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The amygdala is important for emotions,
emotions are important for learn,
and learn is important for everythings.

L. Puelles

La ciencia sera siempre una busqueda,
jamas un descubrimiento real.
Es un viaje, nunca una llegada.

Karl Poopper
La Unica posibilidad de descubrir los limites de lo posible
es aventurarse un poco mas alla de ellos,

hacia lo imposible.

Arthur C. Clarke
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Introduccién

Introduccion

1.- Introduccion General

La amigdala se halla constituida por un conjunto muy heterogéneo de nucleos
localizados en su conjunto en la base del telencéfalo caudal. Esta regién, componente
fundamental del sistema limbico, juega un papel fundamental en el comportamiento
emocional del individuo, incluyendo aspectos relacionados con la sexualidad,
integracion social, motivacion, aprendizaje, agresividad y miedo condicionado (Price et
al., 1987; Amaral et al., 1992; Davis., 1992; Al heid et al., 1995; Swanson y Petrovich.,
1998; Gallagher y Schoenbaum., 1999; LeDoux., 1992, 2000). La funcionalidad y
estructuracion de este complejo ha sido extensamente estudiada en mamiferos
(Holmgren 1925; Alheid et al., 1995; Swanson y Petrovich., 1998; Martinez-Garcia et
al., 2006), habiendo sido propuesto un origen histogenético multiple para los diferentes
compartimentos que la constituyen. Asi, la amigdala posee por una parte un
componente palial, representado por los complejos basolateral y cortical, de
caracteristicas similares a las presentes en la corteza cerebral, destacando una elevada
concentracion de neuronas de proyeccion excitadoras, presumiblemente glutamatérgicas
(Swanson y Petrovich., 1998), y una intensa expresion en su conjunto del factor de
transcripcion Tbrl (Smith-Fernandez., 1998; Puelles et al., 1999, 2000, 2003),
implicado en la diferenciacién de este tipo neuronal (Hevner et al., 2001). Por otra
parte, la amigdala cuenta con derivados subpaliales, que incluyen los complejos
centromediales y sus respectivas porciones extendidas, caracterizados por la expresion
de factores de transcripcion de la familia DIx5, involucrados en la adquisicién del
fenotipo neuronal GABA¢rgico (Puelles et al., 2000; Marin y Rubenstein, 2001; Stiimer
et al., 2002). El establecimiento de posibles regiones homdlogas a la amigdala de
mamiferos resulta en extremo complicada, dadas las enormes diferencias anatdmicas
existentes entre el telencéfalo de mamiferos y el resto de grupos vertebrados debidas en
gran parte a la reestructuracion del prosencéfalo que resulta de la aparicion del isocortex
en mamiferos (Aboitiz, 1999; Lanuza et al., 1999; Aboititz et al., 2002, 2003; Martinez-
Garcia et al., 2002). El presente estudio profundiza en el complejo de la amigdala
subpalial-amigdala extendida de aves, aportando nuevos datos acerca del origen
histogenético de cada uno de sus constituyentes, su desarrollo y caracterizacion
inmunocitoquimica, la definicion de los limites precisos de cada complejo y el
establecimiento de sus posibles subdivisiones, asi como la revision y propuestas de

homologias de estas regiones con la amigdala de mamiferos.
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2.- Divisiones Histogenéticas del Telencéfalo y su Relacion
con el Complejo Amigdalino

La organizacion anatomica presente en el telencéfalo de los diferentes grupos de
vertebrados resulta, al menos en apariencia, muy diferente. El estudio comparado del
telencéfalo de anfibios, reptiles, aves y mamiferos por un gran nUmero de
neuroanatomistas a lo largo del pasado siglo ha conducido a multiples interpretaciones y
propuestas acerca de la homologia existente entre los distintos compartimentos
telencefalicos (Ariéns-Kappers, 1936; Kuhlenbeck, 1977; Striedter, 1997; Nieuwenhuys
et al,, 1998). El reciente descubrimiento de genes reguladores del desarrollo con
patrones de expresion restringidos a regiones especificas del prosencéfalo embrionario
constituye una poderosa herramienta para definir los dominios histogenéticos que
integran el telencéfalo, asi como para el establecimiento de sus limites precisos y
propuesta de posibles homologias entre los distintos grupos de vertebrados (Bulfone et
al., 1993; Puelles y Rubenstein, 1993; Rubenstein et al., 1994; Puelles et al., 1999,
2000; Medina y Reiner, 2000; Puelles y Rubenstein, 2003).

A grandes rasgos, desde los pioneros trabajos de Holmgren (1925), el telencéfalo
de todos los vertebrados ha sido dividido en dos grandes regiones principales, como son
el palio (dorsal) y el subpalio (ventral). Ambas estructuras se hallan conectadas al tallo
de la vesicula evaginada telencefalica, donde se continlan con las comisuras
telencefalicas, el area preoptica, el area entopeduncular y la eminentia thalami,
estructuras que constituyen el prosencéfalo anterior no evaginado (denominado por
algunos autores “telencéfalo impar”). Las subdivisiones paliales y subpaliales del
telencéfalo de aves y mamiferos han sido analizadas en base a los patrones de expresion
de los genes Thri, Emxl, DIx5, Nkx2.1, Pax6 y Shh entre otros (Esquema 1)
(Shimamura et al., 1997; Smith-Fernandez et al., 1998; Puelles et al., 1999, 2000; Marin
y Rubenstein, 2001; Puelles y Rubenstein, 2003), los cuales codifican para factores de
transcripcion que desempefian funciones esenciales en el desarrollo del telencéfalo, tal y
como han revelado los analisis de mutantes (Kimura et al., 1996; Anderson et al., 1997;
Stoykova et al., 1996; Grindley et al., 1997; Caric et al., 1997).

El palio de vertebrados puede ser compartimentalizado, de acuerdo a la
topografia y a los patrones de expresion genética, en cuatro territorios histogenéticos
bien diferenciados, tales como son el palio medial, dorsal, lateral y ventral (Puelles et
al., 1999, 2000; Puelles y Rubenstein., 2003). El dominio medial del palio incluye al
hipocampo, area parahipocampal y amigdala hipocampal, mientras que el dominio

dorsal se constituye por la corteza general en mamiferos y el Wulst en el telencéfalo de
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aves. El palio lateral se halla constituido por una porcidon superficial, formada por la
corteza piriforme u olfativa, y por una region nuclear, integrada en mamiferos por la
parte dorsolateral del claustro y la amigdala basolateral, y en aves por el mesopalio y
gran parte del arcopalio. Estos dominios expresan en su conjunto los factores de
transcripcion 7bhrl y EmxlI, constituyendo la ausencia de sefial para este ultimo
marcador una caracteristica diferencial del palio ventral. Este ultimo dominio
comprende en mamiferos al claustro ventromedial, a la amigdala lateral y al bulbo
olfatorio, nucleo olfatorio anterior y tracto olfatorio lateral. En aves, el palio ventral
incluye al nidopalio (bulbo olfatorio, nidopalio caudolateral y caudomedial, entopalio,
area L y nucleo basalis), asi como al arcopalio medial y al ntcleo taeniae de la amigdala
(Puelles et al., 2000; Redies et al., 2001; Redies y Puelles., 2001; Puelles y Rubenstein.,
2003).

El subpalio de vertebrados ocupa una posiciéon ventral al palio, hallandose
rodeado parcialmente por este compartimento. En su conjunto, el drea subpalial expresa
de forma intensa los genes de la familia Dlx, por lo que el limite palial/subpalial puede
ser definido en base a los bordes de expresion Tbrl/DIx5. Esta region se halla
subdividida en dos complejos bien diferenciados, como son el estriado y el palido, que
se extienden longitudinalmente desde la region septal hasta el complejo amigdalino
(Puelles et al., 2000; Puelles y Rubenstein., 2003) El estriado, originado a partir de la
eminencia ganglionica lateral, se caracteriza por mostrar una intensa expresion de los
genes de la familia Wnt, habiendo sido descrita ademds la presencia de una elevada
poblacion de células Pax6 positivas migradas desde el palio que se disponen de forma
especialmente abundante en las regiones estriatales adyacentes al limite palio/subpalio.
Este compartimento incluye al estriado medial y lateral (clasicamente definidos en aves
como lobulo paraolfatorio y paleostriatum augmentatum), asi como al nucleo
accumbens y a la region sublenticular que constituye la recientemente descrita area
amigdalina subpalial en el telencéfalo de aves (Medina y Reiner., 1995; Puelles et al.,
1999, 2000; Garda et al., 2002; Reiner et al., 2004; Sun et al., 2005; Yamamoto et al.,
2005) El palido por su parte, originado a partir de la eminencia ganglidnica medial,
muestra un fuerte marcaje para el factor de transcripcion Nkx2.1, y se halla constituido
por el globo palido (denominado clasicamente paleostriatum primitivum en aves) y por
el tubérculo olfatorio posterior, asi como por el complejo del bed nucleus de la stria
terminalis (Puelles et al., 1999, 2000; Puelles y Rubenstein., 2003).

Los diferentes dominios telencefalicos, tanto paliales y subpaliales, se continuan
a través del tallo de la vesicula telencefalica con las estructuras no evaginadas del

prosencéfalo rostral. La eminentia thalami, de fuerte expresion Thrl y Paxo6, constituye
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una continuacion caudal del palio medial, habiéndose postulado como la region de

origen del nucleo intersticial de la stria medullaris de mamiferos y aves, asi como de al

menos una parte del nucleo taeniae de la amigdala (Puelles et al., 2000). El complejo

del bed nucleus de la stria terminalis, de naturaleza eminentemente palidal, posee por

su parte una continuacion extratelencefalica hacia la region del area entopeduncular/area

predptica, mostrando al igual que estas regiones una fuerte sefial para el factor de

transcripcion Shh y una total ausencia de marcaje para Nkx2./ (Shimamura et al., 1997,
Marin y Rubenstein, 2002; Puelles y Rubenstein, 2003).

Tbr

DIx

Limite Palio/Subpalio

PD

Amigdala
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Esquema 1. Representacion esquematica de los diferentes compartimentos
telencefalicos que integran al palio y al subpalio en base a la expresiéon de
genes reguladores del desarrollo. Redibujado de Puelles y colaboradores
(1999,2000).
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3.- Organizacion Funcional de la Amigdala

El sistema limbico se halla constituido en mamiferos por una serie de estructuras
complejas que se disponen a modo de arco en torno a la region talamica, entre las que se
incluyen la amigdala, el bulbo olfatorio, el hipocampo, el hipotalamo y el septum. En su
conjunto, estas regiones se hallan interconectadas entre si, jugando un papel esencial en
el control del comportamiento emocional, sexual y social, en la regulacion autonoma y
en el establecimiento de ciertos tipos de memoria (LeDoux, 1992, 2000; Aggleton,
2000; Swanson, 2000; Dolan, 2002; Morgane et al., 2005). EI sistema limbico no ha
sido definido con precision en el prosencéfalo de aves, pero en base a criterios
topologicos y hodologicos se ha propuesto que debe incluir a la formacion hipocampal
(hipocampo y darea parahipocampal), al area cortical dorsolateral, al complejo
amigdalino (nucleo taeniae de la amigdala, nacleo posterior de la amigdala palial y area
subpalial amigdalina), al bed nucleus de la stria terminalis y la region del septum (Zeier
y Karten, 1971; Casini et al., 1986; Veenman et al., 1995; Durstewitz et al., 1999; Atoji
y Wild, 2004; Atoji y Wild, 2005; Yamamoto y Reiner, 2005). Las funciones para el
sistema limbico de aves se consideran muy similares a las propuestas en el caso de
mamiferos, constituyendo la amigdala en ambos casos el principal centro de recepcion e
integracion de informacion la sensorial y de la regulacion de sus respuestas (Bingman et
al., 1984; Thompson et al., 1998, Cheng et al., 1999; Absil et al., 2002).

El complejo amigdalino de mamiferos ha sido dividido en cuatro regiones
funcionalmente diferentes en base fundamentalmente a sus caracteristicas de
conectividad y distribuciéon de neurotransmisores (Esquema 2). De esta forma, los
componentes paliales de la amigdala, tales como son el complejo basolateral y las areas
corticales amigdalinas forman parte de los sistemas cortical frontotemporal (o
asociativo) y del sistema olfatorio principal. Estas estructuras reciben aferencias
sensoriales talamicas (informacion visual y auditiva) y del bulbo olfatorio principal
(informacién olfativa), proyectan hacia los componentes subpaliales de la amigdala y
hacia el hipotalamo, mostrando ademdas importantes conexiones reciprocas con
diferentes areas de la corteza cerebral y con el hipocampo (Ono et al., 1985; McDonald
y Culberson, 1986; Petrovich et al., 1996; Swanson y Petrovich, 1998; Martinez-Garcia
et al., 2002). Se ha postulado que estos componentes amigdalinos se hallen involucrados
en el reconocimiento consciente de la emocion y en la toma de decisiones en base al
contexto, la experiencia previa y la memoria, asi como en el aprendizaje asociativo ante
determinados estimulos, tales como el miedo condicionado (Swanson y Petrovich.,
1998; Swanson, 2000; Stefanacci y Amaral, 2002; DeGelder, 2005). Por otra parte, el
componente subpalial de la amigdala incluye a los complejos central y medial



Introduccién

amigdalinos, relacionados respectivamente con el sistema autondmico y el sistema
olfatorio accesorio (o vomeronasal) (Swanson y Petrovich., 1998; Puelles et al., 2000).
Estos sistemas se hallan involucrados en las respuestas reflejas relacionadas con los
sistemas neuroendocrino y autdnomo, esenciales en los comportamientos relacionados
con la defensa, la reproduccion y la ingestion (Swanson y Petrovich, 1998; Swanson,
2000; DeGelder, 2005).

Amigdala Central
BSTLJ Extendida

Amigdala Medial
Extendida

Areas Corticales
Amigdalinas Amigdala

Complejo Palial

Basolateral

Esquema 2. Representacion esquematica de la distribucién anatdmica de los principales complejos
nucleares que integran la amigdala palial y subpalial-extendida de mamiferos. Las areas corticales
amigdalinas han sido rotadas y recolocadas para mostrar al conjunto en un solo plano. Redibujado de
Alheid y colaboradores (1995).Abr: AA: Area amigdalina anterior; AcbSh: Shell del nicleo accumbens;
ACo: Nucleo cortical anterior; AHI: Area amigdalohipocampal; AOT: Nucleo del tracto olfatorio lateral;
APir: Area de transicion amigdalopiriforme; BLA: Nucleo basolateral anterior; BLP: Nucleo basolateral
posterior; BLV: Nucleo basolateral ventral; BM: Nucleo basomedial; BSTIA: BST intraamigdalino; BSTL:
BST lateral; BSTLJ: BSTL juxtacapsular; BSTMA: BST anteromedial; CeA: Nucleo central; DP-VP:
Palido dorsal-Palido ventral; IPAC: Nucleo intersticial del primordio posterior de la comisura anterior; La:
Nucleo lateral; LOT: Nucleo del tracto olfatorio lateral; MeA: Nucleo medial; PLCo: Nucleo cortical
posterolateral; PMCo: Nucleo cortical posteromedial; SLEAc: Amigdala extendida sublenticular central;
SLEAm: Amigdala extendida sublenticular medial.
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4.- La Amigdala Subpalial-Amigdala Extendida

Los estudios clésicos realizados por Johnston (1923) en base al desarrollo y la
neuroanatomia comparada de la amigdala pusieron de manifiesto la estrecha relacion
existente entre el niicleo accumbens, el complejo del bed nucleus de la stria terminalis y
los nucleos centrales y mediales de la amigdala. Estudios posteriores basados en
técnicas de tipo Golgi, marcadores neuroquimicos y trazado de conexiones han
corroborado la existencia de una continuidad anatomica entre los componentes
subpaliales de la amigdala (complejo centromedial), el bed nucleus de la stria
terminalis y las columnas de células que interconectan estas estructuras, dando lugar a
una macroestructura funcionalmente relacionada definida por Alheid, DeOlmos y
Heimer como amigdala extendida. Estos autores han propuesto ademds que este
complejo se halla subdividido en dos regiones anatomica y funcionalmente bien
diferenciadas, que asocian por una parte al nucleo central de la amigdala y a la division
lateral del BST y por otra al nicleo medial de la amigdala y a la division medial del
BST respectivamente (Alheid y Heimer, 1988, 1995; Swanson y Petrovich, 1998; De
Olmos y Heimer, 1999; Swanson, 2000; McDonald, 1983, 2003).

