E11.5 y E14.5 en el ratón, período que comprende el pico de neurogénesis de 
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otras células hipotalámicas tempranas que responden a la leptina, en E12.5 (Ishii 

y Bouret, 2012). 

 

2. Diversidad de poblaciones retromamilares 

 

El hecho de que, aparentemente, existan varias estructuras hipotalámicas 

migradas desde el área RM (STh, PSTh, VPM y DPM), además de los dos núcleos 

retromamilares autóctonos (RMM y RML) ya sugiere que se trata de una región 

heterogénea en términos de poblaciones de progenitores neurales. Los 

resultados de este trabajo indican que existen varios tipos celulares tanto en la 

región RM, como en el propio núcleo VPM.  

Los núcleos VPM y DPM comparten la expresión de varios genes (Tabla 9; 

por ejemplo: Nr4a2, Bcl11a, Foxp1, Enc1, Pknox2, además de otros relacionados 

con su perfil glutamatérgico común; Puelles y col., 2012). Otros marcadores están 

sólo presentes en VPM (Tabla 9) y otros en DPM (Sim1, Fezf2, Ebf3; datos 

presentes; Dlk1, Synpr1, Stxbp6; Mickelsen y col., 2020). Concordantemente, 

ambos presentan similitudes y diferencias en cuanto a conectividad y función. El 

DPM forma parte del circuito relacionado con la respuesta de ocultación o huida 

ante la exposición a odorantes de depredadores (Cezario y col., 2008). Este núcleo 

conecta con la porción dorsomedial del núcleo VM y con el núcleo anterior 

hipotalámico, en el área subparaventricular (SPa), y envía aferencias a la sustancia 

gris periacueductal (Gross y Canteras, 2012; Canteras y col., 2015). Los datos del 

presente análisis sugieren que, al menos, una subpoblación del DPM se origina 

en el área RM, pero se precisa un análisis más profundo enfocado en esta 

cuestión. 

La migración del complejo STh/PSTh (Keyser, 1972, 1979; Marchand, 1987; 

Altman y Bayer, 1986; Jiao y col., 2000; Martin y col., 2002, 2004; Skidmore y col., 

2008), que aparentemente comienza en la parte ventral del dominio RM, sigue 
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una vía dorsal subpial hasta el dominio RTu, asentándose en una región cercana 

al límite intrahipotalámico diencefálico (HDB), quedando parcialmente cubierto 

por el pedúnculo en estadios tardíos. Esta población STh/PSTh es divergente de 

la población VPM, y sin embargo también presenta similitudes con ella; 

comparten la expresión de numerosos genes durante el desarrollo (Tabla 9) y 

ambas poblaciones están constituidas por neuronas glutamatérgicas. Un hecho 

remarcable es que ratones deficientes en los factores de transcripción Pitx2 

(selectivo de los núcleos STh y PSTs) y Foxa1 (en VPM y STh/PSTh) muestran fallos 

en la migración del complejo STh/PSTh (Martin y col., 2004; Gasser y col., 2016), 

sin haberse examinado la migración del VPM. En algunas de las imágenes del 

estudio de Gasser y col., se observan alteraciones en la formación del núcleo VPM, 

en ratones deficientes en Foxa1, aparentemente no observadas por los autores. 

El núcleo STh participa regulando el control motor en el circuito directo de los 

ganglios basales.  

El núcleo VPM está involucrado en la regulación de la reproducción a 

través de las señales olfativas y energéticas, y también ejerce un papel en las 

respuestas de lucha entre machos de la misma especie (Beltramino y Taleisnik, 

1985; Donato y col., 2011; Childs y col., 2021; Stagkourakis y col., 2018; Chen y 

col., 2020). Presenta conectividad con estructuras de la amígdala, el septo, área 

preóptica, núcleo paraventricular hipotalámico, núcleo arcuato y sustancia gris 

periacueductal, entre otras (Canteras y col., 1992).  

