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Abreviaturas

3v
aq
chp
DIA
DIP
DLA
DLAR
DLG
DLGs
DLP
DMA
DMI
DMo
DMP
DPe
DSS
fr
hbc
LHb
MHb
MHbD
MHbV
MSHb
pl
p2
p3
pc
Pe

Pi
PiSt
PThE

third ventricle

aqueduct

choroid plexus (choroidal tela)

dorsal intermediate anterior nucleus of the thalamus
dorsal intfermediate posterior nucleus of the thalamus
dorsolateral anterior nucleus of the thalamus
dorsolateral anterorostral nucleus of the thalamus
dorsal lateral geniculate nucleus

dorsal lateral geniculate, superficial neuropil
dorsolateral posterior nucleus of the thalamus
dorsomedial anterior nucleus of the thalamus
dorsomedial infermediate nucleus of the thalamus
dorsal motor nucleus of the thalamus

dorsomedial posterior nucleus of the thalamus
dorsal tier periventricular nucleus of the thalamus
dorsal somatosensory nucleus of the thalamus (antiguo DIvA)
fascilulus retroflexus

habenular commissur

lateral habenular nucleus

medial habenular nucleus

medial habenular nucleus, dorsal part

medial habenular nucleus, ventral part

medial subhabenular nucleus

prosomer 1 (pretectum)

prosomer 2 (thalamus)

prosomere 3 (prethalamus)

posterior comisure

periventricular stratum

pineal gland

pineal stalk

prethalamic eminence



Abreviaturas

RHb retrohabenular area of the thalamus
sm stria medullaris
SMi Superficial microcellular nucleus of the thalamus

SPC superficial parvicellular nucleus of the thalamus
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Introduccion

Epitalamo y capa dorsal del talamo del pollo.

El neuroepitelio de los vertebrados crece de manera desigual a lo
largo del tubo neural. Diversos autores, (His, 1893, 1904; von Kupffer,
1906; Kingsbury, 1920, 1922, 1930; Palmgren, 1921; Rendahl, 1924;
Hochstetter, 1929; Bergquist, 1932, 1952; Kdallén, 1951a, b, 1952, 1965;
Bergquist y Kallén, 1953a, 1953b, 1954; Vaage, 1969, 1973; Keyser, 1972aq,
b, 1979) describen cémo las zonas de mayor proliferacion, en contraste
con las zonas de proliferacion nula, forman unos abombamientos hacia
el exterior que se fraducen en una serie de anillos transversales al eje
longitudinal, los neurdbmeros. A nivel diencefdlico se describen tres
neurdmeros: sinencéfalo, parencéfalo posterior y parencéfalo anterior
(Rendahl, 1924; Coggeshall, 1964; Keyser, 1972a, b, 1979; Martinez-de-la-
Torre, 1985).

Herrick (1910) describe cuatro columnas en el diencéfalo, a las
que aftribuye diferente sentido morfofuncional: epitdlamo, tdlamo
dorsal, talamo ventral e hipotdlamo. Kuhlenbeck (1937) observa ya a los
neurdmeros en sus estudios embrioldgicos, aunque al no poderlos seguir
hasta el animal adulto, los considera tan sélo subdivisiones fransitorias,

con lo que sigue el modelo de Herrick. (Fig. 1).

Fig. 1. Modelo columnar (izquierda). Modelo neuromérico (derecha).

Posteriores estudios (Palmgren, 1921; Rendahl, 1924; Bergquist,
1932; Bergquist y Kallén, 1953a; Coggeshall, 1964; Keyser, 1972a; Vaage,
1973) observan que las diferentes neuronas nacidas dentro de cada

neurdmero quedan separadas por hiatos acelulares interneuroméricos,



Introduccion

demostrando que la division neuromérica se conserva a lo largo del
desarrollo embriolégico y permanece en el adulto.

La morfologia del epitdlamo y el tdlamo dorsal ha sido
cldsicamente tratada por diversos autores (Rendahl, 1924; Huber y
Crosby, 1929; Craigie ,1931; Kuhlenbeck, 1937, 1939; Kappers , Huber y
Crosby ,1936; Karten y Hodos ,1967; Jungherr, 1969) que han ajustado sus
interpretaciones al modelo de subdivision diencefdlica que previamente
hubieran aceptado. Nos encontramos por tanto con tres grandes lineas
de interpretacion del epitdlamo y talamo dorsal: La de Rendhal (1924)
adaptada al modelo neuromérico. La de Kuhlenbeck (1937) adaptada
al modelo columnar. Y Ila de Huber y Crosby basada
terminologicamente en Rendhal pero fundamentada en el modelo
columnar de Kuhlenbeck.

Bergquist y Kallén (1954) interpretan la morfologia del epitdlamo y
talamo dorsal mediante la existencia de tres capas: superficial (area ),
intfermedia (drea |, aludida también por Senn (1968, 1970)) vy
periventricular (drea lll); basdndose en observaciones de oleadas
migratorias de neuroblastos a lo largo del desarrollo.

Puelles et al. (1987) enmarcan su trabajo dentro del modelo
neuromérico. Cada neurbmero queda también  subdividido
dorsoventralmente en regiones de comportamiento histogenético
distintivo, quedando delimitadas unas de otras por diferencias
citoarquitecténicas u hodoldgicas.

Clasicamente se han identificado solamente dos poblaciones en
el epitdlamo, los nUcleos habenular medial y habenular lateral (Huber y
Crosby, 1929; Craigie, 1931, Tienhoven y Juhdsz, 1962; Jungherr, 1969;
Vélker, 1972 y ofros). Habitualmente, estos autores interpretaban los
nUcleos subhabenulares medial y lateral como partes de los nicleos
habenulares medial y lateral respectivamente.

Rendahl (1924) describe tres nicleos en el epitdlamo: el nucleo
superficial epitaldmico, el nucleo habenular lateral y el nulcleo

habenular medial, los cuales se corresponden actualmente con los
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nucleos habenular lateral, habenular medial y subhabenular medial
respectivamente.

Kuhlenbeck (1937) asienta sus interpretaciones en el modelo
columnar, con lo que para él, la stria medullaris y los surcos epitaldmico
lateral y taldmico dorsal conforman la frontera epitdlamo/talamo dorsal.
Por lo cual, los nUcleos subhabenulares lateral y medial son interpretados
como nucleos del tdlamo dorsal. Ademds, sugiere que el nucleo
superficial epitaldmico de Rendahl estd constituido por las células mds
superficiales del nicleo habenular lateral, que se mezclan con la stria
medullaris.

Guillén (1991) estudia la composicion nuclear del epitdlamo vy el
complejo superior del tdlamo dorsal en aves, los cuales, se qjustan
perfectamente al modelo neuromérico de Rendhal. Se situan en la
parte mas alar del parencéfalo posterior (actual p2 de Puelles y
Rubenstein (2003)) y se extienden desde el limite interparencefdlico
hasta el limite sinencéfalo-parencefdlico. Inyectando timidina tritiada a
embriones de pollo en distintos estadios de desarrollo comprueba que la
aparicion de los nucleos que componen el epitdlamo y el complejo
superior del tdlamo dorsal ocurre entre los estadios HH21 y HH34
(Hamburger y Hamilton, 1951).

Guillén  (1991) localiza los cuatro nUcleos habenulares vy
subhabenulares en el dngulo dorso-caudal del parencéfalo posterior.
Inicialmente, enfre 8 y 9 dias de incubacion, el nicleo subhabenular
lateral es una reducida poblacion situada superficialmente junto al
surco epitaldmico lateral, es algo mds extenso caudal que rostralmente,
ventralmente se sitUa el nicleo superficial caudal. Por encima se situan
la stria medullaris y los nUcleos habenulares. Hacia el ventriculo se halla
el nUcleo subhabenular medial, mucho mdas desarrollado que el anterior,
sus células estdn apretadas entre si y son de menor talla nuclear que el
nUcleo subhabenular lateral, llegando hasta el ventriculo. Rostral a él se

encuentran los nucleos anterior y periventricular, dorsalmente el nicleo
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Introduccion

habenular medial y caudalmente los nlcleos superficial caudal vy
dorsomedial posterior.

Los esbozos de los nucleos habenulares (medio y lateral) se
forman junto a la confluencia del tallo de la epifisis con la tela coroidea.
Esta region es recorrida rostro-caudalmente por la stria medullaris,
algunas de estas fibras atraviesan la comisura habenular y alcanzan el
lado contrario. Intersticialmente a la stria medullaris se distingue un
grupo de neuronas grandes que constituyen el ndcleo habenular lateral.

Mucho mds voluminoso es el nucleo habenular medial que
sobrepasa dorsal y ventralmente al nucleo habenular lateral y por tanto
a la stria medullaris. El ndcleo habenular medial estd constituido por
células pequenas y redondeadas fuertemente basofilas. Posteriormente,
enfre 10 y 14 dias de incubacion, el nucleo habenular lateral crece
considerablemente de tfamano manteniéndose en el camino de la stria
medullaris. Mientras que el nicleo habenular medial se subdivide en tres
subnucleos: dorsal, intermedio y ventral.

En los mamiferos la region habenular ha sido habitualmente
vinculada a los circuitos que regulan las expresiones de la conducta y
las emociones (sistema limbico). Krayniak y Siegel (1978) comprobaron,
en la paloma, la presencia de vias hipotéticamente homodlogas a las de
los mamiferos, las cuales, partiendo de la regiéon septal, conectan con el
nucleo habenular lateral a través de la stria medullaris.

Una caracteristica, cuanto menos llamativa, del epitdlamo es que
sus nuUcleos constituyentes presentan asimetrias en la mayoria de
especies animales, habiéndose descrito asimetrias estructurales en todos
los casos de vertebrados (Concha y Wilson, 2001). Estas asimetrias son
mAs pronunciadas en peces, amfibios y reptiles, mientras que en aves y
mamiferos son mds sutiles. Se han descrito asimetrias en tamano,
organizacion citoarquitecténica, neuroquimica y hodoldgica.

Desde el décimo dia de desarrollo se aprecian en la capa
supuerficial del complejo superior del tdlamo dorsal, ventral al

epitdlamo, tres poblaciones citoarquitectonicamente diferentes: los

11



Introduccion

nUcleos superficial microcelular, superficial parvocelular y superficial
caudal. El ndcleo superficial microcelular, compuesto por células muy
pequenas y basdfilas, que concuerda con la poblacién descrita en el
animal adulto como nucleo superficial parvocelular o como parte de
ella (Guillén, 1991) se caracteriza embrioldgicamente por su tardia
aparicion y sugiere que se trata de un ndcleo exclusivo de aves, ya que
se conecta contralateralmente con el Wulst (Nixdorf y Bischof, 1982), no
conociéndose en mamiferos ninguna  esfructura  con  estas
caracteristicas hodoldgicas.

El nUcleo superficial parvocelular aparece en los primeros estadios
de desarrollo embrionario como una Unica masa situada en la capa
superficial del complejo dorsal. Sus células son de tfamano medio y no
muy basdfilas, con conexiones ipsilaterales al Wulst (Nixdorf y Bischof,
1982). Tradicionalmente ha existido confusidon entre estos dos nucleos
superficial parvocelular y superficial microcelular. Guillén (1991) los
distingue desde el punto de vista embrioldgico (neurogénesis vy
migracion) y por motivos citoarquitecténicos y hodoldgicos.

Distingue también en la capa superficial del complejo dorsal el
nUcleo superficial caudal perfectamente definido en embriones de 8 a
10 dias que tiende a pasar desapercibido en el adulto (al ser cubierto
por el nucleo superficial microcelular) o asimilarse a formaciones
cercanas, como el nucleo dorsolateral posterior (estructura del
complejo inferior).

En sus estudios autorradiograficos, Guillén (1991) describe las
fechas de nacimiento de los nUcleos epitdldmicos y del complejo
superior del tdlamo dorsal en pollo, en concordancia con otros estudios
anteriores (Angevine, 1970; McAllister y Das, 1977; Altman y Bayer, 1979)
se establece un patréon de estratificacion neurobldstica de fuera
adentro, al igual que en mamiferos. Sin embargo, Guillén (1991) excluye
de este patrén al nicleo superficial microcelular, al cual le atribuye el

periodo de nacimiento mads tardio del parencéfalo posterior, estando
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este nUcleo aun incompleto en el estadio HH34, en que finaliza sus
estudios.

El orden neurogenético en los mamiferos, ademdas del gradiente
latero-medial, es simultdneamente ventro-dorsal y caudo-rostral
(McAllister y Das, 1977). En aves no existe gradiente ventro-dorsal ni
caudo-rostral para el tadlamo en su conjunto (Crossland y Uchwat, 1982).
Asi pues, los nUcleos subhabenulares y habenulares nacen antes que
nucleos mds ventrales como el periventricular y el dorsomedial anterior.
Ademds los nUcleos subhabenulares nacen mads tarde que el habenular
lateral.

También existe una correlacion en esta region diencefdlica entre
tamano neuronal y fechas de nacimiento, tal como cldsicamente se ha
pensado, siendo de nacimiento temprano para los nucleos cuyas
células tienen cuerpos mds voluminosos y tardio para los nicleos de
células pequenas (Jacobson, 1982).

Guillén (1991) sugiere que el peculiar comportamiento vy
morfologia del nUcleo superficial microcelular, asi como el retraso en su
neurogénesis, con relacidn a las regiones circundantes, (habenular,
subhabenular y taldmica superior) abogan conjuntamente por la
determinacién independiente de su actividad histogenética,
apuntando a una posible migracion tangencial del mismo, desde algun
lugar del neuroepitelio dorsocaudal hasta su posicion final.

Puelles (observaciones no publicadas) sugiere la expresion
selectiva de estas pequenas células del factor de transcripcidn Pax6, al
observar en diferentes estadios de desarrollo embrionario de pollo un
rastro de células pequenas Pax+ por la regidon dorsal superficial del
talamo.

Esta tesis toma estas observaciones (Guillén, 1991; Puelles,
observaciones no publicadas) como punto de partida para verificar la
coincidencia de estas células Paxé positivas con las descritas como
nucleo superficial microcelular (Redies, et al., 2000). Toma como

referencia el modelo prosomérico (Puelles y Rubenstein, 2003) y basa su
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nomenclatura y por tanto las abreviaturas utilizadas en el atlas de
Puelles et al. (2007).

Los trabajos de Altman y Bayer (1978a,b, 197%9a,b,c, 1988a,b,
1989a,b,c) se han cenfrado en dos técnicas de autoradiografia con
timidina tritiada en cerebros de rata. Por un lado, la llamada
“autorradiografia de larga supervivencia tras multiples inyecciones”,
para establecer la fecha y el origen de las neuronas en cerebros
adultos. Por ofro lado, la “autorradiografia de supervivencia corta y
secuencial” para determinar las fuentes en el neuroepitelio de varias
poblaciones de neuronas y seguir sus rutas de migracion asi como el
orden de llegada a su destino final. A lo largo de la médula espinal, el
rombencéfalo, el suelo del mesencéfalo y el diencéfalo, segun Atlman y
Bayer, es posible subdividir el neuroepitelio en pequenas dareas
basdndose en evaginaciones o invaginaciones, engrosamientos o
encogimientos, y en el nivel de marcador absorbido en las dos horas

siguientes a una inyecciéon de timidina tritiada (Bayer y Altman, 1995).

Fig. 2. Diagrama esquematico de las derivaciones de las principales subdivisiones
diencefalicas (incluyendo el hipotalamo) desde los I6bulos neuroepiteliales del tercer
ventriculo. Tomado de Altman y Bayer ,1979b.
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En los primeros estudios del desarrollo del diencéfalo (Altman vy
Bayer 1978a,b, 1979b) llegan a la conclusion de que las mayores
subdivisiones nucleares del diencéfalo adulto provienen (Fig. 2) de
divisiones proliferativas identificables en el neuroepitelio del tercer
ventriculo  del embrion temprano. En concreto, estas divisiones
prolifereativas del neuroepitelio se manifiestan en forma de Ibbulos
dorsoventralmente dispuestos.