La Amigdala Extendida Medial constituye en mamiferos un continuo
anatomico entre el complejo medial, las porciones ventromediales de la substantia
innominata y las divisiones mediales del bed nucleus de la stria terminalis. El nucleo
medial de la amigdala, asi como parte de la division medial del BST forman parte del
sistema olfatorio accesorio, recibiendo importantes aferencias procedentes del bulbo
olfatorio accesorio (4rea cortical sensorial primaria que transmite la informacion
feromonal), y en menor medida, del bulbo olfatorio principal. Ademas, esta region
mantiene conexiones reciprocas con la corteza prefrontal medial y la corteza insular
agranular (implicadas en el procesamiento de informacién visceral y gustativa), con el
subiculum ventral del hipocampo (relacionado con el establecimiento de la memoria), y
con el hipotalamo medial (involucrado en comportamientos defensivos, ingestivos y
reproductores), proyectando al mismo tiempo hacia regiones estriatales (ntcleo
accumbens y amigdala central) y hacia la parte medial del ntcleo talimico mediodorsal,
el cual contacta a su vez con la corteza prefrontal medial y a la corteza insular agranular
regulando el sistema (Ottersen, 1982, Hurley et al., 1991; McDonald et al., 1996;
McDonald, 1998, 2003; Alheid et al., 1995; Grove, 1998; DeOlmos y Heimer, 1999;
Swanson, 2000).
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Se ha propuesto que en aves la amigdala extendida medial se halla constituida
por el nucleo taeniae de la amigdala, considerado homoélogo al nucleo medial de
mamiferos, y por la division medial del bed nucleus de la stria terminalis (Esquema 3)
(Reiner et al., 2004; Martinez-Garcia et al., 2006). La ausencia de bulbo olfatorio
accesorio en aves, representante de las principales aferencias del sistema olfatorio
accesorio de mamiferos, implica una profunda reorganizacion de la amigdala medial
extendida en aves, de tal forma que la regulacién de los comportamientos reproductivos
y defensivos, altamente dependientes de sefiales olfatorias en mamiferos (Wood, 1997;
Wood y Coolen, 1997, Coolen y Wood, 1999; Wood y Swann, 2000), dependeran en
mayor medida de las respuestas ante estimulos visuales y auditivos (Balthazart y Ball,
1998; Absil et al., 2002). La homologia entre el ntcleo taeniae de la amigdala de aves y
el nucleo medial de mamiferos constituye sin embargo un topico actualmente aceptado,
en base fundamentalmente a las alteraciones conductales derivadas de las lesiones
realizadas en estas estructuras (modificacion de los patrones defensivos, afectivos,
reproductivos y de aprendizaje) (Phillips, 1964; Cohen, 1971; Harris y Sachs, 1975;
Dafters, 1976; Masco y Carrer, 1980; Phillips y Youngren, 1986; Kondo, 1992;
Rajendren y Moss, 1993; Lowndes y Davies, 1994; Kondo y Arai, 1995; Kondo y
Yamanouchi, 1995; Thompson et al., 1998; Absil et al., 2002), a la distribucién
caracteristica de receptores de androgenos, receptores de estrogenos (alpha y beta) y de
aromatasa presentes en el conjunto de la amigdala extendida medial (Watson y Adkins-
Regan, 1989; Balthazart et al., 1989, 1992, 1998; Gahr et al., 1993, 1997; Ball et al.,
1999; Bernald et al., 1999; Foidart et al., 1999; Absil et al., 2001) y a las similitudes
holologicas mostradas por ambas regiones. En este contexto, el nlicleo taeniae de la
amigdala constituye una de las principales dianas para las proyecciones del bulbo
olfatorio (Reiner y Karten, 1985), proyecta hacia el territorio estriatal que comprende al
nucleo accumbens y al area amigdalina subpalial (Cheng et al., 1999; Martinez-Garcia
et al., 2006), proyecta hacia la region preodptica medial y los nucleos lateral y medial del
hipotalamo posterior (Zeier y Karten, 1971; Cheng et al., 1999) y contacta con el
sistema septo-hipocampal a través de proyecciones hacia el septum ventrolateral y por
medio de conexiones reciprocas con el area parahipocampoal (Canteras et al., 1995;
Cheng et al., 1999).

La Amigdala Extendida Central constituye en mamiferos un continuo
anatomico entre el complejo central, las porciones dorsolaterales de la substantia
innominata, la parte medial del nucleo intersticial del primordio posterior de la
comisura anterior y las divisiones laterales del bed nucleus de la stria terminalis. Estas
estructuras forman parte del sistema autondémico, recibiendo aferencias desde los

sistemas olfatorios accesorio y principal, asi como de las regiones amigdalinas
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implicadas con estos sistemas (Krettek et al., 1978; Ottersen, 1982; Canteras et al.,
1992, 1995; Petrovich et al., 1996; Pitkédnen et al., 1997), desde la corteza prefrontal
medial, insular agranular y subicular ventral del hipocampo (Ottersen, 1982; Hurley et
al., 1991; Canteras et al., 1992; McDonald et al., 1996), desde el nucleo del tracto
solitario y nucleo parabraquial (involucrados en la transmision de informacion
gustativa, visceroceptiva y nociceptiva) (Ricardo et al., 1978; Bernard et al., 1993),
desde el nucleo talamico paraventricular (Moga et al., 1995) y del sistema amigdalino
frontotemporal asociativo principalmente a través del nucleo lateral amigdalino,
participando de esta forma en la regulacion del sistema y la modulacion de la respuesta
en funcion del contexto (como por ejemplo el miedo condicionado) (Krettek et al.,
1978; Pitkénen et al., 1997). Por otra parte, el nucleo central de la amigdala proyecta a
centros del tronco encefalico de control del sistema nervioso auténomo, entre los que se
incluyen el nicleo motor dorsal del nervio vago, el nucleo del tracto solitario y el
nucleo parabraquial (Hopkins et al., 1978), al area hipotalamica lateral y sustancia gris
periacueductal, reguladoras de las respuestas autonomas (Hopkins et al., 1978; Bandler
et al., 1994) y a parte del nucleo reticular pontino, implicado probablemente en la
modulacion de la alerta acustica y otros reflejos (Rosen et al., 1991; Swanson y
Petrovich., 1998; Swanson, 2000).

Se ha propuesto que en aves la amigdala extendida central se halla integrada por
el area subpalial amigdalina, cuya topologia, conectividad y expresion neuroquimica es
muy similar a la porcion sublenticular de la amigdala extendida central de mamiferos; y
por la division lateral del bed nucleus de la stria terminalis (Esquema 3) (Reiner et al.,
2004; Sun et al., 2005; Yamamoto et al., 2005; Martinez-Garcia et al., 2006). Asi, estas
regiones reciben aferencias desde el nidopalio caudolateral, el arcopalio dorsal y parte
del arcopalio ventral, consideradas por algunos autores como estructuras homoélogas a la
amigdala basolateral de mamiferos (Veenman et al., 1997; Kroner y Gunturkun, 1999),
junto con proyecciones desde el tdlamo, incluyendo a la region periovoidal (Durand et
al., 1992) y al tdlamo posterior intralaminar (Wild, 1987). Ademas, las relaciones de
conectividad establecidas entre el conjunto BSTL/ASp y las regiones del hipotalamo
lateral, sustancia negra, region parabraquial, complejo vago dorsal y nucleo del tracto
solitario son muy similares a las descritas en la amigdala central extendida de
mamiferos (Berk, 1985, 1987; Wild et al., 1990).

Por otra parte, los datos neuroquimicos también apoyan la propuesta de
homologia entre el BSTL/ASp de aves y la amigdala extendida central de mamiferos,
ambas ricas en neuronas ‘“‘corticotropin realeasing factor” (Richard et al., 2004) y
neurotensina positivas (Atoji et al., 1996; Reiner et al., 2004), asi como una densa

inervacion de fibras marcadas para CGRP (Lanuza et al., 2000)
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Esquema 3. Representacion esquematica de telencéfalos de mamifero y aves seccionados a nivel de las
estructuras amigdalinas paliales, estriatales y palidales. Las lineas punteadas azul, roja y naranja delimitan las
bandas histogenéticas formadas por el palio, estriado y palido respectivamente. Redibujado de Puelles y
colaboradores (1999, 2000). Abreviaturas de mamifero: BL: Nucleo basolateral; BM: Nucleo basomedial; CLdI:
Claustro dorsolateral; CLvm: Claustro ventromedial; La: Nucleo lateral; Me: Nucleo Medial.

5.-Tipos neuronales en la amigdala

La funcionalidad del complejo amigdalino requiere una actividad coordinada por
parte de las neuronas de proyeccién excitadoras que utilizan el glutamato como
neurotransmisor (Smith y Paré, 1994; McDonald, 1996; Swanson y Petrovich, 1998) e
interneuronas inhibidoras de caracter GABAérgico (McDonald, 1982, 1985; Carlsen,
1988; Millhouse y DeOlmos, 1983). La participacion conjunta de ambos tipos
neuronales es fundamental para la integracion de los diferentes estimulos sensoriales y
motores, constituyendo el nimero y diversidad de las interneuronas GABA¢érgicas un
factor decisivo para la integracion de la informacion y la elaboracion de respuestas. Asi,
las interneuronas GABA¢érgicas constituyen una poblacion heterogénea de células
implicadas en la modulacion, mediante sinapsis del tipo inhibitorio, de las neuronas
glutamatérgicas de proyeccion, regulando de esta forma la actividad de los circuitos
intrinsecos de la amigdala (Guirado y Davila, 1999; Freund, 2003; Hestrin y Galaterra,

-12 -



Introduccién

2005). Las diferentes subpoblaciones GABAérgicas presentes en el telencéfalo de
vertebrados expresan de forma diferencial diversos tipos de marcadores neuroquimicos,
entre los que se encuentran las proteinas ligadoras de calcio calbindina, calretinina y
parvalbumina; la sintasa del 6xido nitrico (o con actividad NADPH-diaforasa) y
diversos neuropéptidos (Gulyas et al., 1991; Davila et al., 1991, 1993, 1995, 1997,
Martinez-Guijarro y Freund, 1992; Valtschanoff et al., 1993; Gabbott y Bacon, 1995;
Freund y Buzsaki, 1996; Yan et al., 1996; Kemppainen y Pitkanen, 2000; Guirado et al.,
2003). La elevada solubilidad de estas moléculas les permite estar presentes en todo el
citosol, aun en las dendritas distales y axones, permitiendo de esta forma el estudio de la
morfologia celular y de la integracion sindptica. Ademads, la expresion caracteristica
restringida a determinadas poblaciones celulares constituye una poderosa herramienta
para el establecimiento de limites precisos entre las diferentes regiones nucleares, asi
como para la definicion de subdivisiones morfologicas y funcionales (Braun, 1990;
Celio, 1990; Baimbridge et al., 1992; Vincent y Kimura, 1992; Briining, 1993;
Veenman y Reiner, 1994; Cozzi et al., 1997; Davila et al., 2005; Legaz et al., 2005).

El GABA (4cido gamma-aminobutirico) constituye un derivado del &cido
glutdmico, obtenido a partir de su descarboxilacion por la glutamato-descarboxilasa.
Este neurotransmisor juega un papel clave durante el desarrollo, participando en la
diferenciacion y la sinaptogénesis de las neuronas de proyeccion, participando ademas
en la modulacion de la actividad de multitud de circuitos neurales. El défifit en esta
molécula ha sido asociado con alteraciones en el aprendizaje y la memoria (Cremer et
al., 1994; Bukalo et al., 2004), incremento de la ansiedad, agresividad e hiperactividad
(Stork et al., 1999, 2000), y estados patoldgicos propios de la esquizofrenia (Williams et
al., 2003; Yang et al., 2003; Corfas et al., 2004; Corvin et al., 2004), el Parkinson y la
corea de Hungtinton (Galvan y Wichmann., 2007).

Las proteinas ligadoras de calcio juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de las concentraciones optimas de calcio intracelular, esencial en la
regulacion de numerosos procesos celulares, incluyendo la regulacion de canales
i6nicos y la liberacion de neurotransmisores. La presencia de estas proteinas durante el
desarrollo temprano ha sido asociada con procesos de migracion celular y el
crecimiento de las prolongaciones sinapticas (Enderlin et al., 1987; Hendrickson et al.,
1991; Andressen et al., 1993; Komuro y Ralic, 1996), mientras que las alteraciones en
los niveles de estas proteinas conducen a disfunciones y muerte celular (Schanne et al.,
1979; Farber, 1981; Jancso et al., 1984; Siesjo, 1986; Deshpande et al., 1987; Choi,
1988). Diversos estudios inmunohistoquimicos han demostrado la participacion de estas

proteinas en neuropatologias tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
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(Guentchev et al., 1997), la esquizofrenia (Beasley y Reynolds, 1997), la epilepsia
(DeFelipe, 1999), la encefalitis por SIDA (Masliah et al.,, 1995) y el Alzheimer
(Heizmann y Braun, 1992; Leuba et al., 1998).

El 6xido nitrico es un neurotransmisor gaseoso esencial en el establecimiento de
determinados tipos de sinapsis quimicas y en eventos de plasticidad neuronal. Su
sintesis, a partir de L-arginina, es catalizada por la sintasa del 6xido nitrico en presencia
de calcio/calmodulina. La distribucion de esta sintasa del 6xido nitrico es caracteristica
de diferentes regiones cerebrales, hallandose generalmente asociada a interneuronas de
caracter GABAérgico (Valtschanoff et al., 1993; Gabbott y Bacon, 1995; Yan et al.,
1995, 1997). Esta molécula ha sido asociada a diversas enfermedades
neurodegenerativas, como el Alzheimer, la enfermedad de Huntington o el Parkinson
(Norris et al., 1996; Moreno-Lopez y Gonzélez-Forero, 2006).

6.- Nomenclatura

A lo largo de la presente tesis doctoral se ha empleado la nomenclatura
actualizada y revisada por el grupo de expertos que integran el Foro para la
Nomenclatura de Aves (Reiner et al., 2004). La definicion de las nuevas subdivisiones y
complejos nucleares derivadas del estudio aqui realizado han sido rotuladas de forma
coherente con las pautas propuestas por el foro, reflejando en la medida de lo posible la
localizacion (Vg. divisiones periféricas del BSTL), estructura (Vg. corredor nNOS) y

posible homologia (Vg. amigdala hipocampal) de cada region.
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Planteamiento y Objetivos

Los recientes estudios en base a la expresion de genes implicados en el
desarrollo, distribucion de marcadores neuroquimicos, conectividad de las diferentes
regiones cerebrales y lesiones de areas localizadas han supuesto un importante avance
acerca en la comprension del complejo de la amigdala subpalial-amigdala extendida en
el telencéfalo de aves, habiendo sido propuestos como integrantes de esta
macroestructura al nicleo taeniae de la amigdala, al 4rea amigdalina subpalial y al bed
nucleus de la stria terminalis en su conjunto. Sin embargo, la organizacion funcional de
estas estructuras, los limites y subdivisiones presentes en las mismas y las posibles
homologias con relacion a otros grupos de vertebrados contintian aun hoy siendo
motivo de una fuerte controversia. En este sentido, el presente trabajo pretende avanzar
en la resolucion de los topicos anteriormente propuestos mediante la realizacion de un
analisis detallado de los diferentes compartimentos histogenéticos integrados en el
complejo amigdalino de aves, asi como de la distribucion de los distintos tipos celulares
implicados en la formacion de sus circuitos neuronales en funcién de la presencia de
marcadores tales como el GABA, las proteinas ligadoras de calcio o la enzima de

sintesis del 6xido nitrico.
Objetivos

1.- Analisis del origen histogenético de los distintos componentes de la

amigdala subpalial-amigdala extendida de aves mediante el empleo de genes implicados
en el desarrollo, como son el 7br1, DIx5, Pax6, Nkx2.1y Shh.