Los núcleos autóctonos RMM y RML reciben inputs del giro dentado en el 

hipocampo (Leranth y Hajszan, 2007), pero también envían conexiones a esta 

estructura, además de otras, como ciertas estructuras amigdalinas, septales, del 

área preóptica o del tálamo (Pan y McNaughton, 2004). Se ha relacionado a los 

núcleos retromamilares con funciones implicadas en el aprendizaje y la memoria 

espacial, y en la regulación del sueño (Li y col., 2020; Pedersen y col., 2017). 
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Aunque presenten algunas similitudes, existen claras divergencias en la 

posición anatómica, conectividad, y funciones de los núcleos RMM/RML, STh, 

VPM y DPM. Esto apoya la heterogeneidad primaria, previamente mencionada, 

del área RM. El tiempo relativo de la neurogénesis de estas estructuras puede ser 

factor clave en la especificación y destino de sus neuronas, originadas 

aparentemente en sectores muy próximos. 

En el propio núcleo VPM existe diversidad de poblaciones neurales 

reportada recientemente por Mickelsen y col., 2020.  Sin embargo, su estudio se 

realizó en ratón adulto, una vez finalizada la migración tangencial, y atendiendo 

principalmente a marcadores tardíos del VPM. Por tanto, estos autores no 

comparan las estructuras VPM y RM, atribuyendo la diversidad celular 

exclusivamente al núcleo VPM adulto. En el presente análisis, se muestra cierta 

diversidad celular primaria, en el área RM y en la VPMms, durante la migración 

tangencial. De manera similar, se ha descrito previamente una migración 

convergente de distintos tipos neuronales bien definidos en el núcleo 

interpeduncular de aves y ratón (Lorente-Cánovas y col., 2012; Moreno-Bravo y 

col., 2014; Ruiz-Reig y col., 2019; García-Guillén y col., 2020).  

Los marcadores utilizados en el presente análisis revelan una multiplicidad 

de tipos celulares en las estructuras de interés. Tempranamente en el desarrollo, 

se encontraron diferencias en la distribución de los factores de transcripción 

Foxa1 y Nr4a2 en el área RM, así como en la VPMms y, posteriormente, en el 

emergente núcleo VPM. Aunque existe solapamiento entre ambos marcadores, 

medio-lateralmente, la señal de Foxa1 predomina en la zona ventral del área RM, 

mientras que Nr4a2 es prominente en su zona dorsal. Esto puede significar que 

existe una regionalización dorsoventral en el área RM. Además, el mayor número 

de casos de éxito para la visualización de la migración tangencial (CMFDA) ocurrió 

cuando se marcó la mitad rostrodorsal del área RM. Tanto en el análisis 

descriptivo, como en los experimentos in vitro, se visualizan tres tipos celulares 
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en función de los marcadores utilizados: Foxa1, o Nr4a2, o Foxa1/Nr4a2. Es 

importante señalar que, en los experimentos in vitro, también aparecen células 

CMFDA que forman parte de la VPMms y que no contienen los marcadores 

anteriores, indicativo de que hay células adicionales con perfil molecular distinto, 

al menos en estadios tempranos. 

De este patrón se puede deducir, en primer lugar, que hay tres áreas 

dorsoventrales en la región RM con relación a los marcadores utilizados, donde 

la intermedia co-expresa ampliamente Foxa1 y Nr4a2. En E14.5 ya hay diferencias 

de distribución en el núcleo VPM, que se observan de manera más clara a E18.5. 

La población core del núcleo VPM está constituida por células Foxa1/Nr4a2, así 

como células Nr4a2. El core, está rodeado por un shell de células Foxa1, que 

alcanzan el estrato superficial. En el análisis transcriptómico de Mickelsen y col. 

(2020) se identifican genes asociados con el core de VPM (Tac1, Nos1, Calb2, y 

Foxp2). En segundo lugar, se puede deducir que los elementos migrados, 

únicamente CMFDA positivos en los experimentos con doble 

inmunofluorescencia Foxa1/Nr4a2, indican la existencia de más tipos celulares 

adicionales que forman la VPMms, cuyo perfil molecular no incluye los factores 

de transcripción Foxa1 o Nr4a2.  