En estudios posteriores (Altman y Bayer 1988a.b, 198%a.b,c)
sometieron a un andlisis detallado la fransformacion del neuroepitelio
taldmico, concluyendo que los lébulos taldmicos estan divididos en
sublébulos, caracterizados como concavidades y convexidades
regionales y que dichos sublébulos representan fuentes germinales
putativas de nucleos taldmicos especificos. Sugieren que la lobulacion
de la superficie ventricular del tdlamo en desarrollo es necesaria para
acomodar las células particularmente numerosas en esta region
(Altman y Bayer, 1988a). El patrédn general del desarrollo de las
estructuras nucleares en el diencéfalo se resume en la figura 3.
Inicialmente (Fig. 3 , parte superior), zonas del neuroepitelio segregadas
espacialmente  (barras sombreadas) dan lugar a poblaciones
especificas de neuronas (elipses sombreadas). Posteriormente (Fig. 3,
parte inferior), el neuroepitelio diencefdlico se transforma de manera
que las sucesivas poblaciones neuronales son generadas en los mismos
lugares.

Con respecto a la proliferacion y formacion de nucleos, los datos
de Altman y Bayer muestran bastante semejanza con las areas
migratorias descritas por Bergquist y Kallén, sin embargo Altman y Bayer
(1988b) niegan dicha relaciéon al no aceptar el concepto de
organizacidn neuromérica, Concluyendo de sus estudios de
autorradiografia con timidina tritiada que el neuroepitelio es un mosaico
iregular de sectores histogenéticos destinados a producir los diferentes

nucleos del sistema nervioso central.
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Fig. 3 . El mosaicismo en el neuroepitelio y la generacion de estructuras nucleares.
Tomado de Bayer y Altman,1995.

El modelo prosomérico en anatomia comparada.

Aungue cada especie de vertebrado tiene sus peculiaridades, el
modelo prosomérico permite extrapolar un patron de organizacion
bdsico comun para todas ellas. A la vez que ayuda a la comprension
de los mecanismos moleculares de la especificacion cerebral a lo largo
de la evoluciéon de los vertebrados. La validez del modelo prosomérico
para la comparacion de cerebros entre diferentes especies ha
qguedado patente en diversos estudios llevados a cabo en numerosas

especies de vertebrados (peces: Kage et al., 2004; Rodriguez-Moldes,
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2009; 2011; Lopez et al., 2012; anfibios: Bachy et al., 2001; 2002; Brox et
al., 2003; 2004; Moreno et al., 2004, 2008; Morona y Gonzdlez, 2008, 2009;
reptiles: Davila et al., 2000; Pritz y Ruan, 2009; Moreno et al., 2012; aves:
Puelles et al., 2000; Abelldn y Medina 2008; 2009; mamiferos: Puelles et
al., 2000; Puelles y Rubenstein, 2003; Remedios et al., 2004). En la
comprensidon de la evolucidon del sistema nervioso y la busqueda de
homologias, la genoarquitectura (Puelles y Ferrdn, 2012) utiliza la
expresiobon  génica de  diversos factores de  transcripcion,
neurofransmisores y proteinas conservadas a lo largo de la evolucion
para caracterizar poblaciones celulares.

En una serie de estudios donde se compara la expresion de genes
con dominios anatdmicos, Puelles y Rubenstein proponen el modelo
prosomérico del desarrollo prosencefdlico. En este modelo sugieren que
el desarrollo del prosencéfalo se compone de segmentos  llamados
prosdmeros. En su modelo inicial (Puelles y Rubenstein, 1993; Rubenstein
et al, 1994), el prosencéfalo estd formado por seis prosdmeros
dispuestos a lo largo del eje anteroposterior. Los tfres prosdémeros
posteriores (p1-p3) subdividen el diencéfalo, mientras que los tres
anteriores (p4-pé) subdividen el prosencéfalo secundario, que incluye el
hipotdlamo vy el telencéfalo.

Este modelo (Puelles, Amat et al., 1987; Bulfone, Puelles et al., 1993;
Puelles y Rubenstein, 1993, 2002; Puelles, 1995, 2001a) fue un marco
referencial importante para numerosos estudios sobre la formacién de
patrones prosencefdlicos, estableciendo un mapa topogrdfico
conservado evolutivamente que se relacionaba con regiones de
expresion génica en el tubo neural. Sin embargo, (Puelles y Rubenstein,
2003) el nuUmero vy la naturaleza como compartimentos neurales de los
prosdmeros generaron cierta controversia (Figdor y Stern, 1993; Larsen et
al. 2001). La dificultad en la delimitacion de fronteras prosoméricas tenia
su mayor exponente en el telencéfalo secundario y la regidon adyacente
del diencéfalo, debido en gran medida a la complicada morfogénesis

que tiene lugar durante el desarrollo telencefdlico. Asi pues, cada
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frontera prosomérica tiene que ser transversal y “completa”, lo cual
implica que debe ocupar el tubo neural al completo, esto es, desde la
placa del suelo a la del techo. Sin embargo, algunas fronteras, en
concreto las postuladas en el hipotdlamo y telencéfalo eran ambiguas.
En consecuencia, el modelo prosomérico fue revisado (Fig. 4 A) y
se elimind el prosencéfalo secundario como estructura prosencefdlica
(Puelles y Rubenstein, 2003). En el diencéfalo, pl-p3 se siguen
considerando estructuras prosoméricas con ligeras modificaciones en p2
y p3: p3 incluye el pretdlamo (antiguo tdlamo ventral) y la eminencia
taldmica (actual eminencia pretaldmica); p2 llamado talamo incluye el
talamo (antiguo talamo dorsal) y el epitdlamo o habénula; y pl es la
parte mds caudal del diencéfalo que contiene al pretecho. Finalmente,
el modelo sugiere que cada prosdmero no es necesariamente un
compartimento de lingje celular restringido y que por tanto la restriccion
de lingje entre segmentos no es una condicidn necesaria para la
definicion de segmentacion. Cada segmento queda definido por la

expresion de un conjunto especifico de genes.
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Fig. 4. A. Esquema del modelo prosomérico revisado y simplificado (Puelles y
Rubenstein, 2003). B. Eje anteroposterior (Puelles, 2001a). En rojo se muestra el eje
anteroposterior que cldsicamente se ha tenido en consideracién. Teniendo en cuenta
las flexuras del fubo neural, el verdadero eje anteroposterior es paralelo al fubo neural,
con lo que difiere, especialmente en el diencéfalo, del eje anteroposterior cldsico.
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Para evitar errores de interpretacion derivados de la terminologia
confusa Puelles y Rubenstein (2003) actualizan algunos términos tales
como tdlamo ventral que pasa a ser pretdlamo y tdlamo dorsal que
pasa a denominarse tdlamo. Asi pues, tdlamo ventral y dorsal de la
nomenclatura antigua no indican dominios dorsoventrales diencefdlicos
sino anteroposteriores (debido a las flexuras del tubo neural, Fig. 4 B). Por
tanto, el verdadero eje dorsoventral del diencéfalo debe ser
considerado con respecto al eje anteroposterior del tubo neural.
Dorsoventralmente el diencéfalo queda dividido en cuatro regiones
similares a las regiones mas caudales del tubo neural. De ventral a dorsall
estas regiones son la placa del suelo, placa basal, placa alar y placa
del techo. La placa del suelo estd formada por células colocadas
venfralmente en la linea media que funcionan como centros
organizadores embrionarios secretores de senales moleculares. La placa
basal y alar se localizan entre la del suelo y la del techo y la mayor parte
de los nucleos del diencéfalo adulto son derivados de estas dos
regiones. La placa del techo reside en la linea media dorsal y es un
centro de senalizacion que afecta a la organizaciéon de las regiones
adyacentes. En el diencéfalo, algunas células de la placa del techo se
diferencian formando estructuras como el plexo coroideo o la glandula

pineal (epifisis).

| alar/basal
&

Fig. 5. Posicidn y limites de las unidades hitogenéticas descritas en el tAlamo de aves.
Tomado de Puelles et al., 2007. (Modificado de Redies et. al., 2000). A) Vista sagital.
B)Vista transversal.
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Epitalamo y capa dorsal del talamo segun el modelo

prosomeéerico.

El prosdbmero 2 es un extenso complejo nuclear que se divide en
cinco dreas histogenéticas principales (Redies et al. 2000; Puelles, 2001b;
Martinez de la Torre et al, 2002): Epitdlamo (complejo
habenular/subhabenular), capa dorsal, capa intermedia, capa ventral
y capa anteroventral (Fig. 5). Esta subdivision estd basada en
consideraciones ontogénicas y es consistente con las caracteristicas
hodoldgicas de la zona.

Puelles (2007) en su atlas de pollo describe el complejo
habenular/subhabenular como el destino de la stria medullaris y del
tracto olfatohabenular, siendo también el origen del fasciculo retroflejo.
Rostralmente se encuentra el tejido coroideo de la placa del techo de
p2 (caudal a la eminencia pretaldmica, PthE en p3). Caudalmente
termina a lo largo de la placa del techo no coroidea de p2,
envolviendo la gldndula pineal y su tallo (Pi, PSt) sin alcanzar el
pretecho. La comisura habenular (hc), cruce de fibras de la stria
medullaris, se localiza entre el techo coroideo vy el tallo de la gldndula
pineal. En este punto, Puelles (2007) enfatiza la mala interpretacion
generalizada en la literatura sobre la extension caudal de la regidon
habenular (regién retrohabenular), ya que ésta no llega a alcanzar el
pretecho (placa alar de pl), quedando separada de éste por un
estrecho pasillo por el que la capa dorsal cruza la parte mds caudal de
la linea media dorsal taldmica. Identifica los nucleos convencionales
habenular lateral y habenular medial (LHb, MHb), dividiendo el
habenular medial en dos partes, dorsal y ventral (MHbD, MHbV).
ldentifica también los nucleos subhabenulares lateral y medial (LSHb,
MSHb) y sefnala que la tradicion anatdmica en mamiferos no interpreta
los posibles nucleos subhabenulares como partes diferentes de los

habenulares propiamente dichos.

20



Introduccion

En cuanto a la capa dorsal que se encuentra debajo de los
nUcleos subhabenulares indica que es mds extensa rostral que
caudalmente, donde se restringe al subdominio retrohabenular.
Produce en su capa del manto masas voluminosas de derivados que
representan los componentes de mayor tamano en el tdlamo de las
aves (Redies et al., 2000; Puelles, 2001b). Este gran grupo incluye el
componente lemnotaldmico de Butler (1994), desde el que parten fibras
al pdlio dorsal en el telencéfalo. Sus componentes nucleares se
estratifican radialmente quedando definidos a lo largo de la dimension
ventriculopial como 1) nucleo dorsal periventricular (Dpe), 2) nucleos
dorsomedial anterior, infermedio y posterior (DMA, DMI, DMP), 3) nucleos
dorsointermedio anterior y posterior (DIA, DIP), 4) nucleos dorsolateral
anterior y posterior (DLA, DLP) y 5) varios nucleos superficiales,
incluyendo el nucleo dorsolateral anterorrostral (DLAR), el nicleo dorsal
geniculado lateral y su neuropilo superficial (DLG, DLGs), el nucleo
dorsal somatosensor (DSS) y el nucleo dorsal motor (DMo), el nucleo
superficial parvocelular (SPC), el nucleo superficial microcelular (SMi) y el

nucleo retrohabenular (RHb, Fig. 6).

L
ps P2 | P1

Fig. 6. Situacion del nucleo retrohabenular (RHb), en rojo.
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Region Habenular en mamiferos.

Los precursores neuronales de las neuronas de la habénula se
asocian al dominio neuroepitelial que expresa el factor de transcripcion
Dbx1 en la parte dorsal de p2 (Vue et al., 2007; Quina et al., 2009). Esta
region comienza generando precursores de las neuronas del nicleo
habenular lateral (E13 en rata, E11.5 en ratdn) y seguidamente
precursores de las neuronas del nicleo habenular medial (E15 en rata,
E13.5 en ratén) mostrando un gradiente lateromedial en la neurogénesis

(Angevine, 1970; Altman y Bayer, 1979).

Habenula medial

La circuiteria de la habénula medial estd altfamente conservada
(Sutherland, 1982). Recibe entradas principalmente desde el septum vy
proyecta al nuUcleo interpeduncular (rombdmeros 1 y 2). Estas
conexiones eferentes forman el alma o parte central del fasciculo

retroflejo que se ha conservado en todas las especies de vertebrados
(Fig. 7).

Aferencias del nacleo habenular medial

La mayor fuente de inervacion aferente de la habénula medial se
origina en el septum supracomisural, cuyos axones forman parte de la
stria medullaris (Herkenham y Nauta, 1977). Los axones de dos de los
nUcleos septales principales terminan en diferentes subdominios del
nUcleo habenular medial, el nicleo septofimbrial inerva la parte rostral
del nucleo habenular medial, mientras que el nucleo triangularis inerva
la parte caudal del habenular medial. Algunas pocas aferencias mds
derivan del nucleo de la banda diagonal.

El nuUcleo habenular medial también recibe entradas

ascendentes, principalmente derivadas de nucleos monoaminérgicos,
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los cuales son también dianas de los axones eferentes tanto del nucleo
habenular medial como habenular lateral. Entradas dopaminérgicas
derivan del nucleo interfascicular del area tegmental ventral (Phillipson y

Pycock, 1982) y noradrenérgicas del locus coeruleous (Gottesfeld, 1983).
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Fig. 7. Conectividad de la Conexidon Diencefalica Dorsal. Tomado de Bianco y Wilson,
20009.

Este esquema muestra las conexiones principales de los nicleos habenular lateral, habenular medial e
interpeduncular, descritos en mamifereos, en particular en la rata. Acb, ndcleo accumbens; Circad., fuentes
potenciales de informacién circadiana; CPu, caudado/putamen; Dors. Teg. region, regién dorsal tegmental;
DBB, nucleo de la banda diagonal; DTN, nucleo tegmental ventral de GUdden; EP, nicleo entopeduncular;
FrCx, cortex fontral; HippoF, formacion hipocampal; IPN, nicleo interpeduncular; LC, locus coeruleus; LH,
drea hipotaldmica lateral; LHb, niUcleo lateral habenular; LPO, drea predptica lateral; MHb, nicleo
habenular medial; NI, nicleo incierto; P, pineal; SC, coliculo superior, SCN, nicleo supraquiasmdtico; SNc,
substantia nigra pars compacta; sf, ndcleo septofimbrial; Thal, ndcleos taldmicos; tr, ndcleo triangularis; VTA,
drea tegmental ventral; VIN, ndcleo tegmental ventral de GUdden.

Eferencias del nacleo habenular medial
Los axones del nlcleo habenular medial proyectan

principalmente al ndcleo interpeduncular (Herkenham y Nauta, 1977). El
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nucleo habenular medial contiene tanto neuronas colinérgicas, en sus
dos tercios ventrales, como neuronas con sustancia P en la parte dorsal,
(Contestabile et al., 1987). Ambos tipos de neuronas son contactadas
por axones aferentes desde los nuUcleos septofimbrial y triangularis,
proyectando caudalmente hacia el nicleo interpeduncular a través del
alma del fasciculo retroflejo. Los axones de las neuronas del nucleo
habenular medial terminan de forma topogrdfica, de tal forma que las
neuronas de la parte dorsal del nucleo habenular medial inervan la
parte lateral del nucleo interpeduncular, las de la parte medial del
nucleo habenular medial inervan la parte ventfral del nucleo
inferpeduncular y las de la parte lateral del nucleo habenular medial
proyectan a la parte dorsal del nicleo interpeduncular (Herkenham vy
Nauta, 1979; Constestabile y Flumerfelt, 1981).

Lesiones en el nuicleo habenular medial provocan la
degeneracion de terminales en la gldndula pineal (Ronnekleiv y Moller,
1979), lo que sugiere que esta es otra eferencia del nicleo habenular
medial. También existen evidencias (Sutherland, 1982; Kim y Chang,
2005) de comunicacion entre los dos nUcleos habenulares, al menos de

medial a lateral.