2.- Caracterizacion, en base a los patrones de expresion diferenciales de GABA,
calbindina, calretinina, parvalbumina y sintasa del oxido nitrico, de las distintas
poblaciones neuronales presentes en el complejo amigdalino subpalial-extendido de

aves.

3.- Profundizacién en la formacion y desarrollo a lo largo de los estadios
embrionarios e individuo adulto de los diferentes nucleos que integran la amigdala
subpalial-amigdala extendida de aves en funcién de los cambios de distribucion

mostrados por los marcadores neuroquimicos propios de las subpoblaciones
GABAérgicas.
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Material y Métodos

1.- Obtencion y Procesamiento del Material Histolégico

Durante la realizacion de la presente tesis doctoral se han utilizado ejemplares de
la especie Gallus gallus domesticus en distintas fases del desarrollo (comprendidas
entre E8 y la eclosion del huevo) asi como individuos postnatales y adultos. Los huevos
recién fecundados fueron obtenidos a partir de fuentes comerciales e incubados en el
laboratorio bajo unas condiciones controladas y constantes de temperatura (37°C),
humedad relativa (60%) y volteo automatico con ciclos de una hora. El mantenimiento
y manipulacion de todos los animales se realizé de acuerdo a las leyes de la Union
Europea (86/609/EEC) y del Gobierno Espafiol (Real decreto 223/1998 y mas
recientemente Real Decreto 1021/2005).

Los embriones fueron extraidos del huevo mediante la practica de un orificio de
aproximadamente 1 cm de diametro en la parte superior de la cascara. El estadio de
gestacion exacto de los embriones extraidos fue corroborado mediante la observacion
directa de una serie de caracteristicas anatdmicas referenciales propuestas por
Hamburger y Hamilton (Hamburger and Hamilton., 1951). Con anterioridad a cualquier
tipo de manipulacion se llevd a cabo el anestesiado de los animales, mediante la
aplicacion de bajas temperaturas en embriones tempranos (E8-E12) y eter dietilico en
los estadios intermedios y avanzados del desarrollo (E14 y posteriores), y en individuos
postnatales y adultos. Los tejidos de los animales pertenecientes a estadios superiores a
10 dias de gestacion fueron fijados mediante perfusion vascular. Las soluciones
fijadoras utilizadas fueron el paraformaldehido al 4% y el glutaraldehido al 2.5% (esta
ultima empleada tan solo en material destinado a inmunocitoquimica para la deteccion
del GABA), diluidas ambas en tampon fosfato salino (PBS).

Tras la fijacion los cerebros fueron quirtrgicamente extraidos del animal,
aislados de los tejidos y membranas adyacentes y sometidos a un proceso de
postfijaciéon mediante inmersion en la misma solucion fijadora usada durante la
perfusion. La duracion de este proceso oscildé entre 12 y 72 horas, dependiendo del
tamaio del cerebro, y se realiz6 en continuo movimiento a una temperatura de 4°C. Para
su conservacion durante largos periodos de tiempo los cerebros fueron lavados en PBS
y posteriormente deshidratados mediante incubaciones sucesivas en etanol de gradacion
creciente, siendo finalmente almacenados en una solucion de etanol 70° a -20°C.
Posteriormente, llegado el momento de su uso, los cerebros fueron rehidratados, lavados

en PBS, encastrados en agarosa (Sigma) al 4% y cortados mediante un vibratomo
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(Leika Mod VT1000M). El grosor escogido fue de 70 um para aquellas secciones
utilizadas en técnicas inmunocitoquimicas y de 120 pm para las usadas en hibridacién
“in situ”.

Todos los instrumentos (material de diseccion y de vidrio, canulas, pipetas,
cuchichas, etc), tampones y reactivos utilizados en el procesamiento del material
histologico destinado a hibridacion “in situ” fueron previamente esterilizados mediante
autoclave (30 minutos, 121°C), filtrados (diametro de poro de 0,2 um) o tratados con
RnasaZap (Roche), con objeto de evitar la presencia de RNasas capaces de degradar las

ribosondas empleadas en la técnica.

2.- Manipulacién de Plasmidos y Sintesis de
Sondas para Hibridacion In Situ

Las técnicas de hibridacion in situ utilizadas en esta tesis permitieron detectar la
expresion de ARNm en células y tejidos telencefalicos mediante el empleo de
ribosondas complementarias marcadas con digoxigenina.

Dichas sondas fueron sintetizadas en el laboratorio mediante transcripcion in
vitro a partir de secuencias de ADNc correspondientes a fragmentos de los genes de
interés clonados en un vector plasmidico.

Los plasmidos utilizados constituyen moléculas de ADN de doble cadena
capaces de replicarse de forma independiente en el interior de una célula bacteriana y
que han sido disefiados con una serie de caracteristicas Utiles para su seleccion. Asi, la
incorporacion del gen de resistencia a Ampicilina permite seleccionar aquellas bacterias
portadoras del plasmido en un medio enriquecido con dicho antibidtico, mientras que la
presencia del gen LacZ, cuyo marco abierto de lectura es interrumpido por el fragmento
de la secuencia del gen clonado, permite discriminar entre aquellas bacterias que
incorporaron plasmidos con y sin inserto genético en medios sélidos suplementados con
IPTG y X-Gal. Ademas, estos plasmidos poseen sitios de multiclonage (Multiple
Cloning Site Region -MCS- o polylinker) con numerosas secuencias de reconocimiento
para enzimas de restriccion, asi como lugares de unién especificos para ARN
polimerasas, lo que posibilita la linealizacion del plasmido y posterior sintesis de la

ribosonda (Esquema 4).
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El procesamiento de cada uno de los plasmidos desde el momento de su cesion hasta

la obtencion de sondas antisentido utiles en el proceso de hibridacion engloba una serie

de pasos que son resumidos a continuacion:

Amplificacion Plasmidica: Los plasmidos fueron amplificados mediante su
incorporaciébn en bacterias Escherichia coli cepa DHS5a en estado de
competencia (Library Efficiency DH5alpha Competent cells; Invitrogen; Cat n°
18263-012). Este procedimiento recibe el nombre de Transformacion, y fue
llevado a cabo mediante choque térmico de las células bacterianas a 42°C
durante 50 segundos. Posteriormente estas células fueron cultivadas en medio
rico Agar Luria-Bertani (LB) a 37°C y agitacion horizontal de 250 rpm durante 2
horas. Una vez obtenida una masa critica celular se procedio a la seleccion de las
bacterias portadoras de plasmido mediante siembra en placas de LB
suplementadas con ampicilina (100 mg/ml; Sigma; Cat n®: A-9518), IPTG (100
mg/ml; Quantum Biotechnologies; Cat n°: IPTG02) y X-Gal (50 mg/ml;
Promega; Cat n° V3941), que fueron incubadas 12-13 horas a 37°C. La
totalidad de las colonias crecidas en la placa proceden de bacterias que
incorporaron el plasmido, ya que no fueron afectadas por la ampicilina. Sin
embargo, no todos los plasmidos incorporados por las bacterias poseen el inserto
genético. Asi, en presencia del inductor IPTG el gen LacZ se expresa originando
la enzima beta galactosidasa, la cual actta sobre el X-Gal (analogo estructural de
la Lactosa) degraddndolo y generando de esta forma un precipitado insoluble
que dota de color azul a las colonias. Estas colonias seran pues descartadas en
favor de las de color blanco, las cuales proceden de bacterias que incorporaron
plasmido circular con inserto, el cual como se comentd con anterioridad se
ubica interrumpiendo el marco abierto de lectura del gen LacZ e imposibilitando
de esta forma la expresion de la beta galactosidasa. De esta forma se
seleccionaron colonias de color blanco, homogéneas y preferiblemente aisladas
para evitar el efecto satélite (crecimiento de bacterias no resistentes a el
antibiotico dentro del halo de inhibicidon generado por las bacterias resistentes) y
se cultivaron en 50 ml de medio LB suplementado con ampicilina (100png/ml)

durante 12-13 horas a 37°C y agitacion horizontal de 250 rpm.
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Resistencia
a Ampicilina

f1 (-) ori l
\

pBluescript SK-

Promotor T7

Esquema 4. Esquema del plasmido
pBluescript I SK(-). Los fragmentos de
ADNCc son clonados en el interior del
MCS (Multiple Cloning Site Region),
interrumpiendo asi el marco abierto de
lectura de LacZ. En el esquema se
muestra una relacion de los lugares de
reconocimiento para enzimas de
restriccion presentes en el MCS, asi
como la localizacion de los promotores
para las ARN Polimerasas T3 y T7,

3.0kb

resistencia a la ampicilina.

Promotor T3

Extraccion de los Plasmidos Circulares (MIDIPREP): Una vez que los
cultivos en fase exponencial alcanzaron una concentracion aproximada de 3-4 x
10° cells/ml se procedié a su centrifugacion a 6000g durante 15 minutos, con
objeto de obtener pellets bacterianos concentrados (peso seco en torno a 150
mg). Estos pellets fueron tratados con kits comerciales (QIAfilter Plasmid Midi
Kit. Quiagen. Cat n® 12243) que permitieron mediante procesos de lisis alcalina
y resinas de intercambio anionico el el aislamiento del ADN plasmidico y la
eliminacion de ADN genomico, ARN, proteinas, lipidos y moleculas de bajo
peso molecular. Las concentraciones de plasmidos circulares obtenidas (0,5-2
pug/ul) fueron cuantificadas mediante el uso de un espectrofotometro y la
aplicacion directa de la ley de Lambert-Beer ( Cgmi = A2so X &, siendo el valor
de k para ADN de doble cadena 50). Para determinar la calidad de los plasmidos
(descartar posibles contaminaciones con ADN cromosémico, degradacion
parcial del plasmido, etc) se realizaron ademas andlisis electroforéticos en geles
de Agarosa al 1% (Voltage 100V; Intensidad 86mA) (Esquema 5).

Digestion Enzimatica de los Plasmidos Circulares: Las ARN polimerasas
utilizadas durante la sintesis de las ribosondas requieren que las hebras de ADN
molde sean lineales, por los que los plasmidos circulares fueron tratados con
enzimas de restriccion. Estas enzimas fueron escogidas en funcion de la

posicion del inserto genético dentro del polilinker y de la polimerasa a utilizar
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durante el proceso de sintesis de la sonda (Tabla 1). Los plasmidos fueron
linealizados a partir de mezclas de reaccion constituidas por un volumen
variable de plasmido circular (que contenga 10 pg), 2 pl de enzima de
restriccion comercial, 5 pl de tampon 10X especifico para cada enzima y H,O
libre de RNasas y Dnasas (Sigma. Cat n°:W4502) hasta alcanzar un volumen
final de 50 pl. Tras 2 horas de incubacion a 37°C los plasmidos lineales
obtenidos fueron purificados mediante extraccion con fenol/cloroformo y
precipitados con un 10% de acetato sodico 5.2M y un 10% de isopropanol. La
concentracion plasmidica fue cuantificada de la misma forma que en el apartado
anterior (0,3-1 pg/ul) y la calidad de los plasmidos (digestiones parciales,
presencia de plasmido circular, fragmentos degradados etc) fue determinada

mediante andlisis en gel de agarosa al 1% (Esquema 5).

Sintesis de Ribosondas: Las sondas de ARN fueron sintetizadas mediante
transcripcion in vitro, utilizando los pldsmidos linealizados previamente como
moldes de ADN. La presencia de promotores para distintas polimerasas
localizados a ambos lados del polilinker (Esquema 4) posibilitdé que la
transcripcion del inserto genético fuera realizada en ambos sentidos,

obteniendose asi dos tipos de sondas:

o Sondas Antisentido: Poseen una secuencia complementaria a los
ARNmMm a detectar mediante las técnicas de hibridacion in situ, por lo que
son utilizados como marcadores.

o Sondas Sentido: Su secuencia carece de complementariedad con los
mensajeros diana, por lo fueron usadas en los controles negativos de la

técnica para asegurar la ausencia de uniones inespecificas.

Para la obtencion de cada una de las sondas se prepard una mezcla de
reaccion consistente en un volumen de plasmido lineal variable (concentracion
final en torno a 5 pg), 2 ul de una mezcla de ribonucleotidos trifosfato (10mM
de ATP, CTP y GTP; 6.5mM de UTP y 3.5mM de digoxigenina-UTP diluidos
en 0.1M de Tris-HCI pH 7.5), 1 ul de inhibidor de RNasas (Roche; Cat
n°:700025), 2 pl de tampoén de transcripcion (Roche; suministrado junto a las
polimerasas), 2 ul de ARN Polimerasas (Tabla 1) y un volumen variable de
H,O libre de RNasas hasta alcanzar los 20 pl finales. La mezcla de reaccion se
incubo durante 3 horas a 37°C, afladiendo 20 minutos antes de la finalizacion de
este periodo 2 pl de la enzima Dnasa I (Roche, Cat.No.776785) para eliminar el

plasmido lineal de ADN. Tras comprobar la sintesis en gel de agarosa al 1,5% se
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procedid a su purificacion mediante un kit comercial (Quick Spin Columns;
Roche; Cat n®:1274015). La concentracién de sonda obtenida (0,05-0,5 pg/ul)
fue determinada mediante el empleo de un espectrofotometro (Cpgmi = Az X &,
siendo el valor de k para ARN de cadena sencilla 40) y su calidad determinada

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (Esquema 5).

Gen Thrl Shh  Nkx2.1 DIx5 Pax6
Laboratorio de Procedencia J. Rubenstein P. Gruss K. Yasuda
Vector pBluescript SK - pSP73
Tamapio del Inserto (Kb) 3 1,6 1,5 1,45 1,3
Enzima Restriccion Sentido  Xhol = EcoRI Xhol Xhol BamHI
Enzima Restriccion Antisent BamHI HindIIl BamHI BamHI EcoRV
ARN Polimerasa Sentido T3 T7 T3 T3 SP6
ARN Polimerasa Antisent T7 T3 T7 T7 T7

Tabla 1. Relacion de genes estudiados, tamaiio de los insertos de ADNc y vectores plasmidicos en los que fueron
clonados, enzimas de restriccion utilizadas en la linealizacion de los plasmidos y polimerasas adecuadas para la sintesis
de las sondas sentido y antisentido. Los plasmidos fueron cedidos de forma desinteresada por los investigadores
responsables de los laboratorios de procedencia gracias a la mediacion del Dr. Luis Puelles y de la Dra Loreta Medina.
Xhol (Roche, Cat n°:10703770001); BamHI (Roche, Cat n°:10567604001); EcoRI (Roche, Cat n°:10703737001); EcoRV
(Roche, Cat n°:10667145001; Hindlll (Roche, Cat n°: 10656313001); T3 (Roche, Cat n°: 11031163001); T7 (Roche, Cat
n®:10881767001); SP6 (Roche, Cat n°:110810274001).