En conjunto, los datos obtenidos apuntan a que las células que van a 

formar el núcleo VPM se originan en subzonas ligeramente separadas en el área 

RM, dando lugar a distintos tipos celulares, en origen, que participan en la 

migración tangencial. 

Teóricamente, las posibilidades para que en una misma estructura existan 

distintas poblaciones celulares pueden ser diversas. Por ejemplo, puede 

establecerse una regionalización retromamilar ventrodorsal o rostrocaudal 

ocasionada por las señales procedentes de la placa del suelo o de la región 

acroterminal (Puelles y Rubenstein, 2015; Díaz y Puelles, 2020). También es 

posible la interacción inhibitoria entre células neuroepiteliales, que ocasiona un 
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patrón de “sal y pimienta” de diferentes progenitores uniformemente distribuidos 

(Sjöqvist y Anderson, 2019). Alternativamente, se puede producir un número 

limitado de progenitores neurales en distintas microzonas del área RM, que sólo 

tras haber completado sus migraciones (por ejemplo, en el caso de VPM o STh) 

dan lugar a un número mayor de tipos neuronales en función de influencias 

epigenéticas (trofismo, señales locales, señales retrógradas). La mayoría de los 

marcadores genéticos que definen los tipos celulares en el núcleo VPM 

(Mickelsen y col. 2020) son expresados una vez que su migración ha finalizado. 

Sería interesante determinar si las diferencias en la distribución de los factores 

Foxa1 y Nr4a2 derivan en diferentes fenotipos neuronales en el núcleo VPM 

adulto. 

3. La migración del núcleo VPM en el modelo prosomérico 

 

Asumiendo la histogénesis radial como el patrón fundamental del 

desarrollo nuclear en el hipotálamo, Altman y Bayer (1978, 1986) postularon el 

neuroepitelio del receso mamilar (algunas veces identificado en la literatura como 

“receso tuberomamilar”) como nicho de los progenitores neurales de los núcleos 

VPM y DPM. Sin embargo, los datos presentes demuestran un origen RM del 

primero y sugieren que, al menos en parte, el último también se origina en este 

dominio. En años recientes, diversos estudios en el hipotálamo han puesto el foco 

en la importancia de las migraciones tangenciales que tienen lugar de origen o 

destino en el hipotálamo basal (Zhao y col., 2008; Alvarez-Bolado, 2019; Morales-

Delgado y col. 2011, 2014; Skidmore y col. 2008; Puelles y col. 2012; Díaz y col. 

2015; Murcia-Ramón y col. 2020). Por tanto, esta posibilidad tiene que 

considerarse en cualquier análisis neurogénico. 

El área RM se definió en la rata como “área supramamilar” por Gurdjian 

(1927), término que refleja el uso del clásico modelo columnar del cerebro. En 

este modelo, el hipotálamo es considerado en su totalidad como una columna 

longitudinal ventral del diencéfalo, con su nivel más caudal ocupado por las 



130 
 

regiones M y RM. El eje longitudinal en este modelo pasa paralelo al hipotálamo, 

terminando en el telencéfalo (Swanson, 2012).  

 En el presente análisis se ha usado como referencia el modelo prosomérico 

actualizado de Puelles y col. (2012), y Puelles y Rubenstein (2015), cuyo eje 

longitudinal es ortogonal al del modelo columnar en el hipotalámo. Esta revisión 

conceptual sienta sus bases en: (1) el análisis de marcadores genéticos de la línea 

media ventral longitudinal, que reflejan una inducción temprana de la placa del 

suelo por parte de la notocorda subyacente. Estrictamente, la placa del suelo no 

llega más allá del área mamilar (Fig.1B; Puelles y col., 2012, 2013, 2015); (2) el 