Habenula Lateral

El nUcleo habenular lateral presenta una conectividad mds
amplia y menos conservada evolutivamente que el ndcleo habenular
medial. Estd relacionado con la interfaz motdrico-limbica, ya que,
recibe numerosas entradas palidales y del sistema limbico. Proyecta a
un gran numero de sitios, especialmente en el tegmento ventral

mesencefdlico. (Fig. 7).

Aferencias del nacleo habenular lateral
El nicleo habenular lateral es un punto de convergencia de
informacion desde los ganglios basales y el prosencéfalo limbico. La

mayor fuente de inervacion del niucleo habenular lateral en la rata
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deriva del nucleo entopeduncular (equivalente al segmento interno del
globo pdlido en los primates). En la rata, la mayor parte de las neuronas
del nulcleo entopeduncular proyectan al nicleo habenular lateral
(Herkenham y Nauta, 1977).

Una banda contfinua de células que se extiende desde la parte
anterior lateral del drea predptica, a través del hipotdlamo lateral, hasta
el hipotdlamo medial, proyecta al ndcleo habenular lateral (Herkenham
y Nauta, 1977). Una entrada mds pequena deriva de la region septal,
incluyendo el nucleo de la banda diagonal y el nucleo septal lateral.
Adicionalmente, el nicleo habenular lateral recibe entradas desde el
nucleo accumbens y el cortex medial frontal (Greatrex y Phillipson,
1982).

El nUcleo supraquiasmatico, relacionado con la generacion de
ritmos circadianos en mamiferos, proyecta axones con vasopresina al
nucleo habenular lateral (Buijs, 1978; Sofroniew y Windl, 1978). Una
segunda fuente de informacidon circadiana al nicleo habenular lateral
proviene de células ganglionares retinianas que expresan melanopsina
(Hattar et al., 2006).

El nUcleo habenular lateral recibe inervacion ascendente desde
los nUcleos monoaminérgicos, solapdndose con las fuentes que inervan
al nUcleo habenular medial. Asi pues, axones del raphe y el locus
coeruleus proporcionan enfradas serotonérgicas y noradrenérgicas
(Herkenham y Nauta 1977; Gottesfeld, 1983; Vertes et al., 1999).
Neuronas en la linea media del drea tegmental ventral (nUcleos
interfascicular y paranigral) proporcionan entradas dopaminérgicas a la
parte medial del nucleo habenular lateral, a fravés del fasciculo
retroflejo (Phillipson y Pycock, 1982; Gruber et al., 2007). Las conexiones
aferentes del nuUcleo habenular lateral permiten que los estados
motivacionales o emocionales modulen los comportamientos motoricos

(representados por eferencias palidales).
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Eferencias del nucleo habenular lateral

El nUcleo habenular lateral contine predominantemente neuronas
glutamatérgicas, gabaérgicas y colinérgicas que establecen eferencias
con multiltud de destinos, muchos de los cuales son a la vez fuentes de
entradas al propio nucleo habenular lateral (Herkenham y Nauta, 1979;
Lecourtier y Kelly, 2007), tales como el area lateral hipotaldmica, el drea
predptica lateral, la sustancia innominata y el septum ventrolateral.

El ndcleo habenular lateral establece conexiones descendentes
con numerosos nucleos monoaminérgicos en el mesencéfalo y el
rombencéfalo. Una proyeccion principal, especialmente desde la parte
medial del nUcleo habenular lateral, inerva el raphe medio y dorsal. La
actividad del nucleo habenular lateral inhibe al raphe (Wang vy
Aghajanian, 1977), como resultado de la activacion de interneuronas
gabaérgicas (Varga etf. al. 2003). El ndcleo habenular lateral también
inerva e inhibe el drea tegmental ventral (Araki et al. 1988) y la
substantia nigra pars compacta. Otros destinos eferentes del nicleo
habenular lateral incluyen algunos nucleos taldmicos (centromedial,
mediodorsal, ventromedial y parafascicular), el coliculo superior, la

region tegmental dorsal y el locus coeruleus (Herkenham y Nauta, 1979).

El factor de transcripcion Paxé.

El factor de franscripcion Paxé, es una profeina homedtica
perteneciente a la familia Pax. Los genes que codifican esta familia
evolucionaron desde muy temprano y sus funciones se fueron
diversificando hasta llegar a la variedad de miembros e isoformas
conocidos hoy en dia en el reino animal (Aburomia et al., 2003; Short vy
Holland, 2008; Hill et al., 2010; Suga et al., 2010; Holland y Short, 2010;
Keller et al., 2010; Wang et al., 2010; Underhill, 2012). Estos genes
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homedticos producen proteinas que se caracterizan por tener un
dominio de unién al ADN (dominio par) altamente conservado en la
evolucidon (Bopp et al., 1986; Balczarek et al., 1997; Czerny et al., 1997;
Wang et al, 2010). En concreto, Pax 6 codifica un segundo
homeodomio de unidn al ADN y no codifica un octapéctido, lo cual lo
diferencia del resto de miembros de la famila Pax (Maulbecker y Gruss
1993; Keller et al., 2010).

La expresion de Paxé es fundamental para la formacion vy
mantenimiento de diversas estructuras como los ojos, el pdncreas vy el
telencéfalo (Stuart et al., 1994; Baczareck et. al., 1997; Blake et al., 2008;
Kang y Krauss, 2010). La existencia de varias isoformas de la familia Pax,
diferenciadas por la especificidad de unidon del dominio par al ADN,
explica la amplia diversidad de funciones que se atribuyen a los genes
Pax (Juny Desplan, 1996; Kozmik et al., 1997; Seo et al., 1998; Vorobyov y
Horst, 2004; Kleinjan et al., 2008; Shimizu et al., 2009; Yan et al., 2010;
Charytonowicz et al., 2011; Kiselev et al., 2012; Underhill, 2012). De
acuerdo a un patrén espaciotemporal definido, algunos miembros de la
familia Pax son expresados en el sistema nervioso central en desarrollo
de vertebrados (Stuart et al., 1994; Wehr y Gruss, 1996; kawakami et al.,
1997), desembocando en la produccion de diferentes tipos celulares en
regiones delimitadas. (Chalepakis, 1993; Stoykova y Gruss, 1994; Tanabe
y Jessell, 1996; Osumi et al 1997; Blake et al., 2008). Esta expresion génica
se mantiene en algunos grupos celulares en el SNC de vertebrados
adultos, y estd relacionada con la homeostasis del tejido nerviso
(Stoykova Gruss, 1994; Kukekov et al., 1999; Shin et al., 2003; Duan et al.,
2012; Rath et al.,, 2012) e incluso con mecanismos de reparacion del
mismo, concretamente manteniendo la identidad posicional vy
dirigiendo la especificacidon neuronal y la axogénesis. (Mchedlishvili et
al., 2007; Sirko et al., 2009; Winner et al., 2009; Thummel et al., 2010).

Paxé se ha utilizado en anatomia comparada como marcador de
regiones concretas. En el cerebro ha sido utilizado para establecer las

partes del pretecho, precomisural, yuxtacomisural y comisural (Ferran et
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al., 2008, 2009; Morona et al., 2011; Merchdn et al., 2011), junto con otros
genes. Asi como para entender la organizacidn dorsoventral vy
anteroposterior del tubo neural en formacidn de varias especies
(Stoykova y Gruss, 1994; Puelles et al., 2000; Murakami et al., 2002;
Rodriguez-Moldes et al., 2011).

Paxé se expresa en el telencéfalo en el bulbo olfativo, palio,
estriado dorsal, amigdala y parte del septum (Stoykova y Gruss, 1994;
Hauptmann y Gerster, 2000; Puellles et al., 2000; Murakami et al., 2001;
Derobert et al., 2002; Moreno et al.,, 2008; 2010; Duan et al., 2012;
Ferreiro-Galve et al., 2012; Quintana-Urzainqui et al., 2012a,b). También
en el hipotdlamo (Stoykova y Gruss, 1994; Medina, 2008, Ohyama et al.,
2008; Duan et al., 2012; Moreno et al., 2012; Dominguez et al., 2013). En el
diencéfalo, iniciaimente Paxé se expresa en toda la parte alar,
reduciéndose su expresion a medida que avanza el desarrollo, aunque
se mantiene en la eminencia pretaldmica, epitdlamo (incluyendo la
gldndula pineal) y pretecho comisural a nivel ventricular y periventricular
(Walther y Gruss, 1991; Stoykova y Gruss, 1994; Ferran et al., 2008, 2009;
Pritz y Ruan, 2009; Duan et al., 2012; Moreno et al., 2012; Dominguez et
al., 2013). También se expresa en el tegmento de pl y p3 (Agarwala et
al., 2001; Murakami et al., 2001; Wullimann y Rink, 2001; Pritz y Ruan, 2009;
Merchdan et al., 2011; Morona et al., 2011; Moreno et al., 2012; Duan et
al., 2012). En todos los vertebrados estudiados, el limite entre diencéfalo
y mesencéfalo queda definido molecularmente por la expresion mas
caudal de Paxé en el pretecho comisural (Matsunaga et al., 2000, Ferrdn
et al., 2007, 2008, 2009; Morona et al., 2011; Merchdn et al., 2011; Lauter
et al., 2013). La expresion de Paxé en el mesencéfalo se encuentra en el
tegmento (Stoykova y Gruss, 1994; Vitalis et al., 2000; Wullimann y Rink,
2001; Ahsan et al., 2007; Bayly et al., 2007; Pritz y Ruan, 2009; Duan et al.,
2012). Mds caudalmente, en el rombencéfalo, Paxé se expresa en los
nUcleos cocleares, vestibulares, nicleo de la columna dorsal y del
tracto solitario (Stoykova y Gruss, 1994; Duan et al., 2012) en mamiferos,

en las células granulares del cerebelo y nicleos precerebelosos de
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vertebrados mandibulados (Engelkamp et al., 1999; Wullimann y Rink,
2001; Gilthorpe et al., 2002; Fink et al., 2006; Rodriguez-Moldes et al.,
2008).

Migracion Neuronal

La posicidon de las neuronas juega un papel fundamental a la hora
de determinar la fisiologia de las mismas. Este posicionamiento
adecuado se lleva a cabo a través de procesos de migracion celular
desde el lugar de nacimiento hasta el destino final. La mayor parte de
las neuronas llevan a cabo su proceso de generacion y diferenciacion
en distinfos lugares. Siguiendo rutas migratorias con  distintas
orientaciones y patrones, a lo largo de distancias variables, llegan a
posicionarse en regiones particulares del cerebro. Tanto las neuronas
como las células gliales derivan predominantemente de células
progenitoras localizadas en la pared interior del tubo neural. Estas
regiones, conocidas como zona ventricular y zona subventricular, se
componen de células proliferativas. Las dos células resultantes de la
division celular puede que vuelvan a entrar al ciclo celular, puede que
una vuelva a entrar al ciclo celular y que la ofra salga del ciclo o puede
que ambas células salgan del ciclo. Aquellas células que salen del ciclo
celular comienzan su diferenciacion. A medida que se diferencian,
también migran desde su lugar de nacimiento hacia el lugar en el que
residirdn en el sistema nervioso adulto.

En el desarrollo temprano se han identfificado dos formas
principales de migracién neural: radial, desde la zona ventricular hacia
la superficie pial del tubo neural, y no radial o tangencial, la cual es
paralela a la superficie del tubo neural. La migracion radial fue la que
primero se identificd y por lo tanto es la que mejor caracterizada esta.

La migracion radial también es conocida como migraciéon glial, ya que
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los neuroblastos migran a lo largo de células gliales especializadas
conocidas como glia radial (Rakic, 1990), que unen la superficie del
lumen con la superficie pial del tubo neural.

El andamiaje de la guia radial proporciona el sistema de guiado
principal para las neuronas en migracion del sistema nervioso central. Sin
embargo, desde hace tiempo se han observado células que se
dispersan siguiendo patrones que no coinciden con el plano de las
fibras gliales (Stensaas, 1967; Altman, 1969; Rakic y Sidman, 1969; Morest,
1970; Shoukimas y Hinds, 1978; Price y Thurlow, 1988; Austin y Cepko,
1990; O’'Rourke et al., 1992; Walsh y Cepko, 1992). La migracion
tangencial conlleva diferentes tipos de movimientos celulares que
difieren de manera principal en el tipo de sustrato utilizado por las
células migratorias. En cierfos casos, grupos de neuronas migran
apoydndose unas en ofras para promover su migracion, como en el
caso de las interneuronas del bulbo olfatorio (corriente migratoria
rostral). En otfros casos, las neuronas en migracion tangencial siguen
axones en crecimiento para alcanzar su destino (nheuronas secretoras de
la hormona gonadotropina, Wray, 2001). Y existen casos, en los que en
las neuronas en migracion tangencial no utilizan sustratos celulares y en
su lugar se dispersan de forma mds o menos individualizada, como por
ejemplo las células (interneuronas y oligodendrocitos) que migran del
subpalio al palio. (Fig. 8).

Independientemente del patrobn de migracion que sigan, las
células migratorias tangenciales no respetan las fronteras del
prosencéfalo, moviéndose a través de las diferentes subdivisiones del
mismo (Heffron y Golden, 2000; Letinic y Rakic, 2001) o incluso cruzando
a fravés de paquetes de axones (Wray, 2001; Spassky et al., 2002).
También es conocido que las células en migracion tangencial
responden a algunas de las mismas moléculas que confrolan el proceso

de guiado axonal (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996).
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Fig. 8. Migracion radial y tangencial de neuronas en el desarrollo de la corteza
cerebral. Tomado de Ghashghaei et al., 2007. Las neuronas que migran de forma radial
o bien realizan una translocacion del soma (a) o migran apoydndose en los procesos
(b) de la glia radial (azul). Las neuronas en migracion tangencial (violeta) alcanzan la
corteza a través de la zona marginal o la pared cerebral de forma supuestamente
independiente de la dlia radial. Se cree que estas neuronas utilizan fibras
corticofugales (verde), neuronas de la zona marginal (amarillo) o la membrana pial
(gris) como guia de la migracién.

Paxé ha sido relacionado con procesos de migracion radial de
neuroblastos a la corteza cerebral de mamiferos (Talamillo et al., 2003), y
de células precursoras de oligodendrocitos en el tubo neural de
embriones de pollo (di Lullo et al., 2011).

Se ha demostrado que la migracion de neuronas taldmicas sigue
rutas tanto gliales como sustratos axonales (Ortino et al., 2003),
habiéndose propuesto que la expresion de Paxé en neuronas
postmitéticas podria estar mediando en el crecimiento axonal. En el
diencéfalo del pollo se ha puesto de manifiesto, mediante andlisis
clonal, como las células migran tangencialmente fuera de la zona

ventricular siguiendo caminos axénicos (Golden et al, 1997).
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Introduccion

La presente tesis tiene como fin realizar el estudio de una
migracion neural que franscurre en el diencéfalo del pollo, mds
concretamente en la zona del epitdlamo y capa dorsal superficial del
talamo. Si bien esta migracion ya habia sido sugerida en cierta manera
(Guillén, 1991) en base a datos no demasiado fidedignos, actualmente
disponemos de marcadores selectivos a nivel molecular que nos
proporcionan datos fehacientes sobre qué genes se estdn expresando
en un instante determinado en la poblacion de células estudiadas. Esta
migracion neural se identifica porque las células en migracion expresan
el factor de franscripcion Paxé a lo largo de su recorrido.