Esquema 5. Fotografia de un gel de agarosa
transiluminado con radiacion ultravioleta en la
que se muestran a modo de ejemplo
representativo las bandas electroforéticas
correspondientes al plasmido circular, plasmido
lineal y ribosonda antisentido del gen Nkx2.1. El
patrén de pesos moleculares utilizado durante
todo el proceso fue el Lambda DNA
EcoRI+Hindlll (Fermentans; cat. n°:#SM0191).
Es frecuente encontrar dos bandas de diferente
intensidad y localizaciéon al migrar un plasmido
circular procedente de una MIDIPREP. Asi, la
banda mas intensa  (posicion inferior)
corresponde al plasmido circular en su forma
superenrollada, mientras que la banda de menor
intensidad (posicion superior) indica la presencia
de plasmido linealizado de forma accidental.
Nétese pues la coincidencia entre esta banda y
la situada en la calle adyacente, la cual muestra
un plasmido linealizado mediante digestion
enzimatica.
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3.- Técnicas de Hibridacion In Situ

Las técnicas de hibridacion in sifu permiten realizar un andlisis espacio-temporal
de la expresion genética durante el desarrollo en base a la deteccion de ARN mensajeros
mediante el uso de sondas antisentido marcadas. En el presente estudio se han empleado
sondas no radioactivas marcadas con digoxigenina, molécula acoplada a parte de los
UTP utilizados durante la sintesis de la ribosonda (ver apartado anterior) y que puede
ser detectada mediante la adicion de anticuerpos especificos conjugados con fosfatasa
alcalina. A continuacion realizaremos una descripcion del protocolo utilizado, basado
en el original de Shimamura (Shimamura et al., 1994) y  modificado con
recomendaciones del Nonradioactive In situ Hybridization Application Manual (Roche;
Segunda edicion de 1996).

La experimentacion se realiz6 mediante incubacion de las secciones de tejido en
flotacion (free-flooting), utilizando instrumental, tampones y reactivos libres de RNasas
en todos los pasos previos a la adicion de las sondas. Las etapas del proceso fueron las

siguientes:

® Tratamiento con Proteinasa K: Con el objetivo de permeabilizar las
membranas celulares los cortes fueron tratados con una solucién de Proteinasa K
(Roche, Cat.No. 745723) 10 pg/ml diluida en PBT (PBS pH 7.4 0,IM
suplementado con un 0,1% de Tween20). Tras 3 minutos de incubacion sin
agitacion se realizaron 2 lavados répidos de 5 minutos con PBT, en agitacion

suave y temperatura ambiente.

® Postfijacion: Durante el proceso de hibridacion y en las etapas posteriores el
tejido es sometido a temperaturas elevadas y tratamientos continuados con
detergentes. Por este motivo, con el objetivo de mantener la integridad de las
secciones, se realizd una postfijacion en paraformaldehido al 4% -
glutaraldehido 0,25% durante 20 minutos a temperatura ambiente y agitacion

suave.

® Prehibridacion: Tras realizar 3 lavados abundantes en PBT de 10 minutos cada
uno, a temperatura ambiente y agitacion suave, los cortes fueron preincubados
en una solucion 1:1 de PBT: Tampon de Hibridacion (50% Formamida
(Ambion; cat n°:9342), 0,75M NaCl, 1X PE (10X: 100mM PIPES pH 6,8 y
ImM EDTA), 100pug/ml tRNA (Sigma; cat n°:R-5636), 0,5mg/ml Heparina
(Sigma; cat n>:H-3393), 0,5% CHAPS (Sigma; cat n®:C-3023) y 0,1% Tween 20
(Sigma; cat n°:P-7949)). Posteriormente se llevo a cabo la prehibridacion del

tejido con tampon de hibridacion durante 1 hora a 58°C.
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® Hibridacion: Las secciones fueron incubadas a 58°C durante toda la noche en
tampon de hibridacion suplementado con 1 pg/ml de ribosonda antisentido, de
secuencia complementaria al ARNm a detectar y marcada con digoxigenina (ver

apartado Sintesis de Ribosondas).

® Eliminacion de Uniones Inespecificas y Sonda no Hibridada: Si bien la
elevada temperatura a la que se realiza la hibridacion dificulta las uniones
inespecificas de la sonda y otros fragmentos de ARN, estos pueden tener lugar
en baja proporcion. Para eliminar tanto estas uniones inespecificas como los
restos de sonda no hibridada presentes en el tejido los cortes fueron lavados con

una serie de tampones que describimos a continuacion:

® Tampo6n 1 (300mM NacCl, 1XPE y 0,1% Tween20): 2 lavados de 30
minutos a 58°C.

® Tampoén 1,5 (50mM NaCl, 1XPE y 0,1%Tween20): 2 lavados de 30
minutos a 50°C.

® Tampon Rnasa (10mM PIPES pH7,2; 500mM NaCl y 0,1% Tween
20): Lavado rapido de 5 minutos a 37°C.

® Tratamiento con Rnasa A 100ugr/ml (Roche; cat. n°:109142) en
tampon de Rnasa: Lavado de 1 hora a 37°C.

® Tampon Rnasa: Lavado rapido de 5 minutos a 37°C.

® Tampoén 2 (50% Formamida, 300mM NaCl, 1X PE y 0,1% Tween
20): 2 lavados de 30 minutos a 50°C.

® Tampon 3 (50% Formamida, 150mM NaCl, 1X PE y 0,1%
Tween20). Lavado de 30 minutos a 50°C.

® Tampoén 4 ( 500mM NaCl, 1X PE y 0,1% Tween20): 2 lavados de
20 minutos a 65°C.

® MABT 1X (MAB 1X suplementado con 0,1% de Tween20 (MAB
5X: 0,4M é&cido maleico y 0,75 m NaCl, pH7.5)): 2 Lavados de 10
minutos a temperatura ambiente y agitacion suave.

® Solucion Bloqueante: Previa adicion del anticuerpo los cortes son incubados en
una solucion de MABT suplementada con un 10% Suero de oveja inactivado
(sheep serum, Sigma; cat. n>:S-2263) y con un 2% del agente bloqueante de
Boehringer (BBR, Roche; cat. n°:1096176), durante 1 hora a temperatura
ambiente. Este paso evita las posibles uniones inespecificas del anticuerpo con

proteinas propias del tejido.
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® Incubacion en Anticuerpo Anti-Digoxigenina: Los hibridos Ribosonda-

ARNm son detectados mediante la adicion de un anticuerpo anti-digoxigenina
(Roche; cat. n®:109327) conjugado con la enzima fosfatasa alcalina. Las

secciones fueron incubadas en una dilucion 1:3500 durante toda la noche a 4°C.

Eliminacion de Uniones Inespecificas y Exceso de Anticuerpo: Las bajas
temperaturas a las que tiene lugar la adicion del anticuerpo y el uso de agentes
bloqueantes dificulta la formacién de uniones inespecificas entre la
inmunoglobulina y proteinas presentes en el tejido, aunque estas pueden tener
lugar en proporciones bajas. Para eliminar estas uniones inespecificas, asi como
el excedente de anticuerpo no ligado, se realizaron un minimo de 8 lavados en

MABT 1X, de 30 minutos cada uno y en agitacion suave.

Revelado de la Hibridacion: Las secciones fueron incubadas en tampon NTMT
(100mM Tris pH9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCI2 y 0,1% Tween20)
suplementado con los sustratos de la fosfatasa alcalina, 75mg/ml NBT (Nitro
Blue Tetrazolium, Roche; cat. n®:1585029) y 50 mg/ml BCIP (5-Bromo-5-
Chloro-3-Indolylphosphate, p-toluidine SALT, Roche; cat. n°:1585002). Los
tiempos de incubacion fueron variables segun el experimento, dependiendo de la
calidad de la sonda utilizada y de la abundancia de mensajero presente en el
tejido, oscilando asi de 12 horas a 4 dias. El revelado tuvo lugar a 4°C y en

oscuridad, siendo la solucion sustrato sustituida un minimo de 2 veces al dia.

Una vez concluido el revelado la reaccion fue interrumpida mediante lavados en

PBT-EDTA (ImM), tras lo cual los cortes fueron postfijados en paraformaldehido al

4% durante 30 minutos y montados utilizando el medio acuoso glicerol gelatin (Sigma;
cat. n°:094k6012).

Con el objetivo de garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos mediante las

técnicas de hibridacion in situ se realizaron de forma paralela los siguientes controles:

Controles Positivos: Todas las sondas utilizadas fueron probadas en secciones
de tejido con patrones de expresion genético conocido, previamente descrito en
las publicaciones de los autores que cedieron desinteresadamente los plasmidos.
La concentracion y calidad de la sonda, asi como los reactivos y protocolos

empleados fueron los mismos que para la experimentacion rutinaria.
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e Controles Negativos:

o Utilizacién durante la fase de hibridacion de sondas sentido de secuencia
idéntica, y por tanto no complementaria, a la de los ARNm a detectar. La
sintesis de estas sondas se realizd segun los procedimientos descritos en
el apartado 2. La ausencia de marca obtenida permite descartar uniones
inespecificas de los fragmentos de ARN marcados.

o Empleo durante la fase de hibridacion de tampdn carente de sondas,
tanto sentido como antisentido. Este control indica que no existen

uniones inespecificas del anticuerpo anti-digoxigenina.

Esquema 6. Esquema
general en el que se
representan el conjunto de
procedimientos moleculares

pBluescriptsk- W5 Fi v - =N Overnight 37°C |mp||c§dos en la s’lnte5|s de
3.0k I 2h,37°C, 250rpm : una ribosonda, asi como su
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4.- Técnicas Inmunohistoquimicas

Las técnicas inmunohistoquimicas permiten la deteccion de diversos constituyentes
celulares tales como proteinas, glucoproteinas, glucolipidos o incluso aminoacidos
(acomplejados estos ultimos con moléculas portadoras) en base a la alta especificidad
existente entre los anticuerpos y las moléculas inmunogénicas contra las cuales han sido
desarrollados (antigenos). Mediante este tipo de metodologia es posible caracterizar
quimicamente las células presentes en un tejido en funcion de la expresion especifica de
uno o varios marcadores, constituyendo pues una herramienta Util en la identificacion
de estructuras nucleares, subpoblaciones celulares y tipos neuronales presentes en el
telencéfalo.

La experimentacion se realizd mediante incubacion de los cortes en flotacion (free-
flooting) y agitacion suave, siguiendo los pasos que de forma general exponemos a

continuacion:

e Inactivacion de la Peroxidasa Endégena: Con objeto de evitar falsos positivos
inducidos por la presencia en el tejido de peroxidasa endogena se procedid a su
inactivacion mediante la incubacion de los cortes en una solucion de peréxido de
hidrégeno al 3% y metanol al 10% en PBS pH 7.4 0.1M durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Tras esta incubacion se realizaron 3 lavados de PBS de

10 minutos cada uno.

e Suero de Preincubacion: Para evitar las uniones que podrian establecerse de
forma inespecifica entre las proteinas propias del tejido y el anticuerpo
secundario se realizd una incubacion en suero de la especie donadora de este
segundo anticuerpo, diluido con un 0,3% de Triton X-100 para permeabilizar las
membranas y un 0,1% de azida sdédica como conservante. El tiempo de

incubacion fue de 1 hora a temperatura ambiente.

e Incubacion en Anticuerpo Primario: El anticuerpo primario es el responsable
del reconocimiento especifico de la molécula que se pretende detectar. La
concentracion Optima de cada uno de los anticuerpos primarios utilizados fue
determinada mediante diluciones seriadas, siendo seleccionada la maxima
dilucion en la que el marcaje mantuvo intacta su intensidad. El diluyente de la
solucion estuvo constituido por PBS pH 7.4 0.1M suplementado con un 5% de
suero normal de la especie donadora del anticuerpo secundario, un 0,3% de
Triton X-100 y un 0,1% de azida sddica. El tiempo de incubacion oscil6 de 12 a

16 horas (overnight) a temperatura ambiente, transcurrido el cual se procedio al
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lavado de los cortes con PBS realizando 3 cambios de 10 minutos cada uno a

temperatura ambiente.

A continuacion se muestra la relacion de anticuerpos primarios que han sido

utilizados a lo largo de este trabajo:

e Anti-GABA: Anticuerpo policlonal desarrollado en conejo mediante el
uso de GABA-BSA como agente inmundgeno. La dilucién escogida fue
1:10000 (Sigma; cat. n°: A2052).

e Anti-Sintasa del Oxido Nitrico: Anticuerpo policlonal producido en
conejo usando un péptido sintético correspondiente al fragmento C-
terminal de nNOS de cerebro de rata (aminodcidos 1409-1429 con el
extremo N-terminal unido a lisina) y conjugado a KLH como
inmunogeno. La dilucién empleada fue 1:4000 (Sigma; cat n®: N7280).

e Anti-Calbindina: Anticuerpo policlonal desarrollado en conejo contra la
calbindina D-28k recombinante de rata. La dilucion utilizada fue 1:2000
(Swant; cat n°: CB-38a).

e Anti-Calretinina: Anticuerpo policlonal producido en conejo mediante
inmunizaciéon con calretinina recombinante humana. La dilucién
empleada fue 1:2000 (Swant; cat n°: 7699/4).

e Anti-Parvalbimina: Anticuerpo policlonal desarrollado en conejo
contra parvalbimina muscular de rata. La dilucion utilizada fue 1:2000
(Swant; cat n°: PV-28).

Incubacién en Anticuerpo Secundario Biotinilado: Este paso tiene como
objetivo producir un puente entre el anticuerpo primario unido especificamente
al antigeno y el complejo estreptavidina-peroxidasa de rabano. Se utilizdé un
anticuerpo biotinilado anti-IgG de conejo desarrollado en cabra (Vector Lab; cat
n°: BA-1000) diluido 1:500 en PBS pH 7.4 0.1M con un 0,3% de Triton X-100 y
un 0,1% de azida sddica. La incubacion se realizo durante 1 hora a temperatura
ambiente, tras lo cual los cortes fueron lavados en PBS durante 3 pasos de 10

minutos a temperatura ambiente.
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Incubacion en Complejo Estreptavidina-Peroxidasa de Rabano: La
peroxidasa presente en el complejo (Sigma; cat n® E-2886) posibilita la
deteccion indirecta del anticuerpo primario unido al antigeno. La dilucién
empleada fue 1:2000 en PBS pH 7.4 0,1M con 0.2% de Triton X-100, sin azida
sodica, durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este periodo se

realizaron 3 lavados en PBS de 10 minutos cada uno a temperatura ambiente.

Revelado de la Inmunocitoquimica: Los secciones de tejido fueron incubadas
en una solucion de 3,3 -diaminobenzidina tetraclorohidratada (DAB de Sigma;
cat n°:D-5637) al 0,05%, sulfato amoénico de niquel al 0,05% y perdxido de
hidrogeno al 0.1% en PBS durante un periodo variable que oscil6 en torno a los

5-20 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

Tras el revelado, los cortes fueron lavados en PBS y deshidratados mediante una serie

de alcoholes de gradacion ascendente (50° 70° 96° y 100°), tras lo cual se aclararon con

xileno y montaron utilizando DPX.

Con el objetivo de garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos mediante las

técnicas inmunohistoquimicas se realizaron una serie de controles que exponemos a

continuacion:

Controles Positivos: Cada uno de los anticuerpos utilizados fue probado sobre
aquellas regiones de tejido en las que se tenia certeza de su expresion, ya fuese
por referencias bibliograficas o comerciales, utilizando los mismos medios y

protocolos que para la experimentacion.