mapa destino que demuestra el final rostral de la placa del techo longitudinal 

fusionada durante la neurulación en el cruce medio de la comisura anterior 

(Fig.1B; Puelles y col., 1987; Cobos y col., 2001). Estos dominios únicos mediales y 

longitudinales (placas del suelo y del techo), ya son identificables en estadios de 

placa neural, y son fuente de señales ventralizantes y dorsalizantes que difunden 

en el tubo neural. Esta interacción antagónica dorsoventral, establece 

secundariamente, las placas longitudinales alar y basal, así como el límite entre 

ambas. Antiguamente, este límite era situado siguiendo características 

secundarias, tales como la diferenciación precoz de la placa basal para definir el 

surco limitante de His, paralelo al surco ventral diencefálico, terminando en el 

telencéfalo. Sin embargo, los datos moleculares definen mucho antes este límite 

según la expresión génica de determinados marcadores como Nkx2.2; Nkx2.9 y 

Ptc1, entre otros. En este lugar existe un equilibrio entre efectos ventralizantes vs.  

dorsalizantes (Puelles y col., 2012; Puelles y Rubenstein, 2015).     

El modelo prosomérico, incluye en el hipotálamo un dominio rostromedial 

y dorsoventral, nombrado “acroterminal” (Puelles y col. 2012; azul en Fig.1B y 

Fig.3). La parte basal de este dominio acroterminal incluye ciertas estructuras 

particulares, como el área anterobasal, la eminencia media, el infundíbulo, la 

neurohipófisis, el receso tuberomamilar y las partes rostromediales de la banda 
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perimamilar y el área mamilar. El modelo prosomérico asume una influencia de 

las señales ventralizantes procedentes de la placa del suelo (Por ejemplo, SHH) 

en la especificación de las áreas RM y M. De esta forma se puede explicar el 

patrón, topológicamente paralelo, de los dominios longitudinales (TuD, TuI, TuV, 

PM, M y suelo M). De manera similar, el dominio acroterminal es fuente de los 

morfógenos rostralizantes de la familia FGF (Puelles, 2017; Díaz y Puelles, 2020), 

lo que podría, al menos parcialmente, explicar las diferencias rostrocaudales entre 

Tu y RTu, PM y PRM o M y RM. 

Los nombres de los núcleos “premamilar ventral” (VPM) y “premamilar 

dorsal” (DPM) reflejan el uso del modelo columnar, en el que la migración del 

núcleo VPM avanzaría en dirección ventral, mientras que la del STh lo haría en 

dirección rostral. Los dominios PM/PRM y Tu/RTuV no se identifican en este 

esquema clásico. Para evitar confusión, se han mantenido los nombres clásicos 

de los núcleos, excepto el actual RM (en Puelles y col., 2012 y Puelles, 2019 se 

tratan estos problemas de incoherencias semánticas en el cerebro).  

En la región terminal del hipotálamo basal, las células que van a formar el 

núcleo VPM cruzan oblicualmente el dominio PM (Otp positivo). Algunos 

elementos de la VPMms en el adulto parecen “desplazar” a las neuronas 

histaminérgicas (Hdc-positivas) características de la banda TuV (El dominio 

RTuV/TuV también es conocido en la literatura como “tuberomamilar), mientras 

que otras células del VPM sobrepasan este estrecho dominio. Tanto la banda PM 

como la banda TuV rodean dorsalmente a los cuerpos mamilares (Shimogori y 

col., 2010; Puelles y col., 2012). Estas bandas curvadas, constituyen dominios 

topológicos longitudinales, que representan la regionalización dorsoventral del 

hipotálamo (Tu/RTu>dorsal a PM/PRM>dorsal a M/RM>dorsal a la placa del 

suelo). 