Estos nuevos datos, basados en la expresion de un gen
homedtico altamente conservado a lo largo de la evolucion, nos
permitirdn realizar andlisis comparativos de tipo homoldgico entre
diferentes especies de vertebrados, lo que contribuird a mejorar nuestro
entendimiento sobre las causas que dirigen la morfologia del sistema

Nervioso.
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Obijetivos

Dadas las evidencias parciales obtenidas previomente en el
grupo de investigacion sobre la existencia y la migracion tardia en la
region alar alta posterior del prosdmero 2 diencefdlico (regidn
retrohabenular; Guillén 1991; Puelles, observaciones no publicadas), se
pretende analizar en mds detalle esta migracidon centrando las
observaciones en un andlisis por hibridacion in situ de la expresion del
gen Pax6 que aparentemente marca las células que hipotéticamente
migran. Tal estudio pretende abordar muestras tanto de pollo como de
ratébn a efectos de hacer un andlisis comparado denfro de estas

especies de dicho fendmeno.

El andlisis md&s completo de la migracién sugiere la conveniencia
de hacer andlisis de marcajes in vitro del fendmeno migratorio mediante

la técnica de dextranaminas biotiniladas (BDA).
Este conjunto de datos serd analizado en coherencia con los

datos autorradiograficos e inmunohistoquimicos previos de Guillén

(1991) a efectos de llegar a las conclusiones oportunas.
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Materiales y métodos
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Animales de experimentacion

Se utilizaron embriones de pollo (gallus gallus domesticus) que
fueron obtenidos a partir de huevos comprados en una granja local. Los
huevos fertilizados se almacenaron a 14 °C para detener su desarrollo
hasta el momento de inicio de la incubacion. Para obtener los
embriones en el estado deseado se colocaron en una incubadora a 37
°C, con ventilacién forzada, rotacidn automdtica y condiciones de
humedad relativa superiores al 50%, para que se reiniciara el desarrollo
embrionario. Una vez en la incubadora, los embriones se desarrollaron
hasta alcanzar la etapa o estadio de interés. Los embriones fueron
estatificados de acuerdo a la tabla de estadios de Hamburger vy
Hamilton (1951).

Para el procedimiento de extraccion de los embriones las pinzas y
tijeras ufilizadas, asi como ofros elementos accesorios fueron
previamente lavados con abundante agua de grifo, luego con agua
filtrada y finalmente con alcohol al 70%. Estas fueron las minimas
condiciones para garantizar las condiciones experimentales del material
obtenido. Los embriones obtenidos fueron colocados en una placa de
petri con una solucion salina al 0,8% o bien en paraformaldehido al 4%
(dependiendo del diseno experimental, ver mds adelante). A
continuacion, utilizando una lupa se procedid a realizar la estadificacion
de acuerdo a la tabla de Hamburger y Hamilton (1951). Una vez
definido el estadio de desarrollo alcanzado se procedié a diseccionar el

cerebro eliminando el mesénquima y las meninges.

Todos los procedimientos experimentales con los embriones
utilizados se han llevado a cabo de acuerdo al Real Decreto 1201/2005
y a la directiva de la Unidén Europea 2003/65/CE. Los estadios de

desarrollos utilizados comprenden desde HH28 hasta HH38.
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Figura 9. Aspecto externo de los embriones utilizados en este trabajo segun la tabla de
estadios de desarrollo de embriones de pollo, trabajo de Hamburguer y Hamilton.

Las imagenes utilizadas de ratén se han obtenido de la base de
datos de patrones de expresion genéticos del Allen Brain Atlas

(hitp://www.brain-map.org). En concreto corresponden al atflas de

desarrollo de ratdn y se han utiizado imédgenes de secciones de
cerebros procesadas mediante hibridacion in situ para el gen Pax6é de

estadios embrionarios y postnatales.

Técnicas histoldgicas.

Fijacion.

La fijacion se llevd a cabo con paraformaldehido al 4% (PF4%.) en

PBS pH 7.,4. Para estadios de desarrollo temprano (entre HH28 y HH37), la
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fijacion se realizd mediante la inmersion del cerebro diseccionado en
una solucion de PF4% a 4°C durante una noche (entre 12 y 24 horas).
Para los estadios a partir de HH38 la fijacion se llevd a cabo mediante
perfusion cardiaca de PF4% frio, para luego extraer el cerebro y dejarlo

en una solucidon de PF4% durante 12-24 horas a 4°C.

Secciones con vibratomo.

Las secciones de vibratomo se readlizaron con la finalidad de
posteriormente ser utilizadas en los procedimientos de hibridacion in situ
e inmunohistoquimica. Para este fin se realizaron bloques con agarosa
(D-1, low EEO, Pronadisa, Cat. No. 8008) al 4% en tampodn fosfato pH 7,4
al 0,5M. Es importante que al hacer la inclusion la agarosa se adhiera
bien al tejido, lo cual, se consigue evitando cambios bruscos de
temperatura entre el tejido y la agarosa sumergiendo el tejido en
agarosa a 60°C durante 20 minutos. Los cortes obtenidos, de un grosor
de 90um, se han ido recogiendo en pocillos con tampdn fosfato para
aplicar posteriormente la técnica de inmunohistoquimica o de

hibridacioén in situ, segun corresponda al procedimiento experimental.

Figura 10. Vibratomo, bloque de agarosa y placa de 6 pocillos.
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Montaje en portaobjetos y observacién con microscopio.

Los cortes flotantes se adhieren sobre los portaobjetos, lavados
previamente en etanol al 70%, con una mezcla de etanol y gelatina
(gelatina al 0,5% en etanol al 40%) con la ayuda de un pincel. Una vez
que se secan lo suficiente como para no deteriorarse durante la
deshidratacion, los portaobjetos con los cortes se pasan por banos de 5
minutos de concentraciones crecientes de etanol (70%, 96%, 96%, 100%
y 100%) y finalmente de xilol (Panreac, Cat. No.141769). Por Ultimo, los
cubrimos con eukitt (EMS, Cat. No. 12673-22) y tras secarse bien en la

estufa podemos pasar a analizarlos en el microscopio.

Técnicas de inmunohistoquimica.

Se han readlizado reacciones de inmunohistoquimica indirecta
para la deteccion de la proteina PAXé en embriones de pollo, en los
estadios comprendidos entre HH28 (5,5 — 6 dias de incubacién) y HH38
(12 dias de incubacion). Partiendo de cortes flotantes en buffer fosfato
(PB) pH 7.4 (bloques de agarosa, vibratomo a 90 um).

El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Lavado en solucién PB + Perdxido de hidrégeno al 0,3% durante 20
6 30 minutos para inhibir la peroxidasa enddgena, este proceso se
realiza en la oscuridad. (Tampdn Fosfato 0.1M pH 7,3),

2. Lavado en PBS+T durante 10 minutos. (Triton 0,1%, Sigma, Cat. No.
X100).

3. Incubar en PBS+Triton+Gelatina+Azide+Lisina de 30 a 60 minutos.
(Solucién blogueante. Lisina, Sigma, Cat. No. L5626.), (Sodium
azide Sigma, Cat. No. §2002) , (Gelatina, Panreac, Cat. No.
142060)

4, Lavado en PBS+T+G+A durante 10 minutos.
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5. Anficuerpo primario (PAXé, 1:20 monoclonal, DSHB, lowa City, IA,
USA) disuelto en PBS+T+G+A+L durante 1 6 2 dias.

6. Lavado en PBS+T+G (10 minutos , 3 veces).

7. Anficuerpo Secundario (GAM biotinilado, 1:200, Sigma, Cat. No.
GEPA43009) disuelto en PBS+T+G de 1 a 2 horas.

8. Lavado en PBS+T (10 minutos, 3 veces).

9. Complejo Avidina-Biotina (ABC Vector Laboratories Cat. No. PK-
4000) disuelto en PBS+T durante 1 hora. (Preparado 20 minutos
antes de la incubacion).

10.Lavado en PBS (10 minutos, 2 veces).

11.Lavado 10 minutos en TRIS-HCI 0,05M pH7,6.

12.Revelado con DAB (3,3’- diaminobenzidin tetrahidrochlorid. DAB,
AppliChem, A0596) en TRIS y perdxido de hidrogeno observando
con la lupa para detener la reaccion con TRIS (enfre 2 y 5
minutos).

13.Lavado en TRIS (2 veces, 5 minutos).

14.Montar en portaobjetos (gelatina al 0,5% en alcohol 40%),
deshidratar (banos de alcohol de concentracion creciente vy xilol),
cubrir con cubreobjetos y medio de montaje (eukitt) y dejar secar.

Finalmente se procedidé al andlisis microscoépico.

Marcaje con dextranaminas biotiniladas (BDA).

Los dextranos son un complejo de polisacdridos hidrofilicos
sinfetizados con la bacteria Leuconostoc, se caracterizan por su alto
peso molecular, buena solubilidad en agua, baja toxicidad y por ser
relativamente inertes. Estas propiedades los hacen ser buenos
portadores solubles en agua de tintes, indicadores y grupos reactivos en
una amplia variedad de aplicaciones. Sus enlaces, poco comunes

bioldgicamente, a-1,6 poli-glucosa son resistentes a la mayoria de
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glucosidasas celulares enddgenas, lo que los hace ideales como

trazadores de células vivas a largo plazo.

Las dextranaminas con pesos moleculares de hasta 70.000 daltons
se ulilizan para marcar proyecciones neuronales y pueden funcionar
como marcadores tanto anterdgrados como retrogrados. Las utilizadas
en este experimento son de 3.000 MW, conjugados con biotina (BDA,
Molecular Probes, Cat. No. D7135). Con este peso molecular funcionan
principalmente como marcadores retrogrados penetrando en los
procesos neuronales periféricos y difundiéndose mds rdpido que ofras
dextranaminas con pesos moleculares mayores. En cualquier caso las
células a marcar en este experimento son neuroblastos en migracion
gue aun no poseen axon y por tanto es irrelevante que el marcador

tenga un cardcter retréogrado o anterdgrado.

Para llevar a cabo la inyecciéon del trazador se prepararon agujas
de tungsteno sujetas a pipetas Pasteur, tras fundir las puntas de vidrio
con un mechero de gas. Se llevd a cabo la cristalizacion del BDA sobre
las puntas de tungsteno y estas puntas se guardaron para aislarlas del

polvo.

Tras diseccionar el cerebro, se lo colocd en una placa de sylgard
y fue sujetado con alfileres de diseccion de tal manera que la placa del
techo del cerebro quedara hacia arriba, ya que la zona a marcar era la
region retrohabenular. Es muy importante notar, que el cerebro debe
estar siempre sumergido en el medio de incubacién para evitar que la
tension superficial dane la morfologia del mismo. Una vez sujeto el
cerebro, se da un Unico y rdpido pinchazo, con decisidon, en la zona de

interés.

Finalmente, el cerebro marcado se pasé al medio final de

incubacioén oxigenado y se le permitidé continuar su desarrollo.
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Figura 11. Agujas de tungsteno, placa de sylgard y bola metdlica “para infusiones”
utilizada para sumergir los cerébros en el medio de incubacion.

Incubacion in Vitro y revelado.

Se han incubado, durante 24 horas, cerebros de pollo HH31 recién
disecados y marcados para el seguimiento de la migracion. Los
experimentos realizados se han llevado a cabo tanto con cerebros
enteros, como con secciones de los mismos que incluyen el diencéfalo

en su totalidad.

Los cerebros fueron sumergidos en el medio de incubacion que a

continuacioén se describe:

Solucion 1:
NOCl 3M e, 21,3 ml/l
KCI IM 10 ml/l
CaCl22H20 02M i 20 ml/I
Mg CI2 6H20 02M ... 10 ml/l
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Solucion 2:
Tampodn fosfato 0,2 M, pH7,4  ........... 10 ml/l
HEPES ..o 2,389/I
GIUCOSA i 4 g/l

(La glucosa se agrega en el momento en el se va a hacer la

incubacion).

Se mezclan ambas soluciones a partes iguales y se conservan a 4
°C.

Soluciones stock:
NaCl 3M;PM. 58,44 .................. 175,3 g/l
KCl TM;PM.74,55................... 74,55 g/l
Ca Cl22H20 0,2 M;PM. 147,2..... 29,4 g/
Mg CI2 6H20 0,2 M; PM. 203,31... 40,669/I

El diseno del experimento fue el siguiente:

Se utilizé una jarra alta con dos litros de medio de incubacién. La
jarra se colocd sobre un agitador magnético girando muy lento para
evitar danar el tejido. La agitacion del medio de incubacién oxigenaba
el tejido, debido a que en el fondo del recipiente se habia infroducido
un microdifusor (similar al ufilizado en las peceras) conectado a una
botella de carbdgeno. Ademds los cerebros se colocaron en el interior
de bolas metdlicas “de infusion” para evitar que se danaran al circular
por la jarra. En condiciones de temperatura ambiente los tejidos se
mantuvieron durante 24 horas en un buen estado de conservacion, ya

gue no se observd necrosis celular.

Después de 24 horas, los cerebros se quitaron del medio
oxigenado y fueron incluidos en bloques de agarosa para pasar a ser

cortados en el vibratomo en secciones de 90 uym de espesor, en
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diferentes planos de corte. Los cortes se recogieron en tampodn fosfato,
fueron fijados durante 6 horas en paraformaldehido al 4% en PBy luego

se procedié a aplicar el siguiente protocolo:

1. Lavado en solucidon PB + Perdoxido de hidrégeno al 0,3%
durante 30 minutos para inhibir la peroxidasa enddgena.
Lavado en PBS+T durante 10 minutos.

Incubar en PBS+T+G+A+L durante 60 minutos.

Lavado en PBS+T (10 minutos, 2 veces).

A A

Complejo AB disuelto en PBS+T durante 1 hora. (Preparado

20 minutos antes de la incubacion).

o

Lavado en PBS (10 minutos, 2 veces).

7. Lavado 10 minutos en TRIS 0,05M pH7,6.

8. Revelado con DAB en TRIS y peroxido de hidréogeno
observando con la lupa para detener la reaccidén con TRIS
(entre 2 y 5 minutos).

9. Lavado en TRIS (2 veces, 5 minutos).

10.Montar en portaobjetos, deshidratar, cubrir y secar.

Técnicas de biologia molecular.

La deteccidon en el tejido nervioso de la expresidn génica se ha
realizado mediante la técnica de hibridacién in situ. El procedimiento
globalmente se puede dividir en dos aspectos claves, en primer lugar se
ha hibridado una sonda, marcada con digoxigenina (sonda
antisentido), que es complementaria al ARNm a detectar (ARNm
sentido), 'y posteriormente se ha detectado |la  marca
inmunohistoquimicamente. Esta ribosonda antisentido se ha sintetizado

en el laboratorio, partiendo de un inserto de ADN del gen Pax6
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localizado en un pldsmido, mediante una reaccién de transcripcion in

vitro.

El ADN plasmidico con el inserto de Pax6 utilizado en este estudio

ha sido cedido por Yasuda K.

Extraccion del plasmido.

Se llevd a cabo el cultivo y la extraccion de ADN plasmidico para
poder disponer de una cantidad suficiente como para llevar a cabo la
sintesis de la ribosonda. Partiendo de bacterias previamente
trasformadas, se llevdé a cabo un cultivo en LB (Lysogeny Broth) con
ampicilina (100pg/mL; Sigma, Cat. No. A9518) durante la noche vy se
centrifugo a la manana siguiente a 6000g durante 15 minutos a 4°C.
Para realizar la extraccion de ADN plasmidico del cultivo bacteriano se
utilizé el kit comercial para realizar una Midiprep (Qiafilter Plasmid Midi
Kit, Qiagen, Cat. No. 12243), que permite la extraccién del ADN
mediante lisado alcalino y posterior union del ADN a la resina de
intercambio de aniones QIAGEN, en condiciones de bagja

concentracion salina y pH adecuadas.

Linealizacién del ADN.

El pldsmido es una molécula de ADN circular de doble cadena
gue debe ser linealizada para la posterior sintesis de la ribosonda. Esta
linealizacién se ha conseguido mediante endonucleasas de restriccion.
En este caso se utilizd la enzima Cla |, ya que, corta en el flanco que nos

permite posteriormente sintetizar la sonda antisentido mediante Ia ARN

45



Materiales y métodos

polimerasa T7. Como confrol se sintetizd también la sonda sentido
linealizando con la enzima Hindlll y posteriormente la ARN polimerasa
SPé.