Controles Negativos:

o Las secciones fueron incubadas en anticuerpo primario preabsorvido con
el péptido inmunizante, adicionando 1ug de proteina recombinante por
mililitro de anticuerpo para las proteinas ligadoras de calcio y 10pug/ml
en el caso de nNOS. Este control permite descartar uniones inespecificas
del anticuerpo primario.

o Sustitucion del anticuerpo primario por una solucién no inmune tal como
el PBS. La ausencia de marcaje indica ausencia de uniones inespecificas

del segundo anticuerpo o del complejo ABC.
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e Anadlisis mediante Western blot: Los analisis mediante Western blot
demostraron que cada anticuerpo primario reconoce a una unica proteina de peso

molecular adecuado procedente de extractos de cerebro embrionario de pollo.

calretinin  calbindin  nNOS
T2KD — nNOS: 160 kDa

86 kD — Calbindina: 28 kDa
Calretinina: 29 kDa

172 KD e

62 KD
53kD =—

33 kD
31 kD

o

Nota: El analisis de la parvalbimina policlonal ha sido realizado por un grupo de

investigacion externo (Chaudhury et al., 2006 ).

b0 Complejo ABC
07343) (Avidin-Biotin Complex)
Niquel e

Anticuerpo Seoundario
Biotinilado
Esquema 7. Esquema general en

el que se muestran las principales
etapas de la técnica
inmunocitoquimica (ver detalles en
el texto). Cuadro superior derecho:
Detalle de una inmunoglobulina G.

Anticuerpo Primario

Antigeno
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5.- Tinciones Generales de tipo Nissl

Con el objetivo de posibilitar la localizacion precisa de los marcadores genéticos
e histoquimicos se realizaron tinciones con Azul de Toluidina en varias secciones
telencefalicas representativas de todos los estadios embrionarios, postnatales y adultos
estudiados. El caracter basofilo de este colorante le confiere capacidad de unién a los
ARN citoplasmaticos contenidos en los poliribosomas de las células nerviosas (granulos
de Nissl), por lo que el conjunto de somas neuronales (pero no sus prolongaciones)
adquieren una tonalidad azul intensa. Dicha tincién proporciona asi informacion sobre
la morfologia, tamafio, grado de empaquetamiento y organizacion topologica de las
células.
La técnica ha sido realizada sobre cortes seriados de 50 um de grosor montados sobre
portaobjetos polilisinados y secados a temperatura ambiente. Los pasos generales se

describen a continuacion:

e Agua destilada 1 minuto

e Azul de toluidina al 0.05% 3 minutos

e Agua destilada 1 minuto

e Etanol 70° + 4cido acético 30 segundos
e Etanol 70° 5 minutos

e Etanol 96° 10 minutos
e Etanol 100° 10 minutos
e Xileno 10 minutos

e Montaje con DPX

6.- Adquisicion y Manipulacién de Imagenes.
Elaboracién de Esquemas, Laminas y Textos

Las imagenes mostradas en la presente tesis doctoral fueron obtenidas en
formato digital mediante un microscopio Optico Nikon Eclipse E800 equipado con una
camara fotografica digital Nikon DMX1200. Los montajes obtenidos a partir de
diferentes fotografias, asi como los ajustes realizados en los niveles, brillo y contraste
de las imagenes se realizaron con el software Adobe Photoshop Elements 2.0. Los
esquemas y dibujos fueron elaborados utilizando como referencia imagenes, atlas y
modelos reales mediante el empleo de los programas 3D Studio Max R3 y Adobe
Photoshop Elements 2.0. Para la escritura y maquetacion del trabajo, asi como para el

montaje y rotulado de ldminas se utilizo la suite OpenOffice 2.0.org.
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1.- Localizacién Topografica de la
Amigdala Subpalial-Amigdala Extendida

La presente tesis doctoral tiene como objetivo el estudio de un grupo de nicleos
muy heterogéneo que forman parte en su conjunto de la amigdala subpalial-amigdala
extendida de aves. Bajo este epigrafe quedan incluidas las divisiones lateral y medial
del “bed nucleus de la stria terminalis” (BSTL y BSTM respectivamente), el area
amigdalina subpalial (ASp), la amigdala hipocampal (AHi) y el nucleo taeniae de la
amigdala (TnA). A lo largo de los siguientes capitulos realizaremos una descripcion
detallada de cada una de estas estructuras bajo aproximaciones citoarquitectonicas,
histogenéticas e inmunocitoquimicas, lo cual nos permitira definir y caracterizar de
forma precisa los limites, las subdivisiones, el origen histogenético y las poblaciones
neuronales presentes en cada una de estas regiones. La localizacion topografica de los
nucleos de la amigdala subpalial extendida, asi como parte de sus limites pueden ser
apreciados con cierta precision en los estadios finales del desarrollo y edad adulta

mediante el empleo de técnicas de tincion generales del tipo Nissl (Fig. 1).

Asi, es posible apreciar como la division lateral del “bed nucleus de la stria
terminalis” estd constituida por un compacto grupo de células adyacentes
lateroventralmente a los ventriculos laterales, contactando de forma directa con los
organos circunventriculares. La extension rostrocaudal de este nucleo a lo largo del
telencéfalo es muy amplia, siendo observable desde los niveles rostrales en los que
coexiste con el nicleo accumbens hasta los niveles caudales en los que dejan de ser
apreciables las fibras telencefalicas del tracto occipitomesencefalico (om). Lateralmente
este nucleo se mantiene a lo largo de toda su extension en contacto con estructuras de
naturaleza estriatal, tales como el estriado medial (StM) en niveles rostrales, el area
amigdalina subpalial en niveles intermedios y el estriado lateral (StL) en niveles
caudales (Fig. 1A-E).

La division medial del “bed nucleus de la stria terminalis” posee dos
subdivisiones anatdmicas bien diferenciadas. La primera de ellas, a la que
denominaremos BSTMI1, es observable a nivel de la comisura anterior, y se localiza
dorsal a este tracto de fibras, ventromedial al BSTL y ventrolateral a los nucleos
septales. E1 BSTMI1 se extiende hacia niveles mas caudales, donde coexiste con la
segunda division del nucleo, al que llamaremos BSTM2. Tomando como referencia la

relacion topografica entre ambas estructuras, el BSTM1 se localiza en posicion
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dorsolateral, mientras que el BSTM2 se ubica en posiciéon ventromedial. Ambas
estructuras se extienden hacia territorios hipotaldmicos, manteniendo en todo momento
una posicion dorsomedial al tracto occipitomesencefélico, dorsolateral a los nticleos
paraventriculares (NPV) y ventral a los ntcleos septolateral (SL) y septomedial (SM)
(Fig. 1C,D).

El 4rea amigdalina subpalial (ASp) constituye una extensa region presente en los
niveles telencefalicos intermedios comprendidos entre la comisura anterior y el tracto
occipitomesencefalico. El ASp queda enmarcado rostrocaudalmente entre ambos tractos
de fibras, y contacta con un gran nimero de estructuras de naturaleza subpalial. Asi, la
mayor parte del nucleo se sitia en posicion ventral al globo palido (GP), aunque la
region dorsolateral contacta directamente con el estriado lateral. El arcopalio medial
(AM) es lateral al ASp, mientras que la amigdala hipocampal ocupa una posicion
ventrolateral con respecto a este nucleo. Por tltimo, el area amigdalina subpalial es
medialmente contiguo a la division lateral del “bed nucleus de la stria terminalis” (Fig.
1C-E).

La amigdala hipocampal es un nuicleo de gran tamaio localizado en la porcion
basal del telencéfalo caudal. Se halla constituido por una poblacion de células
densamente empaquetadas, caracteristica que permite establecer con claridad los limites
entre esta region y las areas arcopaliales adyacentes. Se ha observado que la amigdala
hipocampal es una estructura con entidad propia, diferente al nucleo taeniae de la
amigdala, que se halla rodeada parcialmente por el arcopalio medial. Tanto la amigdala
hipocampal como el conjunto arcopalial adyacente contribuyen con sus proyecciones a

la comisura anterior y al tracto occipitomesencefalico (Fig. 1B-E).

El ntcleo taeniae de la amigdala se localiza en el polo caudal del telencéfalo, y
muestra ciertos paralelismos citoarquitectonicos con la previamente descrita amigdala
hipocampal. Asi, al igual que en el caso anterior, el nicleo taeniae presenta un aspecto
eliptico, se halla parcialmente rodeado por el arcopalio medial y su poblacion neuronal
se compone de un gran numero de células densamente empaquetadas. Es caracteristico
de este ntcleo, sin embargo, la posicion subventricular que ocupa a lo largo de toda su
extension, asi como su coexistencia, en niveles caudales, con la amigdala posterior
(PoA) (Fig. 1F).

Nota: Los términos posicionales aqui empleados (dorsal, ventral, lateral, medial, rostral y caudal) seran
usados siguiendo criterios exclusivamente topograficos. Asi mismo, las secciones telencefalicas
representadas responden a un unico plano de corte transversal, sin aplicacion de ningtn tipo de correccion

topoldgica.
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Figura 1. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo adulto tediidas mediante Azul de Toluidina en las que se
muestra parte del recorrido rostrocaudal de la amigdala subpalial-extendida. Cada imagen se acompafna de una representacion

esquematica especular. Aumentos 10x.
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Figura 1 (continuacion). Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo adulto tefiidas mediante Azul de Toluidina

en las que se muestra parte del recorrido rostrocaudal de la amigdala subpalial-extendida. Cada imagen se acompaifia de una
representacion esquematica especular. Aumentos 10x.
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Figura 1 (continuacion). Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo adulto tefiidas mediante Azul de Toluidina
en las que se muestra parte del recorrido rostrocaudal de la amigdala subpalial-extendida. Cada imagen se acompaiia de una
representacion esquematica especular. Aumentos 10x.
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2.- Descripcion Histoquimica e Inmunocitoquimica de
la Amigdala Subpalial-Amigdala Extendida

Con el objetivo de definir el origen histogenético de cada uno de los nucleos que
componen la denominada amigdala subpalial-amigdala extendida hemos realizado un
estudio de los patrones de expresion de un conjunto de genes caracteristicos de los
principales compartimentos histogenéticos presentes en el telencéfalo de los
vertebrados, como son 7hrl, Dix5, Nkx2.1 y Pax6. Asimismo, la quimioarquitectura de
cada estructura ha sido analizada en base a los patrones de distribucion del acido
gamma-aminobutirico, las sintasa del 6xido nitrico y las proteinas ligadoras de calcio
calbindina, calretinina y parvalbimina. En los siguientes apartados se realizara una
descripcion detallada de los patrones de expresion de cada uno de los marcadores

citados a lo largo del desarrollo del complejo.

2.1.- La Division Lateral del
“Bed Nucleus de la Stria Terminalis”

En E8 la expresion del factor de transcripcion DIX5 es muy intensa en la zona
subventricular de la region subpalial del telencéfalo de pollo, sin apreciarse apenas
marcaje en la zona del manto. El area prospectiva de la division lateral del “bed nucleus
de la stria terminalis” (BSTL) en los estadios iniciales del desarrollo se halla inmersa en
esta region de proliferacion activa de células subpaliales, dificultando de esta forma la
definicion precisa de sus limites (Fig. 2A). En estadios posteriores, sin embargo, es
posible apreciar un incremento paulatino de la sefial DIx5 en las zonas del manto
subpalial, de manera que en E10 el estriado, el globo pélido y parte de las regiones
hipotalamicas subcomisurales expresan de forma moderada este gen (Fig. 2C). La
intensidad de la sefial aumenta ligeramente en estas regiones en E12, pudiendo ser
observada ademds en la region medial del septum (Fig. 2D). El grado de marcaje
presente en la zona de proliferacion subventricular disminuye en la mayor parte de su
extension de forma inversamente proporcional al estado de maduracion telencefalico.
Sin embargo, la region coincidente con el area prospectiva del BSTL mantiene un
intenso marcaje en todos los estadios analizados, muy superior a la observada en las

areas adyacentes (Fig. 2C', D").

Los patrones de expresion del factor de transcripcion Tbrl son en general
complementarios a los observados en el caso de DIx5. Asi, la practica totalidad del
territorio palial, incluyendo manto y zonas subventriculares, se hallan intensamente

marcadas (Fig. 2B). El BSTL, asi como las regiones subpaliales adyacentes, no
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muestran expresion alguna para este marcador en ninguno de los estadios estudiados.

Durante el desarrollo temprano, los genes Nkx2.1, Pax6 y Shh muestran patrones
de expresion diferenciales que combinados cubren la mayor parte del territorio subpalial
DIx5 positivo. Asi, el factor de transcripcion Nkx2.1 se expresa de forma intensa en la
zona subventricular de la eminencia ganglionica medial (EGM) y en el area
entopeduncular (AEP), observandose ademdas un marcaje moderado en las dareas
palidales del subpalio (Fig. 3A). Por otra parte, una fuerte sefal para Pax6 puede ser
apreciada en el limite palio-subpalio, asi como en una parte importante del territorio
estriatal del subpalio. La region subventricular palial, aunque no la subpalial, posee en
E8 un fuerte marcaje para Pax6 que disminuye paulatinamente en estadios posteriores
(Fig. 3B). Finalmente, el marcaje para el gen Sk es muy intenso en los dominios del
AEP, contrastando con la ausencia total de expresion en las eminencias ganglidnicas
lateral y medial asi como en toda el area palial (Fig. 3C).

El é4rea prospectiva del BSTL se encuentra por lo tanto inmersa en el territorio
Nkx2.1 positivo, mostrando durante los estadios iniciales del desarrollo una ausencia
total de marcaje para Pax6 (Fig. 3A,B). Cabe destacar que si bien la mayor parte del
area prospectiva del BSTL carece de sefial para Shh, hemos observado un marcaje tenue
en la porcion mas ventral de esta region. (Fig. 3A-C). En este contexto, hemos
observado diferencias significativas en cuanto a la distribucion de los marcadores
inmunocitoquimicos utilizados en el presente estudio. De esta forma, en base a las
citadas diferencias, consideraremos a partir de este momento al BSTL como un nucleo
de tres compartimentos, a los que denominaremos BSTL magnocelular (BSTLmc),
BSTL plexiforme 1 (BSTLpl) y BSTL plexiforme 2 (BSTLp2) (Esquemas Fig. 6). La
expresion de Nkx2.1 es intensa en su conjunto en las 3 subdivisiones propuestas,
mientras que la moderada sefial Sh/ tan solo ha sido apreciada en el area prospectiva de

la porcion plexiforme 2 del nucleo.

El BSTL magnocelular ocupa una posicion central en el complejo y se halla en
contacto directo con el érgano lateroseptal (OLS) y con el o6rgano estriatopalidal (OSP),
adyacentes ambos al ventriculo lateral (VL). La densidad celular presente en esta region
es elevada, con somas de gran tamafio y un grado de empaquetamiento celular superior
al del resto del complejo (Figs. 4A, 5A). Se caracteriza por presentar una poblacion de
células GABAérgicas muy abundante (Figs. 4B, 5B, 6A), asi como un neuropilo
inmunorreactivo rico en terminales. Esta distribucion, observable a partir de los 16 dias
de incubacion, se halla también presente en el resto del BSTL, mostrando sin embargo
una concentracion menor de células positivas. El marcaje para el GABA del conjunto

del BSTL permite definir la relacion exacta que este complejo guarda con el ventriculo
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lateral, de tal forma que se halla préximo pero no en contacto con él. Ambas estructuras
quedan separadas por las delgadas capas celulares que componen los previamente
citados oOrganos subventriculares, los cuales carecen por completo de expresion
GABA¢érgica (Figs. 4B, 5B, 6A). No se ha observado inmunorreactividad para nNOS ni
para las proteinas ligadoras de calcio en la porcion magnocelular del BSTL durante el

conjunto de estadios del desarrollo e individuo adulto (Figs. 4-8).

El BSTLpl se localiza en una posicion lateral (lateroventral a niveles caudales)
con respecto al BSTL magnocelular, siendo los limites entre ambas estructuras
facilmente reconocibles mediante tincion tipo Nissl debido a su menor grado de
empaquetamiento celular (Figs. 4A, 5A). Como se describié con anterioridad, esta
region presenta una poblacion moderada de células GABAérgicas observable en este
caso a partir de E14, con un menor nimero de neuronas que la porcion magnocelular
(Figs. 4B, 5B, 6A. Comparar Fig. 5B, B"").