 La mayoría de las migraciones tangenciales en el cerebro siguen una vía 

longitudinal, o transversal desde su área de origen, realizando un movimiento 
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paralelo a alguno de los ejes (por ejemplo, las migraciones de la oliva inferior y 

del labio rómbico pontino; del núcleo motor facial y otras migraciones de 

motoneuronas; migraciones interpedunculares; células subpaliales migrando al 

palio). Por ejemplo, la migración del núcleo subtalámico emerge del mismo 

prosómero, hp1, dirigiéndose en dirección estrictamente dorsal, hacia RTu, en 

una vía transversal al eje longitudinal y paralela al límite intrahipotalámico. Sin 

embargo, se sabe que las neuronas que forman algunos de los núcleos ístmicos 

sí migran de manera oblicua (Puelles y Martínez-de-la-Torre, 1987). 

Una explicación posible para el caso del núcleo VPM sería la presencia de 

un elemento atractor rostral sumado al hipotético atractor dorsal que ocasionaría 

el movimiento de las células del STh y PSTh (se trataría de un vector de 

movimiento resultante de la suma de dos vectores, uno en dirección dorsal y otro 

predominante en dirección rostral). Estas células no avanzan estrictamente en 

dirección rostral, en cuyo caso, su localización final estaría dentro del área M, 

esquivada en todo momento por la VPMms. Es plausible, por tanto, que en esta 

zona M pueda haber una señal no permisiva para la entrada de estas células que 

forman el VPM. 

 Además, la VPMms avanza periventricularmente y diverge lateralmente en 

TuV-TuI, donde las neuronas Foxa1 (negativas para Nr4a2) alcanzan el estrato 

superficial, formando el “shell” o porción lateral del VPM (VPMlat). Es posible que 

la VPMms alcance el límite entre THy y acroterminal, y que ésta última zona 

constituya un territorio no permisivo para esta corriente celular. El infundíbulo 

representa la estructura medial acroterminal que se sitúa más cercana al VPM, y 

queda completamente despejado de este tipo de células. Además, en esta zona 

existe variabilidad de expresión de moléculas relacionadas con la adhesión y la 

migración (proteínas de la familia de ligandos de ephrins y sus receptores Ephs, 

netrinas, slits, etc). Es lógico pensar que ha de existir interacción entre las células 
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VPM y otros tipos celulares que asistan a esta población para alcanzar su lugar 

correcto. 

4. Posible mecanismo complejo en la regulación de la migración del 

VPM 

 

En el presente estudio se ha analizado la expresión en hipotálamo basal 

del ligando ephrin-B2, y las proteínas Netrina-1 y DCC, así como el fenotipo de 

animales deficientes en cada una de ellas. Aunque los patrones de expresión de 

todas ellas las hacen buenas candidatas en la regulación de la migración o 

posicionamiento de las células del VPM, no se encontraron diferencias en esta 

estructura entre los animales mutantes y los animales control. Es posible que 

existan mecanismos redundantes que controlen la migración, y la deficiencia de 

una sola proteína no sea crucial para el posicionamiento del núcleo. Por ejemplo, 

existe expresión más amplia de ligandos de la familia de las ephrins y sus 

receptores en las áreas RM y M y sus alrededores (Efna5, Efnb3, Eph-A8, Eph-B2; 

Allen Developing Mouse Brain Atlas). Sería interesante realizar un diseño 

experimental en el que varias de estas moléculas fueran bloqueadas en esta 

región. 

La Netrina-1 es una proteína secretada por células de placa del suelo a lo 

largo del tubo neural y parte de la placa basal hipotalámica. La respuesta celular 

ante esta proteína puede ser de atracción o repulsión en función de sus 

receptores. Por ejemplo, DCC principalmente genera una respuesta atractiva 

hacia la fuente de Netrina-1, mientras que los receptores de la familia Unc5 

generan una respuesta de repulsión (Yamagishi y col.,2021). Durante el desarrollo, 