La solucidn de linealizacion consiste en 2ul de enzima Cla | para
obtener lineal para sintetizar la sonda antisentido y Hindlll para linealizar
para obtener la sonda sentido, 5ul de tampdn Tango (Fermentas, Cat.
No. BY5), que es el recomendado para esta enzima, y el resto del
volumen (hasta completar 50 uL) se reparten entre ADN circular y H2O
pura (Sigma). Se han utilizado 5ug de ADN (calculando el volumen tras
medir la concenfracidon con el espectrofotdmetro). Esta digestion
enzimatica se prolonga durante 2 horas a 37 °C. Finalmente se inactiva
la enzima de resfriccion poniendo la disolucion a 65 °C durante 10
minutos. Después se corre un gel de agarosa para asegurarnos de que

la linealizacidn ha sido efectiva.

Fenolizacion y precipitacion del ADN.

El objetivo de esta técnica es limpiar el plasmido de las enzimas
utilizadas durante la digestion y debe hacerse después de la
linealizaciéon. En primer lugar se duplica con agua sigma el volumen del
producto linealizado. Se anade, el doble de volumen conseguido con el
producto linealizado + agua sigma, fenol.cloroformo:alcohol-isomilico
(25:24:1, Sigma, Cat. No. P2069). Se agita en vortex y se centrifuga 10
minutos, 14000rom. a 4°C. A confinuacion se aspira con unad
micropipeta el sobrenadante evitando la interfase blanquecina y la fase
inferior. Se anade cloroformo (en relacidon 1:1 con el volumen
recuperado). Se vuelve a mezclar en el vortex y se centrifuga 10 minutos
a 14000rom a 4°C. Se toma la fase superior y se procede a la

precipitacion.
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Se anade acetato de sodio 3M a pH 5,2 (Sigma, Cat. No. S-7899),
1/10 del volumen que tenemos. Se mezcla y a confinuacion se anade el
80% del volumen que tenemos de isopropanol. Se centrifuga a
14000rpm. a 4°C durante 30 minutos y se elimina el sobrenadante. Se
lava con Iml de etanol 70% congelado a -20 °C y se centrifuga 10
minutos a 14000rom. Se elimina el etanol y se deja secar el pellet. Se
anaden 50ml de agua sigma para resuspender. Finalmente se lleva a

cabo una corrida electroforética para verificar el estado del ADN.

Sintesis y purificacion de la ribosonda.

La sonda (ARN de cadena simple complementario al ARNm que
queremos detectar) se sintetiza a partir del ADN linealizado, por medio
de una reaccion de transcripcion in vitro, para lo que hemos utilizado la
ARN polimerasa T7 para producir la sonda antisentido y la polimerasa
SPé para producir la sonda sentido. En concreto, la reaccién se ha

llevado a cabo incubando durante 3 horas a 37 °C |a siguiente mezcla:

o 1 g de pldsmido linealizado.

0 Agua libre de RNASAS (hasta completar 20 pl).

o 2 ul de buffer de transcripcion 10X.

o 2 ul de dNTP (Roche, DIG RNA Labeling Mix, Cat. No. 11 277 073
910), mezcla de nucledtidos que contiene UTP-Digoxigenina.

o 2 ulde polimerasa T7 (o SPé).

o 0,5yl de RNASA inhibidora. (Roche, Cat. No. 03 335 399 001).

A continuacion se ha procedido a correr un gel de agarosa para
comprobar la integridad de la sonda. Para eliminar el ADN lineal que

pudiera quedar presente se ha incubado, a 37 °C durante 20 minutos, la
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mezcla anterior junto con 3 pl de DNASA (Roche, Cat. No. 04 716 728
001) y 0,5 pyl de RNASA inhibidora. La reaccidon se ha detenido con EDTA
anadiendo 40 ul de agua libre de RNASAS, 4 ul de EDTA, 5 ul de LiCl, 8M
(Sigma, Cat. No. L7026), y 125 de etanol absoluto. Tras agitar se ha

guardado hasta el dia siguiente a -20°C, para que precipite.

Al dia siguiente, se ha cenfrifugado a 4°C, a velocidad mdxima
durante 15 minutos. Tras eliminar el sobrenadante, se ha resuspendido el
pellet con 300 pl de etanol 70% y se ha centrifugado durante otros 15
minutos a 4°C, a velocidad mdaxima. Tras eliminar el sobrenadante se ha
dejado secar el pellet a 37 oC durante 20 minutos. Finalmente se ha
resuspendido con 25 pl de agua libre de RNASAS y 25 de formamida
desionizada (Ambion, Cat. No. AM%342), desnaturalizando la sonda 3
minutos a 80 °C, 5 minutfos en hielo y por ultimo ha sido almacenada a -
20°C.

Hibridacion in situ.

Se ha seguido el protocolo descrito por Shimamura et al. (1994)
con modificaciones para cortes de agarosa. El material de partida ha
sido cortes flotantes de 90 um en PBS, por lo general el protocolo de
hibridacioén in situ se ha iniciado el mismo dia o dia siguiente a realizar el
corte mediante vibratomo. Los cerebros habian sido fijados justo antes
de ser cortados por lo que no fue necesario congelarlos. El protocolo se
ha llevado a cabo en fres dias consecutivos, a confinuacion se

especifican los pasos del mismo:

Dia 1.

o 3 lavados en PBT de 10 minutos cada uno. PBT = PBS-Tween 0.1%
(Sigma, Cat. No. P7949).
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o Proteinasa K en PBT (10pug/ml) a temperatura ambiente, durante 5
minutos sin agitar. (Roche, Cat. No. 03 115836 001)

2 lavados en PBT rapidos y sin movimiento.

(@]

Fijar en 0,25% glutaraldehido/4%paraformaldehido en PBT a

(@]

temperatura ambiente durante 20 minutos.

3 lavados en PTB de 10 minutos cada uno.

(@]

Buffer de hibridaciéon. Incubando dos horas a 58°C.

(@]

Componentes para 50ml de buffer de hibridacion.

50% formamida desionizada 25ml.

NaCl 5M 7,5ml.

PE 10x Sml.

tRNA (20mg/ml) 1,.5ml.
Heparina (50mg/mil) 0,5ml.

CHAPS 10% 0,250g.
Tween-20 10% 0.5ml.

Agua libre RNASAS enrasar a 50ml.

o Buffer de hibridacién con sonda a razén de 2ul por cada ml de
buffer de hibridacion (precalentado a 58°C por 5 minutos) hasta el
dia siguiente. O bien, 1ul si la sonda ya habia sido usada

previomente.

Dia 2.

o Recuperar el buffer de hibridaciéon y guardarlo a -20°C para
reutilizarlo.

2 lavados con Buffer 1 a 58°C durante 30 minutos cada uno.

2 lavados con Buffer 1.5 a 50°C durante 30 minutos cada uno.
Lavado con buffer de RNASA. Lavado rdpido.

Buffer de RNASA + 100ug/ml RNase A (Roche, Cat. No. 10 109 142

001) durante una hora a 37°C.
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(@]

o

Dia 3.

Lavado rdpido con buffer de RNASA.

Lavado con Buffer 3 a 50°C durante 30 minutos.

2 lavados con buffer 4, a 65°C durante 20 minutos.

Lavado con 1X MABT a temperatura ambiente durante

minutos.

10

Solucién de blogueo: MABT con 10% SS (heat-inactivated Sheep
SERUM, Sigma, Cat. No. S2263) y 2% BBR (Boehringer Blocking

Reagent, Roche, Cat. No. 11 096 176 001), durante una hora

temperatura ambiente.

a

Solucion de bloqueo + anti-Dig Fab fragment (AP) (Roche, Cat.

No. 11 333 062 ?10) a una concentracion 1/3500 toda la noche a

4°C.

o Recuperar el anticuerpo y guardarlo a -20°C para su reutilizacion.

0]

0]

(@]

(@]

(@]

7 lavados con MABT de 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavado con NTMT conteniendo 2mM levamisole (0,5mg/mil)

durante 20 minutos a temperatura ambiente. (Sigma, Cat. No.

L9756, inhibidor de las alcalino fosfatasas enddgenas).

Reaccion con los reactivos
o 0,45ul/mI NBT (Roche, Cat. No. 11 383 213 001, a 75mg/ml)
o 3,5ul/mlI BCIP (Roche, Cat. No. 11 383 221 001, a 50mg/ml)

0 2mM levamisole en NTMT.

en la oscuridad. El tiempo de este revelado ha estado en torno

alas 3 -4 horaos.
Detener la reaccidn con PBT conteniendo 1mM EDTA.
Postfijar con paraformaldehido 4%.

Montaje en portaobjetos.
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Materiales y métodos

A continuacion se muestra la hoja de cdilculo realizada para
optimizar la cantidad de material utilizado en la preparacidén de las
diferentes disoluciones, dependiendo de la cantidad de tejido a

procesar, medida en nUmero de pocillos.

Hibridacion in situ - Dia 1. MATERIALES

PBT 1000 mi
PBS 0.1m 990 ml
Tween 20 10% 10 ml
PBS 0.1m 990 ml
PBS 10x 99 ml
H20 891 ml
Tween 20 10% 50 ml
Tween 20 5 ml
H20 45 ml
Proteinasa K (en PBT) 30 ml
Concentracion Final ug/mil
ml/pocillo
N°. de pocillos
Cantidad exacta PK 27 mil
PK (alicuotada 20mg/mli) 15 ul
PBT 29,985 ml
Pipetear a 1,67 | mi/pocilio

Glutaraldehido 0.25%-Paraformaldehido
4% 30 ml
ml/pocillo 1,5
N°. de pocillos 18
Cantidad exacta 27 ml
Glutaraldehido 25% 0,3 ml
Paraformaldehido 4% en pBs 29,7 ml
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BUFFER DE
PREHIBRIDACION 50 ml
50% formamida desionizada 25 ml
NaCl 5Mm 7,5 ml
PE 10x 5 ml
tRNA 1,35 ml
Heparina 0,5 mi
CHAPS 0,25 g
Tween 20 10% 0,5 ml
Enrasar con H20 libre RNAsas hasta 50 mi

Hibridacion in situ - Dias 2 y 3. MATERIALES

Buffer 1 15| mi Buffer 1.5 50 | ml
NaCl 5m (300mM) 0,9 | ml NaCl 5Mm (50mm) 0,5 ml
PE 10x (0.1%) 1,5 ml PE 10x (0.1%) 5| ml
Tween 20 10% (0.1%) 0,15 | ml Tween 20 10% (0.1%) 0,5| ml
Buffer Rnasa (pH

7.2) 50 | ml Buffer Rnasa (pH 7.2) 50 | ml
PIPES 10mM 0,120 | g RNasa A 500 | vl
NaCl 5Mm (500mM) 5| ml

Tween 20 10% (0.1%) 0,5| ml

Buffer 2 50| mi Buffer 3 50| ml
50% formamida

desionizada 25| ml 50% formamida desionizada 25| ml
NaCl 5m (300mm) 3| ml NaCl 5m (150mMm) 1,5 | ml
PE 10x (0.1%) 5/ml PE 10x (0.1%) 5(ml
Tween 20 10% (0.1%) 0,5| ml Tween 20 10% (0.1%) 0,5| ml
Buffer 4 50 | ml MABT 1x 1000 | ml
NaCl 5m (500mm) 5 ml MAB 5X 200 | ml
PE 10x (0.1%) 5 ml Tween 20 10% (0.1%) 10| ml
Tween 20 10% (0.1%) 0,5 ml Enrasar H20 790 | ml
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Solucién Solucion

BLOQUEO 60| mi Anticuerpo 65| ml
anti-Dig Fab Fragment-

Sheep Serum 6| ml AP 18,57 | ul

BBR 12| ml Concentracion

MABT 1x 42 | ml

ml/pocillo ml/pocillo

N°. de pocillos NTMT 500 | ml

Volumen exacto 27 | ml Tris-Cl 1M (pH 9.5) 50 | ml

Doble volumen

exacto 54| ml NaCl 5m (100mm) 10| ml

Pipetear a 1,67 | ml Tween 20 10% (0.1%) 5(ml
MgCl2 1M (50mM) 25| ml

NTMT + NBT + BCIP 105 | ml Levamisole 0,25|g

NTMT 104,59 | ml

NBT 47,25 | Ul PBT + EDTA 72| ml

BCIP 367,50 | ul PBT 71,86 | ml

ml/pocillo EDTA 144,00 | ul

N°. de pocillos ml/pocillo

Volumen exacto 105 | ml N°. de pocillos

Pipetear a 2,5 ml Volumen exacto 72| ml
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Analisis de la migracion en pollo.

En HH28 (entre 5,5 y 6 dias de incubacién) ya se observa una
pequena acumulacion de células Pax6 positivas a cada lado de la linea
media (Fig. 12 E), en la regién retrohabenular o dorsocaudal del tdlamo,
que estd intercalada, junto a la placa del techo, entre los territorios
habenular y pretectal. En este estadio se estd produciendo el
nacimiento de estos neuroblastos pero todavia no se observa migracion
de los mismos. La expresion de Pax6 se hace evidente no solamente en
la regidn retrohabenular, donde cobra su maxima intensidad (Fig. 12 B),
sino también en zonas adyacentes tanto rostrales como caudales tales
como el nucleo habenular medial y la zona mds dorsal del pretecho.
También el neuroepitelio que recubre el tercer ventriculo se encuentra

activo en su mayor parte (Fig. 12 C, Dy E).
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HH28 e

Pax 6

R

0.3 mm

Ve

Fig. 12. Secciones sagitales (A y B) y coronales en sentido caudal (C, D y E). Estadio
HH28. ISH Pax6.

En HH32 (7.5 dias de incubacion) se observa algo mds de
movimiento, aunque no se puede hablar todavia de migracion, puesto
gue bdsicamente se produce un aumento del nUmero de células Pax6
positivas en la region progenitora retronabenular (Fig. 14) que no llegan
a avanzar en ninguna direccion determinada. Junto a este ndcleo de la

region retronabenular, se observa ofro nucleo (Fig. 13 E* y F*) también
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Pax6 positivo pero en pl. Lateralmente, ambos nulcleos se van
separando, pareciendo este nucleo del pretecho una fuente de
neuronas que migran caudalmente. Ya en HH28 se intuia este nucleo
(Fig. 12 B), en este caso totalmente en contacto con el de la region
retrohabenular, lo que le daba un aspecto mds alargado caudalmente
y los hacia practicamente indistinguibles, en este estadio HH28, al uno

del ofro.

HH 32 # Pis
Pax 6 7 4 t A

0.3 pun

Fig.13. Secciones coronales en sentido caudal (A, By C) y sagitales (D, Ey F). Estadio
HH32. ISH Pax6.
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Podemos establecer la frontera entre los prosémeros taldmico vy
pretectal a este nivel dorsal justo en la interseccidon de estos dos nucleos
(Fig. 1I3E, RHb y *).

HH 32 Paxe6
B

Fig.14. Secciones coronales en sentido rostral (A, B, Cy D) ISH Pax 6 y sagitales (E, F, G
y H) IHC PAX®6. Estadio HH32.

En HH32, la expresion de Pax6 en el ventriculo ya es mds débil que

en HH28 y se mantiene en niveles semejantes en los nUcleos habenular
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medial y lateral (Fig. 12 C-E, Fig. 13 B y C) aunque con bastante menor
intensidad, en HH32, que en la regién retrohabenular.

En HH34 (8 dias de incubacion) el nimero de células Paxé
positivas ha aumentado considerablemente en la region retrohabenular
(Fig.15 A. Fig.16 D, E) y se empieza a vislumbrar un pequeno avance
rostral tfangencial, bastante mads significativo que en estadios anteriores
(Fig.15 #, Fig.16 #, Fig. 18 C, D y Fig.19), por la superficie dorsal que

parece detenerse a la altura del fasciculo retroflejo (Fig.15 B, E, F).