Se caracteriza por presentar un neuropilo nNOS positivo rico en fibras y
terminales que puede ser apreciado de forma tenue desde E12, y cuya intensidad de
marcaje se ve incrementada en los sucesivos estadios hasta alcanzar la estabilidad en
E16. Dicho neuropilo permite delimitar de forma precisa el area del BSTLp1 dentro del
complejo, ya que contrasta con la ausencia total de expresion nNOS del BSTLmc, y
como veremos mas adelante, con la mayor intensidad de marcaje para el BSTLp2. En
ningln caso se han observado células inmunorreactivas nNOS positivas en esta region
(Figs. 4C, 5C, 6B, 7D, 8C).

Los patrones de distribucion de la calretinina en el BSTLp1 son similares a los
descritos para el nNOS, mostrando un neuropilo abundante de aparicion algo mas
tardia. Asi, a partir de E14 observamos fibras y terminales positivos con una
distribucion e intensidad de sefial que permanece estable durante los siguientes estadios
del desarrollo, pudiendo apreciarse ademas con cardcter aislado alguna célula positiva
(Figs. 4D, 5D, 6D, 7A-B, 8B).

El BSTLp1 muestra una ausencia total de neuropilo calbindina en toda su
extension, pero es posible sin embargo apreciar alguna célula positiva a partir de E12.
Estas células poseen un marcaje tenue y no han de ser confundidas con la abundante
poblacion de células calbindina positiva intensamente marcadas pertenecientes a la
porcion distal del organo estriatopalidal, las cuales migran a partir de la region
ventricular del citado 6rgano ocupando una posicidon ectdpica que incluye parte de los
dominios del BSTLp1 (Figs. 4E, 5E, 6C, 7C, 8A-A").
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El BSTLp2 es ventral (ventromedial en niveles caudales ) al BSTLpl. Ambas
estructuras forman un continuo anatémico que envuelve parcialmente al BST
magnocelular, de mayor densidad celular (Figs. 4A, 5A). Al igual que el BSTLpl, el
BSTLp2 posee un nimero moderado de células GABA positivas, de similar intensidad
y distribucion, pero detectadas en este caso a partir de E12 (Figs. 4B, 5B, 6A).

Los patrones de distribucion de nNOS y calretinina, asi como su evolucion
durante el desarrollo son muy similares a los mostrados por el BSTLpl, lo cual permite
establecer los limites existentes entre el conjunto BSTLp y BSTmc, carente este ultimo
de expresion para ambos marcadores. Sin embargo, la abundancia relativa de fibras y
terminales nNOS positivas es significativamente superior en la porcion plexiforme 2 del
BSTL (Figs. 4C, 5C, 6B, 7D, 8C), habiéndose observado ademdas un mayor nimero de
células calretinina positivas y un neuropilo ligeramente mas abundante en esta region
(Figs. 4D, 5D, 6D, 7A,B, 8B).

Noétese que el estudio comparado de los marcadores GABA, nNOS y calretinina
permite establecer diferencias anatomicas entre el nicleo accumbens y el BSTL,
adyacentes ambas estructuras en niveles rostrales. Asi, la expresion de GABA muestra
un patréon complementario al observado en el BSTL, mostrando en este caso la porcion
central del nucleo una poblacion no muy abundante de células marcadas, mientras que
la parte periférica presenta un gran numero de células inmunorreactivas densamente
empaquetadas (Fig. 4B). Ademas, el marcaje nNOS vy calretinina en el nucleo
accumbens queda reducido en ambos casos a alguna célula aislada, preferentemente en
la region periférica, mostrando una carencia total del intenso neuropilo propio del BSTL
(Fig. 4C,D).

El BSTLp2 se caracteriza por mostrar una inmunorreactividad para calbindina
consistente en una poblacion de células marcadas de forma tenue que se distribuyen a lo
largo de toda su extension. Esta distribucion no es sin embargo homogénea,
observandose un mayor nimero de neuronas en las regiones caudales de la subdivision
(Figs. 5C, 6C, 7C, 8A,A"). La distribucién que este marcador presenta en el BSTLp2,
combinada con los patrones previamente descritos para la calretinina y el nNOS nos
permitieron realizar el seguimiento rostrocaudal de esta estructura, observandose a
niveles caudales una extension de la misma hacia la region de la eminentia thalami. De
esta forma, en aquellos niveles en los que ventriculo lateral ocupa una posicion de
contacto con el limite telencéfalo-diencefalo rostral, parte del BSTLp2 queda incluida

en los dominios superficiales del hipotdlamo (Fig. 7).
El BSTL muestra en su conjunto una ausencia total de expresion para la

parvalbimina durante todo el desarrollo embrionario y la etapa adulta (datos no

mostrados).
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Figura 2. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E8, E10 y E12; hibridadas para DIx5 (A,C,D) y Tbr1 (B).
Las imagenes C’y D" son detalles de las areas recuadradas en C y D respectivamente. Los asteriscos sobre el nombre de un nucleo
denotan que se trata de su area prospectiva. Se observa una intensa marca DIx5 (A,C,C'D,D’) y una carencia de sefial Tbr1 (B) en el
area prospectiva del BSTL durante el desarrollo. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A-D=20x; C’,D"=40x.
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Figura 3. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E8, hibridadas para Nkx2.1 (A), Pax6 (B) y Shh (C). Los
asteriscos sobre el nombre de un nucleo denotan que se trata de su area prospectiva. Se observa una intensa marca Nkx2.1 (A) y una
carencia de sefial Pax6 (B) y Ssh (C) en el area prospectiva del BSTL. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 20x.
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Figura 4. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en E16, tefiidas con Azul de Toluidina (A) e inmunotefiidas
para GABA (B), nNOS (C), calretinina (D) y calbindina (E). La imagen E" es un detalle del area recuadrada en E. Se muestran los
patrones de expresion diferenciales existentes entre el BSTmc, el BSTLp y estructuras adyacentes, tales como el OSP, el OLS y el Ac.
Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A-E=40x; E"=100x.
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Figura 5. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en E16, tefiidas con técnica tipo Nissl (A) e inmunotefidas
para GABA (B), nNOS (C), calretinina (D) y calbindina (E). Las imagenes B" y B"" son detalles de las areas indicadas en B. Se muestra la
compartimentalizacion del BSTL en 3 subdivisiones: BSTmc, BSTLp1 y BSTLp2 a un nivel telencefalico rostral (nivel A de la Figura1) en
base a los patrones diferenciales de expresién para los marcadores descritos. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de
abreviaturas. Aumentos: A-E=100x; B",B"'=400x.
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Figura 6. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en E16, inmunotefidas para GABA (A), nNOS (B), calbindina
(C) y calretinina (D). Se muestra la compartimentalizacién del BSTL en 3 subdivisiones: BSTmc, BSTLp1 y BSTLp2 a un nivel
telencefalico intermedio (nivel D de la Figura 1) en base a los patrones diferenciales de expresion para los marcadores descritos, asi
como una representacion esquematica del complejo. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 100x.

SPICUM

servicio de pub

ma

u



servicio de publicaciones

Y1 |sPICUM

Figura 7. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en E16, inmunotefiidas para calretinina (A,B), calbindina (C),
y nNOS (D). Se observa como el BSTLp2 se extiende hacia la regién hipotalamica en los niveles mas caudales (nivel E de la Figura 1)
en base a los patrones diferenciales de expresién para los marcadores descritos. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de

abreviaturas. Aumentos: 40x.
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Figura 8. Microfotografias de secciones sagitales del telencéfalo de pollo en E18, inmunoteiiidas para calbindina (A), calretinina (B), y
nNOS (C). La imagen A" es un detalle del area recuadrada en A. Se muestra la compartimentalizacion del BSTL en 3 subdivisiones:
BSTmc, BSTLp1 y BSTLp2 en base a los patrones diferenciales de expresion para los marcadores descritos. Para mas detalles
consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A=20x; A",B,C=40x.
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2.2.- La Division Medial del
“Bed Nucleus de la Stria Terminalis”

Durante el desarrollo temprano la relativa inmadurez estructural del telencéfalo
dificulta la definicion precisa de los limites de aquellas estructuras que, como en el caso
de la division medial del “bed nucleus de la stria terminalis”, se hallan inmersas en el
manto. A partir de E8, sin embargo, es posible definir el area prospectiva de este nicleo,
constituida por un agregado celular que se localiza en una posicion ventral a la
eminencia ganglidnica lateral, y lateral al area entopeduncular, muy proxima al area
prospectiva del BSTL. Esta region muestra una intensa expresion del factor de
transcripcion DIx5, similar a la observada en la region subventricular del subpalio y
muy superior a las de las areas adyacentes del manto, la cual permanece estable durante

los siguientes estadios del desarrollo (Fig. 9A; 10A).

Los patrones de expresion observados para el gen Thr/ son complementarios a
los previamente descritos, aprecidndose una total ausencia de marcaje tanto en el BSTM
como en las regiones subpaliales adyacentes (Fig. 9B).

El gen Nkx2.I muestra en E8 un continuo de expresion a lo largo de todo el
complejo del BST, incluyendo tanto la division lateral (descrita en el capitulo anterior)
como la medial, asi como un intenso marcaje en las regiones subcomisurales
adyacentes, en la eminencia ganglionica lateral y en el area entopeduncular (Fig. 9C).
Por otra parte, la sefial del gen Sh/ es también muy intensa en el area entopeduncular,
pero el marcaje en las areas subpaliales adyacentes queda limitado fundamentalmente a
la region del BSTM, en la que se aprecia un débil pero perceptible marcaje (Fig. 9E, F).
Si bien la intensidad de la sefial Nkx2./ se mantiene estable durante los siguientes
estadios del desarrollo (Fig. 10B), el marcaje para Shi deja de ser perceptible a partir de
E12 (datos no mostrados).

El marcaje para Pax6 queda limitado a la porcion estriatal del manto subpalial y
a la zona subventricular palial, no habiéndose observado en ningun caso sefial en la
zona del BSTM (Fig. 9D).

La distribucion de los diferentes marcadores inmunocitoquimicos estudiados es
homogénea para cada una de las divisiones que componen el BSTM, dorsolateral (1) y
ventromedial (2), existiendo sin embargo ligeras diferencias entre ambas estructuras.
Asi, a partir de EI2 y durante todo el desarrollo se observa una fuerte
inmunorreactividad para el GABA en ambas divisiones, caracterizada por un neuropilo
de intensidad moderada y una poblacion de células positivas que poseen sin embargo

una mayor abundancia en la porcion dorsolateral del nucleo (Figs. 10C; 12A). Se ha
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observado que en los niveles caudales ambas divisiones forman un continuo anatémico
conectado por medio de una delgada banda celular de similares caracteristicas a las del
resto del complejo. La menor inmunorreactividad para GABA presente en las regiones

adyacentes permiten establecer de forma precisa los limite del conjunto (Fig. 12A).

Los patrones de distribuciéon de nNOS son similares a los descritos previamente
para el GABA. De esta forma, el BSTM muestra algunas células aisladas nNOS
positivas con un débil marcaje somatico a partir de E12 (Fig. 10D). La densidad celular
de esta poblacion aumenta a lo largo del desarrollo, siendo al igual que en el caso
anterior mas abundante en la porcion dorsolateral, y alcanzando un niimero de neuronas
moderado y estable a partir de E14 (Fig. 11A, A", A™").

Es interesante resaltar el contraste de expresion existente entre el BSTM y la
region subyacente, muy pobre en inmunorreactividad para GABA (Fig. 12A) pero con
una gran cantidad de células nNOS marcadas intensamente en somas y prolongaciones
(Fig. 11A, A", A”"). Esta region, a la que denominaremos a partir de ahora Corredor
NOS, sera descrita con detalle en el siguiente capitulo; sin embargo, dada la proximidad
y similitud anatémica que este corredor presenta con el BSTM se hace necesaria su

mencion con objeto de evitar posibles confusiones conceptuales.

El BSTM se caracteriza por mostrar una intensa inmunorreactividad para
calbindina. Este marcaje fue detectado por primera vez en embriones de 10 dias,
observandose algunas células aisladas en la region del BSTM1 (datos no mostrados). A
partir de E12 la expresion de esta proteina ligadora de calcio es muy intensa en todo el
BSTM, incrementandose el numero de neuronas marcadas y apareciendo al mismo
tiempo un neuropilo moderadamente positivo (Fig. 10E, E"). Hemos observado una
estabilizacion en los patrones de expresion para calbindina durante el desarrollo en el
rango comprendido entre E14 y PO, aprecidandose sin embargo un ligero incremento en
el nimero de neuronas en individuos postnatales (Fig. 12C, C"). Tanto el BSTM1 como
el BSTM2 muestran una distribucion homogénea de células calbindina intensamente
marcadas inmersas en un neuropilo moderado rico en terminales, sin embargo, al
contrario de lo que sucedia con la inmunorreactividad para el GABA y el nNOS, la
densidad neuronal es ligeramente superior en la porcion ventromedial (Figs. 11B; 12B,
C). La delgada banda celular que constituye el nexo de union entre las dos
subdivisiones muestra un patron de expresion diferencial a lo largo de su extension,
mostrando cada extremo una expresion similar a la porcion del BSTM con la que
contacta de forma directa (Fig. 12B, C").
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La expresion de calretinina en el complejo del BSTM es muy escasa, quedando
restringida alguna célula aislada de débil marcaje en la porcion dorsolateral. Esta sefial,
presente desde E12 (Fig. 10F) y estable durante el desarrollo a partir de E14, deja de ser
observable tras el nacimiento del embrion (datos no mostrados). En ningun caso hemos
detectado inmunorreactividad para parvalbumina en la region del BSTM (datos no
mostrados).
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Figura 9. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E8, hibridadas para DIx5 (A), Tbr1 (B), Nkx2.1 (C), Pax6
(D) y Shh (E,F). Los asteriscos sobre el nombre de un nucleo denotan que se trata de su area prospectiva. Se observa una intensa
marca DIx5 (A) y Nkx2.1 (C) en el area prospectiva del BSTM, asi como una sefial moderada Shh (E,F) en esta region. Las cabezas de
flecha sefalan el continuo de expresion Nkx2.1 entre BSTL Y BSTM. No se ha detectado marca Tbr1 (B) ni Pax6 (D) en el area
prospectiva del BSTM durante el desarrollo. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 40x.
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Figura 10. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E12, hibridadas para DIx5 (A) y Nkx2.1 (B), e
inmunotefiidas para GABA (C), nNOS (D), calbindina (E) y calretinina (F). La imagen E" es un detalle del area recuadrada en E. Las
imagenes E" y F se corresponden a secciones paralelas. Se observa una intensa sefial DIx5 (A) y Nkx2.1 (B) en el BSTM, asi como un
fuerte marcaje para GABA (C) y calbindina (E,E") en esta regiéon. El BSTM muestra algunas células de caracter tenue nNOS positivas
(D), junto con alguna célula aislada inmunoreactiva para calretinina (F). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A-E=40x; E",F=100x
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Figura 11. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E14 inmunotefiidas para nNOS (A) y calbindina (B). Las
imagenes A", A"y B",B"" son detalles de las areas recuadradas en A y B respectivamente. Las imagenes A, A"y A" muestran un débil
marcaje de las células nNOS-ir en el BSTM frente a la fuerte sefial observada en las neuronas tipo golgi del corredor nNOS. La
intensidad de marcaje y abundancia relativa de las células nNOS-ir es superior en el BSTM1, apreciandose una tendencia
complementaria para la distribucién de calbindina (B, B",B"’). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A=60x; B=40x; A",A”",B'B""=100x
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Figura 12. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E14 y P7 inmunotefiidas para GABA (A) y calbindina
(B,C). La imagen C" es un detalle del area recuadrada en C. La distribucion de células GABAérgicas es ligeramente superior en el
BSTM1 que en el BSTM2 (A), observandose en el caso de la calbindina un patron complementario (B). Es posible apreciar un
incremento en el numero de células calbindina positivas en individuos postnatales (B,C,C’). Las cabezas de flecha muestran un delgado
corredor de union entre las dos subdivisiones que componen el BSTM. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A,B,C'=100x; C=20x.