DCC se expresa en el área RM. Puesto que hay expresión de Ntn1 en la zona 

terminal de la placa basal hipotalámica, se postuló que la vía Ntn1/DCC podría 

regular la migración de las neuronas del VPM, favoreciéndola. Sin embargo, no 

se observaron diferencias entre los fenotipos mutantes y control. De manera 

similar a lo que ocurría con la familia de las ephrins, existe expresión de otras 
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proteínas de la familia de las netrinas que podrían tener una acción redundante, 

por lo que la pérdida de una de ellas no afectaría al fenotipo. La Netrina-G2 se 

expresa en este territorio ventral en el hipotálamo basal. Previamente se ha 

relacionado esta proteína con defectos en migraciones radiales corticales (Heimer 

y col.,2020). Además, el receptor Unc5d de las netrinas se expresa en el área RM 

en el momento que tiene lugar la migración del VPM (Datos de Eurexpress Atlas, 

datos de Allen Developing Mouse Brain Atlas). Por otro lado, los experimentos 

realizados por Tsuchiya y col. (2009) revelan un posible rol de la Netrina-1 

actuando como señal atractiva para los axones de los tractos mamilotegmental y 

mamilotalámico. 

Además de las familias señalizadoras previamente mencionadas, cabe 

destacar la expresión amplia de genes Slit/Robo en el hipotálamo en desarrollo 

(Romanov y col.,2020), moléculas relacionadas con fenómenos de repulsión. Sería 

interesante profundizar en el posible rol de estas proteínas de señalización en las 

diversas migraciones tangenciales que tienen lugar en el hipotálamo durante el 

desarrollo, puesto que actualmente hay poca información sobre este tema en la 

literatura. 

5. Fgf8 en el desarrollo del núcleo VPM 

 

En el análisis fenotípico de los ratones hipomorfos severos Fgf8neo/null, se 

encontró una reducción general de células en RM, VPMms y VPM, así como de 

las poblaciones vecinas STh/PSTh. Esta reducción principalmente afectó a la 

población Foxa1. Sin embargo, el VPM aparece en la zona terminal del 

hipotálamo (hp2) de igual manera que en los animales control, indicativo de que 

la migración tangencial se sigue produciendo. El borde RM de células Foxa1 tiene 

forma de “arco” rodeando los cuerpos mamilares en especímenes wildtype. En 

contraste, en los animales Fgf8neo/null , sólo queda una población residual de 

células Foxa1 en secciones sagitales medio-laterales del hipotálamo. Además, en 

especímenes de E15.5 existe una desorganización generalizada de las células 
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retromamilares. En estos hipomorfos, la sección lateral, VPMlat, aparentemente 

es sustituida por células dispersas.  

Varios estudios han notificado el rol de Fgf8 en la especificación de ciertos 

dominios neuroepiteliales a través de la regulación de algunos factores de 

transcripción: en el telencéfalo (Garel y col., 2003; Storm y col., 2006); tálamo 

(Botella-López y col., 2019), e istmo (Martínez y col., 1999; Liu y col., 1999). La 

acción de Fgf8 en el mantenimiento de la proliferación y/o disminución de la 

apoptosis de ciertas áreas está bien establecida (Kawauchi y col., 2005; Storm y 

col., 2006; Chung y col., 2016; Botella-López y col., 2019). Además, Tsai y col., 

(2011) comentan un posible rol de Fgf8 favoreciendo procesos de migración 

neuronal, que podría ser indirecto, como consecuencia de su acción positiva en 

la proliferación celular y en el crecimiento axonal. Estudios previos reportaron 

alteraciones en la pituitaria y en neuronas hipotalámicas productoras de péptidos 

en ratones hipomorfos para Fgf8 (Brooks y col., 2012; McCabe y col., 2011; 

Rodriguez y col., 2015). No es sorprendente que este morfógeno desempeñe un 

papel en el desarrollo del hipotálamo, dado su alto nivel de expresión en el 

dominio acroterminal (junto con otros miembros de la familia FGF; Ferran y col., 

2015; Díaz y Puelles, 2020). Además, el receptor de FGFs, Fgfr2, está ampliamente 

distribuido en la placa basal hipotalámica. 