Fig.15. Secciones sagitales de pollo. Estadio HH34. IHC PAX6.

59



Resultados

La expresion de Pax6 en la pared ventricular se va haciendo cada
vez mds débil, aunque se mantiene el nivel de expresion en HH34 en los
nucleos habenulares y subhabenulares semejante al estadio HH32 (Fig.
16). Las células (#) avanzan rostralmente adentrdndose, algunas de

ellas, en la region del ndcleo habenular lateral y subhabenular lateral.

HH 34
Pax 6

PiSt B

Fig.16. Secciones coronales (A, B, C y D) de rostral a caudal y medio sagital (E) de
pollo. Estadio HH34. ISH Pax6.
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Esta migraciéon, a nivel superficial produce una protuberancia
dorsal bastante visible (Fig. 15 B#, C#), lo que da una idea del
considerable aumento del nUmero de células que se produce a los 8
dias de incubacion. Al mismo tiempo, se constata que la migracion
alcanza la parte dorsal del tdlamo propiamente dicho, fuera de la
region habenular (Fig.15 D, E, F; Fig. 22 D, Fig. 23 E, F).

HH 34 raxve

Fig.17. Secciones coronales de caudal a rostral de pollo. Estadio HH34. ISH Pax6.
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: H’H 34 Pax 6

L

Fig.18. Secciones sagitales de pollo de lateral a medial. Estadio HH34. IHC PAX6.
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HH 34 Paxe6

U

Fig.19. Secciones sagitales de pollo de medial a lateral. Continuacién de la Fig. 18.
Estadio HH34. IHC PAX®.
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En la Fig. 20. (Secciones coronales de pollo en sentido rostral.
Estadio HH34. IHC PAX6), ndtese que las secciones A y D son la misma, al
igual que ocurre conla By Ey conla C vy F. En las figuras siguientes (Figs.
21, 22 y 23) se han ampliado las dreas resaltadas. La ligera inclinacion
fransversal de estas tres secciones nos permite visualizar en los dos
hemisferios taldmicos un mayor recorrido de las células (#) producidas
en la region retronabenular, las cuales llegan a alcanzar ligeramente
regiones de la capa taldmica mds superficial en este estadio HH34,
donde se asienta el nulcleo superficial microcelular, tras haber
atravesado las regiones ocupadas por los nUcleos habenular lateral y

subhabenular lateral.

Fig.20. Secciones coronales de pollo. Estadio HH34. IHC PAX®6.
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HH 34 Paxo

Fig.21. Secciones coronales de pollo. Ampliacion de la Fig. 20. Estadio HH34. IHC PAX6.
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Fig.22. Secciones coronales de pollo. Ampliacion de la Fig. 20. Estadio HH34. IHC PAX6.
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Fig.23. Secciones coronales de pollo. Ampliacion de la Fig. 20. Estadio HH34. IHC PAX6.
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En HH34, la migracion caudal a la que se hizo referencia
anteriormente en HH32 se hace mds evidente (Fig. 17). Estas células se

incorporan a la comisura posterior procedentes de un nuicleo del

pretecho situado caudalmente a la regidon retrohabenular.

Fig.24. Seccion sagital (A) y coronal de pollo (B). Estadio HH35. IHC PAX6 e ISH Pax6.
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En HH35 (8,5 y 9 dias de incubacion) se observa (Fig. 24) como el
creciente nUmero de neuroblastos fusiformes sigue acumuldndose
superficialmente a la altura del fasciculo retroflejo, sin conseguir avanzar
mucho mds alld del mismo. En este estadio la zona de produccion

todavia mantiene una actividad notable.

En HH36 (10 dias de incubacion) las células mds rostrales en
migracion han avanzado un poco mads alld del fasciculo retroflejo,

continuando la colonizacidén de la superficie pial de la capa dorsal

talémica. La regidén progenitora sigue estando activa en este estadio
(Fig. 25 A, 26 A, 26 B, 26 C, 27 A, 27 B).

Fig.25. Seccidn sagital medial (A) y parasagitales (B, C y D) de pollo. Estadio HH36. IHC
PAX®.
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La ruta que siguen las células que parten de la region
retrohabenular bordea dorsalmente el nicleo dorsomedial posterior del
talamo (Fig. 26 D, E, Fig. 28, Fig. 29) adentradndose ligeramente en el
complejo habenular inicialmente a través del nicleo subhabenular
lateral (Fig. 26 G), seguidamente pasando por el nucleo habenular
lateral (Fig. 26 H) y desembocando, en este estadio HH36, en la regidon
caudal del nucleo superficial microcelular, fuera ya del complejo
habenular (Fig. 26 I-L, Fig. 27 H-J).

En HH37 (11 dias de incubacioén) se observa un avance subpial
mucho mds significativo de células Pax6 positivas hasta su destino final,
la regidon caudal del ndcleo superficial microcelular (Fig. 29 F-I, Fig. 30 E-
J, Fig. 31 B), a la vez que empieza a reducirse la actividad de la region

progenitora retrohabenular (Fig. 31 A).

En HH38 (12 dias de incubacién) no se observan ya cambios
significativos en la migracion con respecto al estadio anterior (Fig. 32,
Fig. 33) y es el Ultimo estadio al que llega el estudio realizado en pollo en

el desarrollo de esta tesis doctoral.
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Fig.26. Secciones parasagitales de pollo de medial a lateral (A-F). Estadio HH36. ISH
Pax6.

71



Resultados

HH 36 Paxs

i

Fig.27. Secciones parasagitales de pollo de medial a lateral (A-F). Estadio HH36. IHC
PAX6.
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Fig.28. Secciones parasagitales de pollo de medial a lateral. Estadio HH37. ISH Pax6
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Fig.29. Secciones parasagitales de pollo de medial a lateral. Estadio HH37. ISH Pax6
Continuacion de la Fig. 28.
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HH 37 Pax 6

b,

E | & SMi J

Fig.30. Secciones coronales de pollo en sentido rostral. Estadio HH37. ISH Pax6
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Fig.31. Secciones horizontales de pollo. Estadio HH37. IHC PAX6.
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Fig.32. Secciones parasagitales de pollo de medial a lateral. Estadio HH38. IHC PAX6.
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Fig.33. Secciones parasagitales de pollo de medial a lateral. Estadio HH38. IHC PAX6.
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Cabe destacar que la migracion es ipsilateral, de tal forma que los
neuroblastos de la regidon retronabenular de cada hemisferio no cruzan
la linea media (Fig. 34B) en su migracion. Esto se ha comprobado
mediante la deposicion del trazador BDA directamente sobre la RHb y

posterior cultivo organotipico (Fig. 34, 35y 36).

BDA Y C
RHb —
RHb ’ D
- *".'.'

Fig.34. Secciones horizontales (A y B) y sagitales (C y D) de pollo con marcador BDA
depositado en la RHb tras 24 horas en cultivo organotipico. Estadio HH34.

Este experimento nos ha permitido asegurar que la migracion
tangencial se produce en sentido latero-rostral, al poder comprobar en
el mismo embrién zonas marcadas diferentes a la zona que recibid el
marcaje directamente. Se depositaron cristales de DBA en cerebros de
pollo en HH31 y se mantuvieron en incubacion in vitro hasta HH34. La
zona de deposicion de los mismos fue la regidon retrohabenular (Fig. 34),
origen de la migracion bajo estudio. El andlisis de las imdgenes

obtenidas en HH34 corrobora los resultados deducidos de las
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preparaciones previas mediante técnicas inmunohistoquimicas y de
hibridacidn in situ, pudiendo observarse células marcadas con DBA en la
region del nicleo habenular lateral (Fig. 36 A) asi como en regiones mas
laterales y rostrales, aunque en nUmero muy reducido (Fig. 36 B) todavia

en este estadio HH34.

BDA

Fig.35. Secciones sagitales de pollo con marcador BDA depositado en la RHb tras 24
horas en cultivo organotipico. Estadio HH34.
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Ademds, también cabe comentar que con esta técnica se
confirma la migraciéon previamente observada (*) hacia el pretecho
procedente del nicleo inmediatamente caudal al retfrohabenular (Fig.
35).

Fig.36. Secciones sagitales de pollo con marcador BDA depositado en la RHb tras 24
horas en cultivo organotipico. Estadio HH34. Las células marcadas # se encuentran en
una zona mas lateral y rostral que donde se depositd el marcador.
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Analisis de la migracion en raton.

Para el andlisis de la migracion en ratén se han analizado
preparaciones histoldgicas disponibles en el laboratorio del
Departamento de Anatomia Humana y Psicobiologia de la Universidad
de Murcia. También se han revisado datos de diversas publicaciones asi
como la base de datos de patrones de expresion genéticos del Allen

Brain Atlas (http://www.brain-map.org).

En el estadio de desarrollo E13.5 se puede ver en la region
retrohabenular una cantidad importante de células Paxé positivas (Fig.
37). En este momento del desarrollo embrionario, todavia no ha
comenzado la migracion de dichas células, si bien topoldégicamente la
region progenitora en ratén de las citadas células migratorias, coincide

con la regidon progenitora en pollo.
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Fig. 37. Secciones sagitales de ratdn. Estadio E13.5. ISH Pax6.

En el estadio de desarrollo E14.5 se observan células Paxé
positivas en la region dorsal mas rostral de p2 (Fig. 38 D* y E*). Esta
region, aunque es el techo de p2 cabe resaltar que no es habenular,
sino taldmica. También en el pollo se encuentran células Paxé positivas
en esa misma region cuando la migracion no ha llegado a pasar del
fasciculo retroflejo, con lo que combinando las observaciones de esta
region en ave y mamifero, parece mds bien que esas células son
autdctonas de la region dorsal mds rostral de p2 y que no provienen,

por tanto, de la regidn retrohabenular..
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Fig. 38. Secciones coronales de raton. Estadio E14.5. ISH Pax6.

En cualquier caso, en E14.5 las células Paxé positivas siguen
aumentando en nUmero en la regidon retrohabenular (Fig. 38 A-C) vy
timidamente comienzan a avanzar rostralmente aunque todavia no se

constata un avance significativo en este estadio.
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E 155
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Fig. 39. Secciones sagitales de raton. Estadio E15.5. ISH Pax6.

En el estadio E15.5 las células Paxé positivas procedentes de la
region retfrohabenular comienzan a poblar la regidon habenular (Fig. 39)
entrando caudalmente por el nicleo habenular lateral. Cabe comentar
gue no se observan células Paxé positivas migrando en direccion caudal
hacia el pretecho, tal y como ocurre en pollo (Fig. 13 F* y Fig. 29). Al
igual que en el estadio anterior se aprecian las células Paxé positivas

autdctonas de la region dorsal mads rostral de p2 (Fig. 39 A*y C*).
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E 16555408

Pax 6
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Fig.40. Secciones coronales de ratén. Estadio E16.5. ISH Pax6.

En el estadio E16.5 se ve coémo las células Paxé positivas en

migracion rostral tangencial han llegado al nucleo habenular lateral

(Fig. 40). Estas células migratorias, aunque son superficiales, estan un

poco mas profundas que sus homologas en el pollo. En este estadio de

desarrollo estas células migratorias han alcanzado su destino final, en el

estadio E17.5 puede verse (Fig. 41) que no se ha producido ningun

avance en la migracion, habiéndose comprobado en los estadios

posteriores hasta postnatales.
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En resumen, podemos dafirmar que la migracion bajo estudio
comienza en ratén en la regidon retronabenular en el estadio E.13.5 y
finaliza en E16.5 en el nucleo habenular lateral. En las aves esa misma
poblacion, por su origen, avanza mas alla del fasciculo retfroflejo, hasta
la zona posterior del nucleo superficial microcelular. Esto podria plantear
la posibilidad de establecer una homologia entre estos dos nicleos o
subpoblaciones de los mismos, habenular lateral y superficial
microcelular. En cualquier caso, en la revision bibliogrdfica realizada no

se vislumbran semejanzas hodologicas entre ambos nUcleos.
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Fig. 41. Secciones coronales de ratén. Estadio E17.5. ISH Pax6.
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Se observa en el estadio P1 un rastro, también de células Paxé
positivas aunque mds superficiales, que tienen un origen en la regién
retronhabenular y que sugieren una migracibn que avanza
sobrepasando rostralmente a las células migratorias descritas en los
pdrrafos anteriores, aunque manteniéndose siempre en la superficie
dorsal del epitdlamo y del tdlamo (Fig. 42 *). En el estadio P2 este rastro
tiene menos intensidad y en P4 prdcticamente ha desaparecido la

expresion de Paxé por parte de estas células.
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Fig. 42. Secciones coronales de ratdn. Estadio P1. ISH Pax6.
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Discusion

Relevancia de las técnicas utilizadas.

A la hora de interpretar los datos obtenidos en esta investigacion
conviene establecer el modelo de organizacién del diencéfalo que
hemos adoptado, ya que, tal y como se constatd en la introduccion, a
lo largo de la literatura diferentes autores han propuesto diversos
modelos de subdivisiones del sistema nervioso cenftral. Inicialmente el
modelo neuromérico de Rendahl (1924) y mds recientemente el modelo
prosomérico de Puelles y Rubenstein (2003) se ajusta mds a las
observaciones llevadas a cabo en la realizacion de esta tesis doctoral.

El estudio de las migraciones neuronales en el epitdlamo y en la
superficie del talamo dorsal ha sido objeto de poco estudio a lo largo
de los Ultimos anos. Los estudios mads significativos hasta la fecha datan
ya de bastante tiempo y se remontan a los trabajos de Altman y Bayer
(1978b) y Guillén (1991), que utilizaron técnicas de autorradiografia con
objeto de desentranar la neurogénesis de los nUcleos neuronales en la
region epitaldmica y taldmica y por ende ftrataron el tema de
migraciones neuronales desde el neuroepitelio ventricular hasta su
destino final como parte de algun nucleo neuronal conocido.

Desde entonces, diversas técnicas han permitido aportar datos
mas significativos al andlisis de las migraciones neuronales, en concreto
en este frabajo hemos utilizado técnicas de andlisis inmunohistoquimico,
hibridaciéon in situ para deteccidén de expresidon génica y técnicas de
seguimiento de células marcadas con dextranaminas biotiniladas. Los
datos obtenidos a la luz de estas nuevas técnicas serdn contrastados en
este capitulo con lo que se conocia a fravés de la literatura
anteriormente comentada.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de marcaje de
células con BDA nos dan tambien informacién sobre la morfologia
fusiforme de las células, claramente en migracion tangencial paralela al

ventriculo. Cabe mencionar que el uso de esta técnica se ha facilitado
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por el hecho de que la zona a marcar se encuentra en la superficie
dorsal, por lo que no ha sido necesaria la utilizacidon de sistemas de
inyeccion a presion o iontoforéticos ftipicamente utilizados en la
aplicacion de esta técnica (Reiner et al., 2000), habiéndose realizado
una simple deposicion del marcador sobre la zona de interés y posterior
visualizacion mediante el procedimiento ABC vy DAB. Si bien
encontramos en la literatura (Fritzsch, 1993; Brand y Apkarian, 1992)
numerosos ejemplos de la utilizacion de esta técnica haciendo mencion
a las caracteristicas anterogradas o refrogradas de este marcador,
dependiendo del peso molecular utilizado, nuestros resultados son
indiferentes a la direccion del fransporte del mismo, ya que los
neuroblastos en migracion todavia no han desarrollado un axdn que
pueda afectar al sentido del movimiento de las dextranaminas en el
citoplasma. Pesos moleculares de 10 k tienen gran sensibilidad y
producen marcajes en detalle de los axones y los terminales, mientras
que pesos moleculares de 3 k, como el utilizado en nuestro experimento,
proporcionan marcajes detallados retréogrados de los cuerpos celulares
(Reiner et al., 2000).