Resultados

2.3.- El Corredor nNOS

En el capitulo anterior describimos la presencia de un corredor de células
adyacente ventrolateralmente al BSTM, al que denominamos Corredor NOS,
caracterizado por mostrar una inmunorreactividad muy intensa para la sintasa del 6xido
nitrico. Desde estadios tempranos del desarrollo (E8 y E10) es posible observar algunas
células positivas en el area prospectiva de este corredor (datos no mostrados). Sin
embargo, es a partir de E12 cuando la poblaciéon neuronal nNOS que caracteriza al
corredor alcanza una cierta estabilidad en cuanto a densidad celular y patrones de
distribucion, no aprecidandose cambios significativos en el desarrollo tardio y las etapas
adultas (Figs. 13; 14).

Hemos observado que si bien la mayor parte del corredor se localiza en el
hipotadlamo la porcion mas lateral del mismo queda incluida en el territorio
telencefalico. Esta porcion telencefalica se localiza bajo el tracto occipitomesencefalico,
contactando lateralmente con el arcopalio medial y hallaindose muy proxima
dorsalmente al area subpalial amigdalina (Figs. 13A,B,C; 14A). Esta constituida por un
conjunto de neuronas multipolares fuertemente inmunorreactivas para nNOS en soma y
prolongaciones, pero con un nucleo que carece completamente de marcaje. Se ha
observado que en su conjunto las células de la porcion telencefélica se hallan inmersas
en un abundante neuropilo consistente en fibras varicosas intensamente inmunoteiidas
que discurren en su mayoria perpendiculares a la extension longitudinal del nicleo (Fig
13A7", C’; 14A7).

La porcién telencefélica del corredor se extiende hacia el hipotdlamo dando
lugar a una estructura pseudoestratificada de cuatro a seis células de espesor, de
caracteristicas idénticas a las descritas, que se distribuyen formando un arco que rodea
parcialmente al fasciculo prosencefalico lateral hasta el nivel del nucleo paraventricular
(Figs. 13A, B, C; 14C). La disposicion perpendicular de las fibras varicosas continua a
lo largo de toda la extension hipotalamica, acompafiando en todo momento el giro
trazado por el corredor (Figs. 13A’, B’, B""; 14C") Si bien existe una continuidad entre
las dos porciones que componen el corredor, hemos observado un adelgazamiento de la
estructura en la zona de transicion telencéfalo-hipotalamo, donde el grosor de la

estructura queda limitado a una o dos capas de células (Figs. 13A, A”", B, C; 14B, B").

Se ha observado que el Corredor NOS posee en su conjunto una elevada
inmunorreactividad para la calbindina, caracterizada por una poblacion abundante de
células fuertemente marcadas en nucleo y citoplasma perinuclear que se hallan inmersas

en un neuropilo de moderada intensidad (Fig. 15A). Por el contrario, la
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inmunorreactividad para calretinina se mantiene practicamente ausente en toda la
extension del corredor (Fig. 15B), mientras que es posible sin embargo apreciar alguna
célula aislada de caracter GABAérgico a lo largo de su recorrido (Fig. 15C). Cabe
destacar que los patrones de expresion descritos para el corredor coinciden de forma
generalizada con los presentes en la mayor parte de las estructuras paliales. De esta
forma el Wulst, el mesopalio, el nidopalio, el arcopalio y la adyacente amigdala
hipocampal expresan de forma generalizada calbindina (Fig. 15A"), al tiempo que
muestran una muy reducida expresion para calretinina y una abundancia relativa de
células GABA¢érgica inferior a la de las regiones subpaliales. Por su parte, la expresion
de calbindina en las grandes estructuras subpaliales, tales como el estriado, el globo
palido y el area subpalial amigdalina se reduce a unas pocas células aisladas, mientras
que la distribucion de neuronas calretinina positivas y GABAérgicas es muy abundante
en toda su extension (Fig. 15B,C). Asi, en base a los patrones de distribucion
combinados de los citados marcadores, hemos observado que en los niveles caudales el
subpalio no alcanza la superficie del telencéfalo, de tal forma que la porcion
telencefalica del Corredor NOS se localiza muy préxima al limite palio-subpalio,

quedando sin embargo enclavada en el compartimento palial (Fig. 15A°, B, C).

Hemos observado en los estadios iniciales del desarrollo que el dominio de
expresion del gen 7brl es muy extenso en los niveles caudales del prosencéfalo,
apreciandose una intensa sefial en todo el compartimento palial, la eminentia thalami y
gran parte de la regién hipotalamica que rodea al fasciculo prosencefalico lateral,
incluyendo a la region prospectiva del corredor nNOS (Fig. 16A,B). Muy proximo a
esta region existe una estrecha banda carente de sefal 7hr/, la cual muestra sin embargo
una marca intensa para el gen DIx5 (Fig. 16C). La localizacién de esta banda Dix5
positiva es adyacente, pero no coincidente, con el Corredor NOS, pudiendo ser
observado un trazado paralelo en ambas estructuras. Cabe destacar ademas que el
BSTM, descrito en el capitulo anterior como una estructura muy proxima al Corredor
nNOS, forma parte de la banda de expresion DIxS5, la cual se extiende a lo largo del
hipotdlamo hasta alcanzar niveles profundos mas alla del limite ventral alcanzado

paralelamente por el Corredor NOS (Fig. 17).
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Figura 13. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E12, E18 y Adulto inmunotefiidas para nNOS. Las
imagenes A",A”", B",.B"'y C” son detalles de las areas recuadradas en A, B y C respectivamente. Se muestran las porciones telencefalica
e hipotalamica de las que se compone el Corredor NOS (B,C). Las neuronas presentan en ambas subdivisiones un intenso marcaje en
citoplasma y prolongaciones, pero no en el nucleo. Se observa un neuropilo varicoso fuertemente inmunotefido que se dispone en su
mayoria perpendicular al eje mayor del corredor (A",A”",B",B"",C’). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A=5x; A",A"",C'=200x; B=40x;
B",B"=400x; C=10x.
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Figura 14. Microfotografias de secciones sagitales de telencéfalo de pollo en E14 inmunotefiidas para nNOS. Las imagenes A", B’y C’
son detalles de las areas recuadradas en A, B y C respectivamente. Se muestran las porciones telencefalica (A) e hipotalamica (C) de
las que se compone el Corredor NOS, asi como el punto de transicién entre ambas (B). Las neuronas presentan en ambas subdivisiones
un intenso marcaje en citoplasma y prolongaciones, pero no en el nicleo. Se observa un neuropilo varicoso fuertemente inmunotefiido
que se dispone en su mayoria perpendicular al eje mayor del corredor (A’,C"). El punto de transicién muestra un menor nimero de
pseudoestratos celulares (B”). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A,B,C=20x; A",B",C"=200x.
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Figura 15. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E16 inmunotefiidas para calbindina (A,A"), calretinina (B)
y GABA (C). La linea de puntos roja define el limite palio/subpalio. Los asteriscos indican la posicion del Corredor NOS. Se observa una
fuerte inmunoreactividad para calbindina (A), una carencia de marcaje para la calretinina (B) y algunas células GABAérgicas aisladas (C)
distribuidas a lo largo del Corredor NOS. Los patrones de distribucion del corredor para los marcadores descritos es similar a la
observada en el palio (A",B,C). Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A=40x; A’,B=20x; C=25x.
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Figura 16. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E8 y E10, hibridadas para Tbhr1 (A,B) y Dix5 (C). Los
asteriscos sobre el nombre de un nucleo denotan que se trata de su area prospectiva. Se observa una intensa marca Thr1 en el
Corredor NOS*, tanto en su porcion telencefalica como en su porcién hipotalamica (A,B), asi como una ausencia total de marcaje DIx5
en esta region. Se ha observado una intensa banda DIx5 positiva que discurre paralela a la porcién hipotalamica del Corredor NOS (C).
Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 40x.
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Figura 17. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E12 inmunoteiiidas para nNOS (A,C,E) e hibridadas para
DIx5 (B,D,F). Comparativa rostrocaudal entre el Corredor NOS y la Banda DIx5 positiva, sefialada esta ultima mediante un asterisco.
Ambas estructuras son adyacentes y muestran una disposicion paralela a nivel del hipotalamo. La banda DIx5 positiva incluye al BSTM y

se extiende hasta niveles profundos del hipotalamo. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 40x.



Resultados

2.4.- El Area Subpalial Amigdalina

El area subpalial amigdalina (ASp) es una estructura de reciente descripcion
localizada originalmente en una posicion caudal del telencéfalo, ventral al globo pélido
y muy proxima al tracto occipitomesencefdlico. La expresion del gen DIx5 es
homogénea a lo largo de toda su extension, observandose una intensidad de marcaje
ligeramente superior a la presente en las areas subpaliales adyacentes, tales como el
estriado y el globo palido, pero inferior sin embargo a la mostrada por el BSTL (Fig.
18A). La distribucion del factor de transcripcion 7hrl es complementaria a la de Dix5,
observandose una total carencia de sefial en el conjunto de areas citadas anteriormente
(Fig. 1B).

Hemos observado un continuo de expresion Pax6 en el estriado lateral y el area
subpalial amigdalina, apreciandose en ambas estructuras una sefal intensa, aunque
ligeramente inferior a la mostrada por el estriado medial. El marcaje Pax6 presente en el
tandem estriado-ASp contrasta con la ausencia total de expresion en el palio, lo cual
permite el establecimiento preciso del limite entre este compartimento y el subpalio. De
forma similar las estructuras palidales adyacentes, tales como el BSTL y el globo
palido, no muestran sefial alguna para este gen (Fig. 18C, D).

No se ha observado sefial Nkx2.1 ni Shh en los dominios del area subpalial

amigdalina en ninguno de los estadios estudiados (datos no mostrados).

El estudio detallado de las distintas poblaciones neuronales que componen el
area amigdalina subpalial nos ha llevado a considerar dos aspectos que complementan
la descripcion original del nucleo, y cuya exposicion se hace necesaria llegados a este
punto. Asi, en primer lugar, se han observado diferencias significativas en cuanto a la
distribucion de nuestros marcadores en la porcion lateral y medial del nacleo (Figs. 19-
22), por lo que a lo largo de la siguiente descripcion citaremos al ASpL (area subpalial
amigdalina lateral) y al ASpM (4rea subpalial amigdalina medial) de forma
independiente. En segundo lugar, la porcion medial del ntcleo puede ser reconocida
desde niveles telencefalicos rostrales (Fig. 19A, C), ocupando una posicion lateral al
BSTL, medial al fasciculo prosencefalico lateral y ventral al globo palido. Mas
caudalmente, a nivel de la comisura anterior (Fig. 19B, D, C), tanto la porcion lateral
como la medial son claramente reconocibles, habiéndose observado sin embargo un
aumento en la superficie de contacto entre ambas estructuras a nivel del tracto
occipitomesencefalico (Figs. 20-23), coincidiendo en este punto el area ocupada por el

nucleo en la descripcion original.
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Resultados

El ASpM muestra desde E12 una fuerte inmunorreactividad para nNOS,
consistente en una poblacion de neuronas intensamente inmunoteflidas en soma y
prolongaciones, aunque no en el nucleo, inmersas en un neuropilo rico en fibras
varicosas (Fig. 20A"). La abundancia relativa de neuronas y neuropilo aumenta
paulatinamente hasta E16, momento en el que se alcanza una distribucion que se
mantiene estable durante el resto del desarrollo. El marcaje nNOS caracteristico en el
ASpM permite establecer los limites entre esta region y el globo palido, adyacente
dorsalmente desde los niveles rostrales, el cual muestra una pobre distribucion de
neuronas inmunorreactivas. De forma similar, el neuropilo nNOS positivo presente en el
BSTLpl y BSTLp2 es mas abundante y rico en terminales que el observado en el
ASpM, por lo que ambas estructuras pueden ser claramente diferenciadas en base al
estudio de este marcador (Figs. 19A, B; 20A, B).

La distribucion de células y neuropilo inmunorreactivas presentes en la porcion
lateral del ASp es muy similar a la descrita previamente para la porcion medial a partir
de E16 (Figs. 19A, B; 20A, B), observandose sin embargo una abundancia relativa
ligeramente superior en la ASpL hasta alcanzar este estadio (datos no mostrados).

Cabe destacar ademas que el limite ventral de esta region no queda definido por
los tractos adyacentes, la comisura anterior en niveles intermedios y el tracto
occipitomesencefalico en niveles caudales. La escasa inmunorreactividad presente en
las areas arcopaliales, con una total ausencia de neuropilo tefiido y tan solo alguna
célula aislada inmunopositiva, permite establecer de forma precisa el limite de la ASpL,
que ocupa una posicion ventral a la comisura anterior (Fig. 19B) y al tracto
occipitomesencefalico rostral (Fig. 20A, A""). La elevada densidad de neuronas nNOS
positivas en la porcion telencefalica del corredor NOS, muy superior a la observada en
la ASpL, define el limite ventral de esta estructura bajo el tracto occipitomesencefalico
caudal (Fig. 20B, B").

La inmunorreactividad para calretinina es muy elevada a lo largo de toda la
extension del ASp, habiéndose observado sin embargo una mayor densidad celular en la
porcion lateral del nucleo (Figs. 19C, D; 21A, 22A). Esta diferencia de expresion es
mayor en los primeros estadios del desarrollo, de tal forma que en E12 el ASpM
muestra tan solo algunas células de caracter aislado frente a una poblacion neuronal
moderadamente abundante presente en el ASpL (datos no mostrados). En los siguientes
estadios la abundancia relativa de células positivas se ve incrementada de forma
desigual en ambas estructuras, alcanzandose una distribucion estable en E16. La
diferencia en cuanto a densidad neuronal observada entre ambas subdivisiones es sutil

pero perceptible a partir de este estadio (Fig. 21A", A™).
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Los patrones de distribucion de calretinina, al igual que los mostrados por
nNOS, permiten establecer de forma clara los limites entre el BSTL, caracterizado por
presentar un intenso neuropilo en las subdivisiones 1 y 2 del ntcleo, y el ASpM, que
muestra una abundante poblacion de células inmunotefiiddas en nucleo y citoplasma
perinuclear, con un fondo ligeramente marcado en el que no es posible apreciar de
forma clara fibras marcadas (Figs. 19C, D; 21A, 22A). Ademas, la menor abundancia
relativa de células marcadas en el estriado permite definir de forma precisa el limite
entre esta region y el ASpL subyacente, muy rico en neuronas inmunorreactivas (Figs.
19C, D; 21A, 22A).

La abundante distribucion de calretinina mostrada por el conjunto del subpalio
frente a la reducida inmunorreactividad presente en el palio permite establecer el limite
entre ambos compartimentos. Las caras lateral y ventral del ASpL se hallan en contacto
directo con este limite, el cual alcanza la superficie telencefalica en los niveles
intermedios de la comisura anterior y discurre ventral al tracto occipitomesencefélico en
niveles mas caudales, sin alcanzar en este caso la superficie del telencéfalo. Estas
observaciones complementan a las previamente descritas para nNOS, localizando a una

pequena porcion del ASpL bajo ambos tractos de fibras (Fig. 23).

Se ha observado un elevado niimero de células fuertemente inmunorreactivas
para calbindina en nucleo y citoplasma perinuclear inmersas en un moderadamente
abundante neuropilo tefiido en la porcion lateral del ASp. Esta distribucion contrasta
con la escasa densidad neuronal, consistente en algunas células positivas aisladas,
presente en la porcion medial del nucleo (Figs. 19F; 21B, B’, B”’, 22B). Este patron es
observable a partir de E14, apreciandose un ligero incremento en el nimero de neuronas
en E16. La distribucion alcanzada en este estadio permanece estable durante el resto del

desarrollo y en el individuo adulto (datos no mostrados).