Aunque existe una reducción generalizada en la celularidad, el núcleo 

VPM, aparece situado en la región Tu, de la misma manera que en los ratones 

control y wildtype. No hay una acumulación masiva de células ectópicamente. No 

obstante, sí se observa, lateralmente una dispersión de células en niveles donde 

se debería observar la sección lateral del VPM bien organizada. La reducción del 

número de las células Foxa1 en el área RM puede indicar una disminución en la 

proliferación o una excesiva apoptosis en esta zona, lo que podría explicar la 

distorsión en la forma de las estructuras derivadas de esta región y la 

desorganización de sus elementos. La afectación del VPMlat y la dispersión de 
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algunas células en nivel puede ser explicado por un efecto directo en la migración, 

o indirectamente, debido a la distorsión de la placa basal hipotalámica. 

Previamente se ha identificado que Fgf8 puede actuar favoreciendo la migración 

de determinadas células como oligodendrocitos (Cruz-Martínez y col., 2014) o 

células de la cresta neural (Dunkel y col., 2020). Este defecto en la organización 

de VPMlat, también puede ser explicado indirectamente, por una alteración en la 

especificación rostro-caudal de los territorios M/RM, lo que podría ocasionar el 

paso de las células RM por la región M. Hay que tener en cuenta que los ratones 

Fgf8neo/null poseen algo de morfógeno funcional (alrededor del 20%) que puede 

ser suficiente para permitir el desarrollo de una migración del VPM casi normal. 
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1. El núcleo VPM es una estructura retromamilar en origen, cuyas neuronas 

realizan una migración tangencial desde este dominio progenitor hasta la 

zona TuV/TuI. Esta vía migratoria oblicua, no sólo supone un aporte celular 

interprosomérico en dirección rostral, sino que también implica un cambio 

ventro-dorsal en la posición final de los componentes del núcleo VPM. 

2. El núcleo VPM muestra heterogeneidad celular primaria durante su 

migración, y también posteriormente, diferenciándose la porción central 

que forma el VPMc, de la porción lateral más superficial que forma el shell 

(VPMlat). 

3. Tanto los marcadores analizados, como la zona RM rostrodorsal desde la 

que arranca la VPMms, sumados al origen ventral de la migración del 

núcleo STh, sugieren que existe una regionalización dentro de éste área 

RM. 

4. Probablemente existe una regulación compleja de las migraciones 

tangenciales producidas en la región ventral del hipotálamo basal, dada la 

variedad de expresión de moléculas implicadas en la repulsión y atracción, 

y los eventos migratorios de comienzan en este territorio durante el 

desarrollo. 

5. El factor de crecimiento fibroblástico Fgf8 participa en el desarrollo del 

área RM y el núcleo VPM, posiblemente impidiendo la muerte neuronal o 

promoviendo la proliferación en este territorio. Su acción, directa o 

indirecta, está involucrada con el posicionamiento correcto de las células 

de la sección lateral del VPM (VPMlat). 
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1. The VPM nucleus is a retromamilar structure in origin, whose neurons 

migrate tangentially towards the TuV/TuI zone. This oblique migration 

path not only supposes an interprosomeric cellular contribution, but also 

implies a ventro-dorsal change in the final position of the VPM neurons. 

2. The VPM nucleus shows primary cellular heterogeneity during its 

migration, and later, differentiating the central portion that forms the 

VPMc, from the more superficial lateral portion that forms the shell 

(VPMlat). 

3.  The analyzed markers, and the rostro-dorsal RM zone from which the 

VPMms starts, added to the ventral origin of the STh migration, suggest a 

regionalization within the RM area. 

4.  A complex regulation of tangential migrations produced in the ventral 

region of the basal hypothalamus is presumable, given the expression 

patterns of genes involved in repulsion and attraction in this territory. 

5. The fibroblast growth factor Fgf8 participates in the development of the 

RM area and the VPM nucleus, possibly preventing neuronal death or 

promoting proliferation in this territory. A direct, or indirect role of Fgf8 is 

involved in the correct positioning of the cells of the lateral section of the 

VPM (VPMlat). 
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