El tiempo que se ha mantenido el cultivo organotipico y que por
tanto se ha permitido que tuviera lugar la migraciéon de células
marcadas con BDA ha sido de 24 horas, por o que los datos que nos ha
proporcionado este método no nos han permitido realizar un trazado
completo de la migracién en sus dimensiones temporal (tres dias) vy
espacial. A pesar de esto, si se han obtenido datos que proporcionan
informacion sobre la direccidon de la migracion, tangencial paralela a la
pared ventricular, superficial y en sentido lateral/rostral. También se han
obtenido datos precisos relativos al origen de la migracion, la region
retrohabenular. Finalmente, se ha corroborado que la migraciéon es
ipsilateral, no habiéndose detectado células marcadas en los dos
hemisferios cerebrales simultdneamente, para lo cual, esta técnica
presenta claras ventajas con respecto a los métodos autorradiogrdficos,

inmunohistoquimicos o de hibridacion in situ, ya que en el momento de
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inicio de la migracion, las zonas proliferativas (regiones retfrohabenulares
de los dos hemisferios) estdn muy cercanas a la linea media y por tanto
Mmuy cercanas entre si.

Oftro resultado que hemos obtenido de este experimento y que
corrobora los datos proporcionados por la técnica de hibridacion in situ
(aunque no se observa de forma tan clara con la técnica
inmunohistoquimica) es la existencia en el pollo de una migracion de
células Pax6+ en sentido caudal con origen muy cercano a la region
retrohabenular, concretamente adyacente a la misma en una posicion
latero caudal. Al estar ambos origenes migratorios tan cercanos el uno
del otro es practicamente imposible que las dextraminas depositadas
sobre la superficie retrohabenular no se distribuyan sobre ambos y
queden por tanto los dos caminos frazados. En cualquier caso, es la
técnica de hibridacion in situ la que nos permite discernir con total
claridad el origen ligeramente diferente de ambas migraciones. Al ser
este otro origen ligeramente caudal al nicleo retrohabenular, nos
inclinamos por etiquetar dicho origen dentro del pretecho. No se ha
encontrado descripcidon alguna en la literatura sobre esta segunda
migracion en el pretecho, que progresa caudo ventralmente por la
comisura posterior y cuyo destino parece estar en las inmediaciones del
nucleo parvocelular de la comisura posterior (pretecho comisural).
Tampoco hemos encontrado indicios de esta migracion en el raton.
Con el fin de puntualizar estas predicciones, se hace necesaria una

investigacion mads especifica que examine los detalles implicados.

Tanto con la técnica de inmunohistoquimica como con la de
hibridacion in situ hemos obtenido resultados muy similares, que nos han
permitido realizar el seguimiento de las células migratorias desde su
lugar de nacimiento hasta su destino final. Sin embargo, son los
resultados obtenidos mediante la técnica de hibridacion in situ de
MRNA de Pax6, los que dan mayor validez a esta tesis por encima de los

datos obtenidos mediante la técnica de deteccion de la proteina Paxé.

92



Discusion

Esta afirmacion estd fundamentada en las tres caracteristicas que
diferencian la genoarquitectura de la quimioarquitectura general
neuronal (Puelles y Ferran, 2012): “En primer lugar la singularidad de la
metodologia de hibridacién, que especificamente detecta una
secuencia particular de nucledétidos; en segundo lugar, el papel causal
de los genes expresados y las proteinas que codifican, en la tipologia y
el estado funcional celular; y en tercer lugar, el papel causal de la red
de productos regulados gendmicamente, en la conservacion vy
reproduccion morfogenética del orden estructural organico, tal y como
refleja la morfotaxonomia en la filogenia y la ontogenia”.

En cuanto al papel causal de los genes expresados, en
nuestro caso el factor de franscripcion Pax6, en la fipologia y el estado
celular, nos permite interpretar que las células Pax6+ registradas en
nuestro estudio pertenecen a la misma poblacidén, aun cuando Ias
imdgenes obtenidas provengan de diferentes embriones de la misma
especie en sucesivos estados de desarrollo. Mds auln, podriamos
también basarnos en estas causalidades para especular sobre la
relacion de la expresion de Pax6 con el estado migratorio neural. Tal y
como se comentd anteriormente, Pax6 ha sido relacionado con
procesos de migraciéon radial de neuroblastos a la corteza cerebral de
mamiferos (Talamillo et al., 2003), y de células precursoras de
oligodendrocitos en el tubo neural de embriones de pollo (di Lullo et al.,
2011). Ademds, se ha demostrado que la migracion de neuronas
taldmicas sigue rutas tanto gliales como sustratos axonales (Ortino et al.,
2003), habiéndose propuesto que la expresion de Pax6 en neuronas
postmitéticas podria estar mediando en el crecimiento axonal. En el
diencéfalo del pollo se ha puesto de manifiesto, mediante andlisis
clonal, como las células migran tangencialmente fuera de la zona
ventricular siguiendo caminos axénicos (Golden et al, 1997).

Chatterjee et al. (2014) muestran como Pax6 provoca una
expresion temprana y extendida de Shh en la zona limitans intfratalamica

(zli) en el pez y en el ratdon, mienfras que la ganancia de funciéon de
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Pax6 inhibe la expresion de Shh en la zli en el pez. Utilizando patrones de
expresion génica y mapas de destino molecular, caracterizan la
expresion molecular de marcadores que delimitan a los progenitores
(expresion combinada de Neurog2, Irxl, Dbx1l y Wnt7b) y precursores
(Etvl) de las neuronas habenulares. En su estudio muestran que el
dominio taldmico se desplaza dorsalmente y el epitaldmico desaparece
de la placa alar de p2 en el ratdn mutante Paxesey/sey (Desaparece por
completo la expresion de Dbxl y Wnt7b en p2). Por el contrario, el
epitdlamo se expande ventralmente a expensas del tdlamo en
embriones de ratobn con actividad reducida de  Shh.
Representativamente, la atenuacion de la senalizacion de Shh rescata
las particiones de p2 y restaura el epitdlamo en el ratdbn mutante
Paxgeseyssey , sugiriendo que Shh actua aguas abajo de Pax6 en el control
de la formacion de la habénula. De manera similar al ratdén, muestran
que Pax6 conftrola la formaciéon del epitdlamo sobre todo regulando la
expresion de shh en la zli en zebrafish.

En concordancia con nuestros resultados, analizando las
imdgenes de particion de p2, mediante patrones de expresidon génica
en ratéon del estudio de Chatterjee et al. (2014), podemos ver como en
la parte mds dorsal de p2, la habénula no termina rostralmente
alcanzando a la zli, frontera con p3. Es decir, la parte dorsal mds rostral
de p2 es propiamente taldmica y no epitaldmica. Este hecho es cuanto
menos curioso a tenor de que parece ser algo evidente en el mamifero
si analizamos numerosas publicaciones de expresidon génica. Si bien,
ningun estudio revisado comenta este hecho y por el contrario en la
mayoria de los esquemas de particion del diencéfalo revisados vemos
como de manera consistente siempre el epitdlamo termina rostralmente

en la zli, incluyendo los esquemas del propio Chatterjee et al. (2014).
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Destino de la migracion en pollo.

El ndcleo superficial parvocelular (SPC) es uno de los nucleos de la
capa superficial de p2 que junto con el nucleo superficial microcelular
(SMi) han sido tratados por diversos autores influyentes (Rendhal, 1924;
Kuhlenbeck, 1937; Karten y Hodos, 1967) con cierta confusién, debido a
sus posiciones tan proximas y entrecruzadas en algunos puntos. Es por
ello que la mayoria de autores hacen referencia a ambos en su
conjunto, indistinfamente como un Unico nUcleo superficial
parvocelular, nucleo del tracto septo-mesencefdlico o nulcleo
dorsolateral superficial. En este trabajo hemos tenido que distinguir
claramente uno de otro, ya que el destino final de las células migratorias
estudiadas en el pollo era precisamente la incorporaciéon a uno de ellos,
el nucleo superficial microcelular. Estos dos nucleos se distinguen el uno
del otro teniendo en cuenta diferentes aproximaciones.

Citolégicamente el nulcleo superficial microcelular estd
compuesto de células muy pequenas y basodfilas, cuya peculiaridad
principal es su refrasado nacimiento (HH 34), lo que lo convierte en la
poblacidn mds tardia del tdlamo. Hasta el estadio HH36 el nucleo
superficial parvocelular aparece como una Unica masa en la capa
superficial de p2. Sus células son de tamano medio y de no muy intensa
basofilia (Guillén, 1991). A partir de este estadio de desarrollo este
nucleo pierde su unidad, al ser afravesado por el fracto septo-
mesencefdlico, quedando dividido en dos partes, superficial
parvocelular dorsal y lateral, quedando asi hasta su desarrollo adulfo.
Rendahl (1924) estudidé este nucleo embrioldgicamente Unicamente
hasta el décimo dia de incubacion, justo antes de ser dividido en las dos
partes mencionadas previomente, con lo que al intentar identificarlo en
el animal adulto, lo asimildé al nicleo superficial microcelular, el cual es

practicamente indistinguible antes del décimo dia de incubaciéon y
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ocupa igualmente una posicion dorsal y superficial. Los andlisis
autorradiograficos de Guillén (1991) muestran como el ndcleo superficial
parvocelular, en migracion tangencial en sentido rostro caudal, se ve
invadido y rechazado hacia el manto en su parte dorso caudal por el
nUcleo superficial microcelular, con el que se entremezclan sus células al
paso del tracto septo-mesencefdlico. Quedan por tanto ambos nUcleos
(SPC y SMi) diferenciados también por su origen neuroepitelial en el
tercer ventriculo. Siendo mads rostral el origen de SPC y mds caudal el de
SMi.

Por ofro lado, ambos nucleos son distinguibles también por sus
caracteristicas  histoquimicas.  Asi  pues, en el estudio GABA
inmunoreactivo en paloma de Domeneci et al (1988) se puede observar
que la actividad gabaérgica es pronunciada en el nucleo superficial
parvocelular mientras que es inexistente en el nucleo superficial
microcelular. Guillén (1991) los distingue también estudiando los
patrones inmunohistoquimicos de acetilcolinesterasa y calbindina. De
manera que el nucleo superficial parvocelular lateral y el nucleo
superficial microcelular son acetilcolinesterasa positivos intensos y el
nUcleo superficial parvocelular dorsal presenta menor intensidad. En
cuanto a la calbindina, el nicleo superficial parvocelular es positivo y el
nucleo superficial microcelular es negativo. Redies et. al. (2000), tfambién
diferencia claramente a estos dos nucleos, en un estudio de subdivisidon
diencefdlica mediante mapeo de cadherinas, en concreto N-cad se
expresa en el nicleo superficial microcelular y no se expresa en el
nUcleo superficial parvocelular, y viceversa para cad?.

Desde el punto de vista hodoldgico, Nixdorf y Bischof (1982), sin
hacer distincion entre los nlcleos superficial parvocelular y superficial
microcelular, describen dos partes del nucleo superficial parvocelular.
Una parte superficial, que proyecta contralateralmente y otra profunda
que lo hace ipsilateralmente, senalando en sus esquemas ambas
poblaciones en relacion al tracto septomesencefdlico. Estos datos

muestran que la parte dorsal del nuUcleo superficial parvocelular
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proyecta ipsilateralmente al Wulst, mientras que el nucleo superficial
microcelular lo hace contralateralmente. Los datos de Hunt y Webster
(1972) y de Peyrichoux et al. (1983) utiizando marcaje retrogrado
concuerdan con las observaciones de Guillén (1991), lo cual nos ha
ayudado a identificar estos nUcleos superficiales, que no se han tratado
con acierto en la literatura previa. A la hora de establecer homologias
de las células estudiadas, estos datos hodoldgicos no lo sugieren con
respecto al nucleo superficial microcelular, asiento de las proyecciones
contralaterales, que cruzan la linea media en la comisura supradpftica
dorsal y no existen en los mamiferos. Si bien, las conexiones ipsilaterales
al Wulst del ndcleo superficial parvocelular si podrian sugerir homologias

con la via geniculo cortical de los mamiferos.

Una vez aclarado el destino de la migracion estudiada en pollo,
los datos obtenidos de nuestro estudio de migracion en ratén, parecen
a priori no encajar en lo que al destino de la migracion se refiere, al
menos de forma total, ya que tal y como se ha puesto de manifiesto en
el capitulo de resultados, las células en migracion analizadas en ratén,
se detienen en el nicleo habenular lateral, concretamente en la zona
mdas superficial del mismo, siendo esta una zona epitaldmica y no
propiamente de la capa dorsal del tadlamo. Examinando el trabajo de
Redies et al. (2000) vemos como el nucleo superficial microcelular
aparentemente contribuye a la parte mds superficial del nucleo
dorsolateral lateral y a una parte laterorostral del nicleo dorsolateral
anterior, ademds de a la habénula superficial, o nucleo superficial
epitaldmico de Rendanhl (1924). Para reforzar estas afirmaciones Redies
et al. (2000) hacen referencia a una figura (Fig. 15D de Redies et al.,
2000) que hemos reproducido como Fig. 43. A la vista de estos datos,
podemos concluir que el destino de la migracion tanto en pollo como
en ratébn  viene  determinado por el mismo  programa

genético/epigenético.

97



Discusion

Fig. 43. Expresion de NCad, tomada de Redies et al., 2000. El nlcleo superficial
microcelular (SMC) contribuye a la parte superficial de la habénula lateral.

A la vista del andlisis de nuestros datos en pollo, se hace evidente
que no fodas las células migratorias alcanzan el nucleo superficial
microcelular, queddndose las mds rezagadas en la parte superficial del
nucleo habenular lateral.

Otros datos que contribuyen a demostrar que se trata de la misma
migraciéon neuronal en ambas especies pollo y ratén, son las fechas de
inicio y final de la citada migraciéon. Tal y como hemos expuesto en el
capitulo de resultados, en pollo la produccidn en el ventriculo se inicia
en HH28 y observamos a las células migrar claramente a partir de HH34
hasta que alcanzan su destino final en el ndcleo superficial microcelular
en HH37. Por otro lado, en ratdn, se observa el inicio de la etapa
proliferativa en E13.5 y la llegada de las células a su destino final, en la
zona superficial del nicleo habenular lateral en E16.5. Haciendo un
andlisis comparativo de estadificacion de especies (Butler y Juurlink,
1987), con estos datos comprobamos que el periodo migratorio

coincide en ambas especies.

98



Discusion

Destino de la migracién en ratén.

Nuestros resultados sobre el destino de la migracion en raton,
indican que las células Pax6+ se detfienen en la superficie de la
habénula lateral, aunque se distinguen ligeramente de las del pollo en
que, si bien las del pollo estdn claramente en la superficie, en el ratdn
aun siendo superficiales estdn un poco mds profundas. Teniendo en
cuenta esta observacion y revisando diverso material bibliogrdfico,
hemos localizado exactamente en qué parte del nicleo habenular
lateral se establecen las células estudiadas.

La habénula consiste en una poblacion heterogénea de neuronas
y ha sido subdividida, en el mamifero, en quince subnucleos de acuerdo
a caracteristicas morfolégicas tales como la densidad celular,
morfologia celular e inmunohistoquimica del soma y neuropilo.
Inicialmente Andrés et al. (1999) utilizando microscopia electréonica y de
luz; Geisler et al. (2003) mediante técnicas inmunohistoquimicas; Kowsky
et al. (2009) con sus estudios electrofisioldgicos y finalmente Aizawa et al.
(2012) han refinado el modelo mediante hibridacion in situ, para
detectar la expresion de genes marcadores de neurotransmisores y sus
receptores en cada subnucleo. Para contrastar nuestros datos hemos
elegido este Ultimo modelo de Aizawa et al. (2012) porque se basa en
localizacion de mRNA, en vez de expresion de proteinas. Es evidente
que la localizacidon de la expresion génica en el soma permite
caracterizar la naturaleza molecular de las neuronas en la habénula. Por
el confrario, las proteinas (especialmente neurotransmisores) podrian
expresarse en los axones aferentes desde otras regiones del cerebro, y
por tanto no reflejarian necesariamente la naturaleza molecular de Ias

neuronas habenulares.
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Fig. 44. Perfil de expresion génica de los subnucleos habenulares. Tomado de Aizawa
et al. (2012).

En concreto, (Fig. 44, tomada de Aizawa et al.,, 2012) el nucleo
habenular medial (en color rosado en la Fig. 44) estd compuesto por
una parte superior (MHbLS), parte inferior (MHBIi), parte central (MHLC),
parte lateral (MHbL), y parte comisural (MHbLS). Por su parte, el nicleo
habenular lateral estd compuesto por una division medial (LHoM, en
verde claro en la Fig. 44), el cual se subdivide en parte superior (LHOMS),
parte parvocelular (LHbMPc), parte central (LHoMC), parte
magnocelular (LHBMMg) y parte anterior (LHobMA, no mostrada en la Fig.
44); y una division lateral (LHbL, en verde oscuro en la Fig. 44), el cual se
subdivide en parte parvocelular (LHbLPc), parte magnocelular
(LHbLMc), parte oval (LHbLO), parte basal (LHbLB, no mostrada en la Fig.
44) y parte marginal (LhbLMg, no mostrada en la Fig. 44).
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Como resultado de nuestro estudio y en contexto con estos datos
de subdivision del nucleo habenular lateral, podemos postular que las
neuronas en migracion objeto de esta tesis doctoral acaban su
recorrido en el subnUcleo parvocelular de la division lateral del nucleo
habenular lateral (LHbLPc), ya que, la posicion del mismo coincide
exactamente con la que podemos ver en los resultados obtenidos en el
ratobn. No cabe duda, que esta comparativa con datos a nivel
molecular, proporciona una mayor evidencia del destino final de la
migracion estudiada. En la literatura encontramos autores (Rendanhl,
1924 y Kuhlenbeck, 1937) que ya habian descrito en la habénula,
ademds de una parte medial y una parte lateral, una parte superficial
(nUcleo superficial epitaldmico), con lo que deducimos que estas
neuronas ya habian sido definidas previamente, si bien no se habian
percatado de que eran resultado de una migracion.

La heterogeneidad neuronal del nidcleo habenular lateral a lo
largo de los limites de sus subnUcleos, contrasta con el ndcleo habenular
medial, donde los patrones de expresidn génica delimitan los limites
subnucleares de una forma mds clara. Estos datos, sugieren la presencia
de poblaciones neuronales, en concordancia con nuestros resultados,
de diversas procedencias ontoldgicas en el nicleo habenular lateral.
Ofro ejemplo de esta heterogeneidad, aparte del propiamente
estudiado en esta tesis, lo constituye una poblacidon neuronal, descrita
por Puelles et al. (2015), que migra ventro dorsalmente por el fasciculo
retroflejo, desde la zona ventral de la placa alar de p2, junto al limite
alar/basal hasta el nucleo habenular lateral, contribuyendo a la
heterogeneidad del LHb y explicando el hecho de que haya neuronas
de nacimiento temprano en la habénula lateral, tal y como muestran los
datos autorradiogrdficos.

En las Ultimas décadas se ha atribuido diversa funcionalidad a la
habénula lateral: la regulacion del sueno, comportamiento materno,
deteccion electromagnética y navegacion (Hikosaka, 2010). Sin

embargo, las investigaciones mds recientes (Matsumoto y Hikosaka,
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2007; 2009) sugieren que el nucleo habenular lateral estd implicado en
el procesamiento de informacién de recompensa. Las neuronas del
nUucleo habenular lateral codifican el error de prediccion de
recompensa negativo: son excitadas por eventos inesperados de
ausencia de recompensa o desagradables e inhibidas por eventos
inesperados de recompensa. Ademdads, otros estudios (Wirtshafter et al.,
1994) indican que el nucleo habenular lateral se activa ante diferentes
condiciones de estrés y que lesiones en la habénula lateral inducen
comportamientos alterados en respuesta a tareas realizadas en
condiciones de esfrés (Wilcox et al., 1986), lo cual insinia que la
habénula lateral, funcionalmente juega un papel fundamental en Ias
respuestas conductuales al estrés o evasion del castigo.

El nUcleo habenular lateral recibe entradas de los ganglios
basales, que participan en diversas funciones, como la seleccion de
acciones. También recibe entradas del sistema limbico, cuya funcidn
entre otfras es el control de las emociones (Hikosaka, 2010; Lecourtier et
al., 2007). El nucleo habenular lateral envia aferentes a centros
dopaminérgicos (Omelchenko et al., 2009), serotonérgicos (Herkenham
y Nauta, 1979) y al nicleo tegmental rostro medial (gabaérgico), que
inhiben centros dopaminérgicos (Jhou et al., 2009; Kaufling et al., 2009).
Los nucleos aminérgicos también envian proyecciones de vuelta al
nUcleo habenular lateral (Moore et al., 1978; Reisine et al., 1984), por lo
que este nUcleo estd bien posicionado para integrar las emociones en
la seleccion de acciones. La falta de regulacion en los centros
aminérgicos se ha relacionado con trastornos depresivos (Russo et al.,
2013; Dayan et al., 2008). Dado que el nucleo habenular lateral codifica
informacion relativa a recompensa, respuesta a estimulos aversivos y
regula centros aminérgicos, se ha sugerido (Hikosaka, 2010; Sartorius et
al.,, 2010; Lecca et al, 2014) que un mal funcionamiento de Ila
regulacion llevada a cabo por el nicleo habenular lateral puede
desencadenar diferentes trastornos  psiquidtricos  tales como

esquizofrenia, psicosis inducida por drogas, adiccidon y depresion.
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Tal y como hemos observado, el hecho de que diferentes sistemas
neurofransmisores (Aizawa et. al. 2012) actien en diferentes subnucleos
de los nucleos habenulares, estaria implicando que cada subnucleo
puede actuar de manera distintiva en el comportamiento animal, por lo
gue lesiones convencionales o tratamientos farmacoldgicos que
afecten a toda la habénula no son los mds indicados para descifrar la
fisiologia de esta regidon y en particular la del nucleo LHbLPc que hemos
identificado como destino de la migracion estudiada. Lo mds indicado
seria el andlisis de los cambios conductuales tras la activacion o
inactivacion por manipulacion genética del subnucleo en particular

bajo estudio.

Origen de la migracion.

Nuestros datos muestran que tanto para pollo como para ratén, el
origen de la migraciéon es la region retrohabenular, esto es, la extension
caudal de la regidn habenular, que no llega a alcanzar el pretecho,
guedando separada de éste por un estrecho pasillo por el que la capa
dorsal del tadlamo cruza la parte mds caudal de la linea media dorsal
taldmica. Existe poca informacidn en la literatura sobre esta zona
taldmica y la mayoria de autores, en sus esquemas, suelen establecer el
limite tdlamo pretectal, a nivel dorsal, justo donde termina el epitdlamo
caudal, sin tener en cuenta que existe, rostral a pl, una zona estrecha
del prosdbmero 2, que no es epitaldmica sino taldmica propiamente
dicha.

Nuestros resultados contribuyen a demostrar que las suposiciones
de Guillén (1991) sobre el origen caudal del nucleo superficial
microcelular son correctas. Si bien, no lo especificd con total precision

en sus estudios autorradiograficos, otros autores como Altman y Bayer
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(1979a,b,c), que realizaron estudios similares en mamifero (rata), no
mencionan nada concreto al respecto de esta zona. En cualquier caso,
qgueda demostrado que el punto de origen, peculiar o cuanto menos
insospechado es la regidon retfrohabenular, que si que aparece descrita
en el atlas de pollo de Puelles (2007).

La interpretacion mosaicista extrema de la proliferacion neuronal
propuesta por Altman y Bayer (1988b), implicaria que desde el primer
momento postmitdtico se deberia poder observar en una misma fecha
diferentes territorios, uno para cada nucleo. Sin embargo, en un drea
tan extensa como el diencéfalo, tal y como hemos demuestran nuestros
datos, se observan multiples dreas progenitoras solapadas produciendo
neuronas simultdneamente, lo cual hace que la identificacion de dreas
progenitoras llevada a cabo por Altman y Bayer nos parezca un tanto
arbitraria. Por ofro lado, a dia de hoy se hace poco sostenible la
interpretacion neuroanatdmica basada en un neuroeje columnar
(Puelles et al., 2012), por no citar la inconsistencia con los patrones de
expresion génica.

En nuestra opinidn con los datos analizados, desde un drea de
migracién derivarian las poblaciones neuronales de varios nucleos, y
distintos  factores epigenéticos actuarian como moduladores
contribuyendo a determinar su diferenciacion final en diferentes
nucleos.

Segun Altman y Bayer (1979c), la habénula lateral en rata tiene un
periodo de generacion comprendido entre E13 y E16, mientras que la
habénula medial entre E15 y E19, con estos periodos citogenéticos tan
largos explican que estos nucleos se asemejan mds a nucleos
hipotaldmicos que a nucleos taldmicos. Constatan un gradiente latero-
medial entre los nUcleos habenulares asi como dentro de cada nucleo,
no encontrando gradientes ventrodorsales ni caudorostrales. Concluyen
que las neuronas del epitdlamo se generan concurrentemente a lo
largo de toda la longitud dorsal del tercer ventriculo, y que las neuronas

nacidas mas temprano son desplazadas lateralmente por las que nacen
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mas tarde. El gradiente latero-medial estricto epitaldmico lleva a Altman
y Bayer a interpretar que la fuente de estas neuronas es el lobulo
neuroepitelial superior (SL1, Altman y Bayer, 1979b). De hecho esta
region del neuroepitelio permanece activa mitdticamente mas tarde
gue todas las demds regiones del tdlamo. Se asemeja, en este sentido,
al neuroepitelio del I6bulo inferior que genera neuronas hipotaldmicas.

Usando las mismas técnicas autorradiogrdficas, Altman y Bayer no
observan gradientes neurogenéticos claros en el tdlamo dorsal. Si bien,
hacen una generalizacion al observar que el epitdlamo y una porcion
del talamo medial, los cuales de forma comun derivan de los I6bulos
neuroepiteliales superiores activos durante mas tiempo y mas tarde en el
tiempo, comparten una intima conexion con el sistema limbico. Por lo
qgue generalizan que las células del “tadlamo limbico” se generan mads
tarde y de un componente neuroepitelial del tercer ventriculo, diferente
al que genera las neuronas del “talamo sensorial”.

A tenor de nuestros resultados con ratén, donde claramente se
vislumbra una migracion desde la region retrohabenular hasta la parte
superficial del nUcleo habenular lateral, existe una discrepancia con los
datos de Altman y Bayer, al sélo encontrar un gradiente neurogenético
latero-medial en el epitdlamo y ninguno en el tdlamo dorsal. De hecho,
Guillén (1991) que coincide con Altman y Bayer, y ofros autores, en
establecer un patron de estratificacion neurobldstica de fuera adentro
para el tadlamo dorsal del pollo, igual que en mamiferos, excluye de este
patrén al nucleo superficial microcelular, estando sus datos en clara
concordancia con los nuestros. Afribuimos a que la técnica de
autorradiografia utilizada por Altman y Bayer, estando gran parte del
ventriculo activo no siempre es la mejor para establecer estas
conclusiones. Esto, unido a la hipdtesis equivocada de partida de que
cada nucleo taldmico tiene su propia zona del neuroepitelio donde es
producido, nos inclina a pensar en la arbitrariedad de la identificacion

de alguna de las dreas progenitoras llevadas a cabo por estos autores.
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Haciendo un andlisis comparativo de estadificacion de especies
(Butler y Juurlink, 1987), entre nuestros datos en ratéon y los de Altman vy
Bayer (1979c) en rata, por un lado. Por otro lado, teniendo en cuenta
que de sus datos, mediante la técnica de autorradiografia, no llegan a
detectar la migraciéon neuronal estudiada en esta tesis. Y finalmente,
habiendo constatado, como se ha comentado previamente, Ia
coincidencia temporal en la migraciéon en pollo y raton desde el fiempo
en que se inicia la misma hasta el tiempo en que las células llegan a su
destino final. Todos estos datos, nos llevan a proponer un periodo
neurogenerativo mds largo, que el propuesto por Altman y Bayer
(1979c), del nucleo habenular lateral en la rata. En concreto de E16
pasaria a E19, si bien se hace necesaria una investigacion mas
especifica que examine los datos implicados en esta especie.

A este respecto, cabe comentar, que los diferentes tamanos
relativos entre habénula medial y lateral en diferentes especies (Aizawa
et al., 2011) pueden estar reflejando el caudal de entrada cortical a la
habénula lateral a través de los ganglios basales (Yanez y Anadon,
1996). Como el nUmero de neuronas en los nUucleos habenulares estd
determinado por procesos tales como proliferaciéon, diferenciacion y
muerte celular, los cambios evolutivos en la organizaciéon interna de los
nUcleos habenulares pueden poner de manifiesto procesos de
modulaciéon neurogenéticos especificos de cada especie (Finlay vy
Darlington, 1995). Por lo tanto, el aumento de tamano de la habénula
lateral debido al incremento en la duraciéon de su neurogénesis puede
resultar en un refinamiento de los sistemas monoaminérgicos para

evaluar una mayor cantidad de informacion sensorial.

Nuestro andlisis embrioldgico descriptivo de la migracion de
células Pax6+ con un origen insospechado en la region retfrohabenular y
destino en los nucleos habenular lateral y superficial microcelular (SMi)
en pollo, y el subnudcleo parvocelular de la division lateral del nucleo

habenular lateral (LHbLPc) en ratén, contribuye a despejar algunas
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dudas sobre el origen heterogéneo de las neuronas del epitdlamo vy la
parte dorsal del tdlamo. Asimismo, pone de manifiesto el papel causal
de la expresidon génica en la fipologia y el estado funcional celular asi

Ccomo su conservacion entre diferentes especies.
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1.

Las observaciones obtenidas confirman la existencia de la migracion
neuronal tardia que se origina en la regidon retfrohabenular, en el
techo posterior del prosomero 2, confiirmdndose las conclusiones
tentativas en ese sentido de Guillén (1991).

Las células migratorias Pax6+ comienzan a visualizarse claramente en
la region retrohabenular en el estadio HH31, terminando la migracion
aparentemente en HH37. Se desplazan desde su origen
laterorrostralmente en la zona fronteriza entre la region habenular y el
talamo propiamente dicho. En el caso del pollo, este avance es mds
marcado y alcanza, a través del nucleo superficial microcelular,
regiones cercanas a la frontera intertaldmica, incorpordndose
escasas células de esta migracion a la regidon habenular lateral.

En ratén, en cambio, la migracion penetra mds importantemente en
la regidon habenular lateral donde acaba integrandose en el
subnuUcleo parvocelular de la divisidon lateral del nicleo habenular
lateral y a penas se observan otras células fuera de esa zona
habenular.

En el pollo se observa un segundo origen celular Pax6+ a
continuacioén del drea retrohabenular, ya en la zona pretectal
precomisural. Desde este origen existe una pequena migracion que
alcanza aparentemente las inmediaciones del nucleo parvocelular
de la comisura posterior.

El resultado de los marcajes con BDA in vitro en el estadio HH31, de
producciéon inicial de estas células, corrobord la existencia de un
movimiento migratorio desde este origen en la regiéon retrohabenular
hacia la zona de destino descritfa mediante hibridacion in situ de
Pax6, tanto en el caso de la migraciéon taldmica como la pretectal.
Desde el punto de vista de la anatomia comparada, se concluye
que los fendmenos retrohabenulares migratorios observados en el
pollo y en el ratdn coinciden en su cronologia embrioldgica, ya que
aparecen en estadios comparables y en ambos casos figura como

diana la region habenular lateral. Si bien en el pollo aparecen células
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que parecen invadir zonas no habenulares cercanas cabe
preguntarse si no cabria incluir dichas regiones en la zona habenular.
En el caso del ratdon las células migradas componen una
subpoblacién menor del drea habenular lateral que forma el
subnuUcleo parvocelular de la division lateral del nicleo habenular

lateral.
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