Cabe destacar la diferencia de expresion existente entre esta region y el estriado
lateral, en el que tan solo se observan algunas células positivas aisladas. Este patron
diferencial permite situar el limite rostral del ASpL a nivel de la comisura anterior,
descartando la coexistencia de esta region con el ASpM en los niveles mas rostrales del
telencéfalo (Fig. 19E, F). Ademas, si bien el arcopalio medial muestra una intensa
inmunorreactividad para la calbindina, los tipos neuronales presentes en esta region
difieren de los previamente descritos para el ASpL, observandose en este caso una
poblacion de células redondeadas de pequefio tamafio, carentes de marcaje en

rrr

prolongaciones (Fig. 21B"""). Este hecho permite establecer de forma clara la diferencia
entre ambas estructuras en base a las caracteristicas quimioarquitectonicas de las

neuronas calbindina positivas.

-65 -



Resultados

La distribucion de células GABAérgicas en el area subpalial amigdalina se
muestra ligeramente diferente en las porciones medial y lateral del nucleo,
observandose una densidad neuronal algo inferior en esta Gltima division (Fig. 22C, C").
Dichos patrones de distribucion son observables desde E12, apreciandose sin embargo
un ligero incremento en el numero de células hasta E16 (datos no mostrados). La
similitud de expresion observada entre el BSTL, el globo palido y el ASpM dificultan la
definicion de los limites precisos entre estas estructuras en base a la distribucion de
células GABA¢érgicas. Sin embargo, la diferencia de inmunorreactividad entre el palio y
el subpalio permite establecer de forma precisa el limite entre el ASpL y el arcopalio

adyacente, el cual muestra una menor densidad de células marcadas (Fig. 22C).
No se ha observado inmunorreactividad para la parvalbimina en el area

amigdalina subpalial durante los estadios embrionarios estudiados ni en el individuo

adulto (datos no mostrados).
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Figura 18. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E12, hibridadas para DIx5 (A), Tbr1 (B) y Pax6 (C,D). La
linea de puntos roja define el limite palio/subpalio. Se observa una intensa marca DIx5 (A) y una carencia de sefal Tbhr1 (B) en el area
subpalial amigdalina. El gen Pax6 muestra un continuo de expresién en estriado lateral y area subpalial amigdalina, apreciandose una

intensidad de sefal algo inferior a la observada en estriado medial (C,D). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 20x.
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Figura 19. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en E18 inmunotefidas para nNOS (A,B), calretinina (C,D) y
calbindina (E,F). Se muestra la parte rostral de la porcion medial del area subpalial amigdalina, asi como las diferencias de expresion
que muestra esta region con la porcion lateral del nucleo y estructuras adyacentes, tales como el BSTL, el globo palido, el estriado y el
arcopalio. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 20x.
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Figura 20. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en E18 inmunotefiidas para nNOS. Las imagenes A’, A’y
B’ son detalles de las areas recuadradas en A, y B respectivamente. Se observa una distribucion homogénea de células intensamente
inmunotefiidas a lo largo de todo el area subpalial amigdalina (A,A",B). El limite ventral de la porcion lateral de esta region se localiza
bajo el tracto occipitomesencefalico (Fig. A”’, B’). Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A,B=20x;
A",A”",B=200x.
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Figura 21. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en PO inmunotefiidas para calretinina (A,A",A"") y calbindina
(B,B",B"",B"""). Las imagenes A", A", B',B”" y B""" son detalles de las areas recuadradas en A, y B respectivamente. El ASpL muestra
una distribucion de calretinina ligeramente inferior a la presente en el ASpM (A",A""). Se han observado algunas células aisladas
calbindina positivas en ASpM (B’). La distribuciéon calbindina en ASpL muestra por el contrario un gran numero de neuronas
inmunotefiidas en soma y prolongaciones (B'"), relativamente similar a las observadas en el arcopalio medial, pero de distintas
caracteristicas inmunocitoquimicas (B"""). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A,B=20x; A", A"",B",B"",B"""=200x.
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Figura 22. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo en Posnatales inmunotefiidas para calretinina (A),
calbindina (B) y GABA (C,C’). La imagen C’ es un detalle del area recuadrada en C. Se muestra la diferencia de expresion entre el
ASpM y ASpL para calretinina (A), calbindina (B) y GABA (C) en niveles caudales del telencéfalo. La porcion medial de la amigdala
subpalial extendida muestra un nimero de neuronas GABAérgicas ligeramente superior a la observada en la porcién lateral (C’). Ver
lista de abreviaturas. Aumentos: A,B=20x; C=40x; C"'=200x.



Figura 23. Microfotografias de secciones coronales del telencéfalo de pollo adulto inmunotefidas para calretinina. Las imagenes A" y
B’ son detalles de las areas recuadradas en A, y B respectivamente. La linea de puntos roja define el limite palio/subpalio. Parte del
ASpL se localiza bajo la comisura anterior (A,A’) y el tracto occipitomesencefalico (B,B"). Los dominios lateroventrales del ASpL
contactan parcialmente con el limite palio/subpalio. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A,B=20x; A",B’=40x.




Resultados

2.5.- La Amigdala Hipocampal

La amigdala hipocampal (AHi)es un nticleo de aspecto esferoidal localizado en
la base del telencéfalo caudal, parcialmente rodeado por el arcopalio. Es importante
sefalar antes de proceder a su caracterizacion que el territorio ocupado por esta
estructura ha sido considerado por muchos autores como una parte del nticleo taeniae de
la amigdala (consultar el apartado de discusion). Los resultados obtenidos en el presente
estudio sugieren que ambas estructuras son claramente diferentes y poseen identidad
propia, por lo que seran tratadas de forma independiente en éste y en el préximo

capitulo.

El area prospectiva de la amigdala hipocampal muestra a partir de E8 un intenso
marcaje para 7brl, presente también en las areas arcopaliales adyacentes, en el area
parahipocampal y en el hipocampo. Se ha observado ademds una delgada banda de
tejido Thrl positivo que cruza longitudinalmente la region septal, y que constituye una
conexion anatomica entre la amigdala hipocampal y el hipocampo (Fig. 24A, A"). Esta
sefal Thrl se mantiene estable a lo largo de los siguientes estadios del desarrollo,
pudiendo observase a partir de EI2 un marcaje diferencial entre la amigdala
hipocampal, fuertemente positiva, y el adyacente arcopalio medial, que muestra una

sefal algo menos intensa (Fig. 24B).

Tanto la amigdala hipocampal como el arcopalio adyacente muestran en su
conjunto una carencia total de expresion DI/x5 en todos los estadios estudiados (Fig.
24C), asi como una ausencia de marca Nkx2.1 y Shh en toda su extension (datos no
mostrados). Se ha observado un intenso marcaje Pax6 en las areas estriatales adyacentes
al limite palio/subpalio, el cual se localiza préximo, pero no en contacto, con la

amigdala hipocampal (Fig. 24D).

La amigdala hipocampal se caracteriza por mostrar una intensa
inmunorreactividad para calbindina, consistente en una poblacion de células de fuerte
inmunotincién somdtica inmersas en un neuropilo poco abundante, en el que se aprecian
algunas fibras positivas y un numero moderado de terminales sindpticos (Figs. 25A,
A7 26A, A’ 28A, A’; 29A, A’). Dicha distribucion es apreciada desde los estadios
tempranos del desarrollo, observandose un paulatino incremento en el nimero de
neuronas que componen la poblacion desde E12 hasta la eclosion del huevo (datos no

mostrados).

-73 -



Resultados

Si bien se ha observado que la expresion de calbindina es como norma general
muy abundante a lo largo de todo el palio, los patrones de distribucion diferenciales
mostrados por este marcador permiten el establecimiento de los limites precisos entre la
amigdala hipocampal y las estructuras arcopaliales adyacentes. De esta forma, el
arcopalio medial, cuyos dominios rodean parcialmente al AHi, muestra una poblacion
de células marcadas de caracteristicas y abundancia relativa similares a las descritas
previamente para la amigdala hipocampal. Sin embargo, esta region presenta un
neuropilo intensamente inmunoteiido, rico en fibras y con una mayor abundancia de
terminales, lo cual contrasta de forma evidente con el débil fondo presente en el AHi
(Figs. 25A,A""; 26A; 27 A, A’; 28 A, A""; 29A).

Hemos observado ademds que el hipocampo muestra una inmunorreactividad
para la calbindina muy similar a la descrita para la amigdala hipocampal, consistente en
una poblacion neuronal fuertemente inmunotefiida inmersa en un neuropilo rico en
terminales de caracter tenue, claramente diferenciable de la dorsalmente adyacente area
parahipocampal, que presenta un mayor numero de neuronas marcadas con un neuropilo
significativamente mas abundante (Fig. 25A, A"). La delgada banda de expresion Tbrl
(Fig. 24A") que constituye un nexo de unidon entre la amigdala hipocampal y el
hipocampo observada en estadios tempranos estd presente también en las etapas
avanzadas del desarrollo, mostrando una inmunorreactividad para la calbindina similar a
la descrita para estas dos estructuras (Fig. 25A, A”").

La inmunorreactividad para nNOS observada en la amigdala hipocampal se
caracteriza por una poblacion de células débilmente inmunotefiidas que se distribuyen
homogéneamente a lo largo del ntcleo, y que son apreciables por primera vez en E18
(Figs. 25B; 26B, B’’). Esta region se halla medialmente proxima a la porcion
telencefalica del corredor NOS, el cual muestra una poblacion de células intensamente
marcadas inmersas en un abundante neuropilo (Fig. 26B, B"). Es interesante remarcar
que ambas estructuras se hallan muy proximas entre si, aunque separadas por una
delgada banda de tejido perteneciente al arcopalio medial, el cual muestra una poblacion
de células nNOS similar a la presente en la amigdala hipocampal, aunque algo mas
abundante y de intensidad ligeramente superior (Figs. 25B, 26B’, B""). Dada la
similitud de expresion nNOS mostrada por el arcopalio medial y la amigdala
hipocampal resulta interesante realizar un estudio comparado de la region en base a la
inmunorreactividad nNOS y calbindina, permitiendo la combinacién de ambos patrones
de distribucion definir las estrechas relaciones entre las tres estructuras descritas (Fig.
26A",B’, A", B").
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La amigdala hipocampal muestra una total ausencia de expresion para
calretinina a lo largo de toda su extension, siendo observable una poblacion
moderadamente abundante de células positivas en el adyacente arcopalio medial (Figs.
25C; 27B, B’). La distribucion diferencial de calbindina, nNOS y calretinina presentes
en esta estructura permiten establecer de forma precisa sus limites, asi como la relacion
que guarda con la amigdala hipocampal. Hemos observado que el arcopalio medial no
envuelve completamente a la amigdala hipocampal, de tal forma que su porcion mas
caudomedial se localiza proxima, pero no en contacto, con la superficie telencefalica. Es
en este punto donde se establece la continuidad anatomica existente entre la amigdala

hipocampal y el hipocampo a través del septum (Fig. 25A", B, C).

Se han observado ciertas diferencias entre la porcion superficial de la amigdala
hipocampal y el resto del nucleo en los niveles mas caudales de la estructura. Asi, la
inmunorreactividad para calbindina muestra en la porcion superficial una distribucion
similar a la presente en el arcopalio medial, con mayor numero de neuronas positivas y
un neuropilo ligeramente mas abundante (Fig. 28A, A").

La distribucion de neuronas GABAérgicas en la amigdala hipocampal es similar
a la observada en el arcopalio medial, representada en ambos casos por un elevado
numero de células marcadas en soma, y un neuropilo practicamente inexistente. Este
patrén, observable desde los 12 dias de incubacion, difiere en la porcion superficial de
la amigdala hipocampal, que muestra una mayor densidad celular y un neuropilo
ligeramente inmunorreactivo (Fig. 28B, B").

Si bien se observa una total ausencia de inmunorreactividad para la
parvalbimina durante los estadios embrionarios, los individuos adultos muestran una
elevada cantidad de haces de fibras positivas que discurren a lo largo de toda la
extension de la amigdala hipocampal. Se ha observado que la densidad de estos
paquetes de fibras es superior en la porcion superficial del nucleo (Fig. 29B, B”).

Las técnicas generales de tincion tipo Nissl muestran que la amigdala
hipocampal esta constituida por un compacto grupo de células densamente
empaquetadas, claramente diferenciable del adyacente arcopalio medial, constituido por
un conjunto celular de distribucion laxa. Se ha observado que el grado de
empaquetamiento celular presente en la porcion superficial de la amigdala hipocampal

es superior al mostrado por el resto del ntcleo (Fig. 29C, C").
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Figura 24. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E8 y E12, hibridadas para Tbr1 (A,A°,B), DIx5 (C) y Pax6
(D). La imagen A’ es un detalle del area recuadrada en A. Los asteriscos sobre el nombre de un nucleo denotan que se trata de su area
prospectiva. La linea de puntos roja define el limite palio/subpalio. Se observa un intenso marcaje Tbhr1 en la regiéon de la amigdala
hipocampal, asi como en el hipocampo. Las cabezas de flecha sefialan la conexién anatémica entre ambas estructuras (A,A",B). No se
aprecia expresion DIx5 ni Pax6 en la amigdala hipocampal (C,D). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A-D=20x; A"=40x.
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Figura 25. Microfotografias de secciones sagitales de telencéfalo de pollo en E18 inmunotefidas para calbindina (A,A",A""), nNOS (B) y
calretinina (C). Las imagenes A" y A""" son detalles de las areas recuadradas en A. La amigdala hipocampal muestra un elevado nimero
de células calbindina positivas de similares caracteristicas a las observadas en el hipocampo (A,A",A”’), algunas células nNOS
débilmente inmunorreactivas (B) y una ausencia total de expresion calretinina (C). Ambas estructuras se hallan anatémicamente
conectadas a través del septum (Puntas de flecha). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A=20x; A",A"’=200x; B,C=25x.
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Figura 26. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E18 y PO inmunotefiidas para calbindina (A,A", A7), y
nNOS (B,B",B""). Las imagenes A", A", B’',B"" son detalles de las areas recuadradas en A y B respectivamente. Se observan diferencias
significativas en los patrones de expresion calbindina y nNOS presentes en la amigdala hipocampal, el arcopalio medial y la porcién
telencefalica del Corredor nNOS. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A,B=20x; A",A"",B",B"'=200x.
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Figura 27. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en PO inmunotefiidas para calbindina (A,A"), y calretinina
(B,B’). Las imagenes A’y B” son detalles de las areas recuadradas en A y B respectivamente. El arcopalio medial muestra una un gran
numero de células con inmunorreactividad para calbindina inmersas en un neuropilo rico en fibras y terminales (A,A’), asi como algunas
células marcadas para la calretinina (B,B"). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A,B=20x; A",B’=100x
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Figura 28. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en PO inmunotefiidas para calbindina (A,A’), y GABA (B,B").
Las imagenes A’y B” son detalles de las areas recuadradas en A y B respectivamente. La porcion superficial de la amigdala hipocampal
muestra una inmunorreactividad para la calbindina (A,A") y el GABA (B,B’) ligeramente superior a la presente en el resto del nucleo. El
esquema muestra la subdivision de la amigdala hipocampal y su relaciéon con las estructuras adyacentes. Ver lista de abreviaturas.

Aumentos: A,B=20x; A",B"’=100x.
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respectivamente. La distribucion para calbindina en el individuo adulto es similar a la presente durante los ultimos estadios del desarrollo

(A). La porcion superficial de la amigdala hipocampal muestra una mayor densidad de fibras parvalbumina positivas (B

parvalbumina (B,B’) y tefiidas mediante técnicas tipo Nissl (C,C’). Las imagenes B’y C" son detalles de las areas recuadradas en By C
de empaquetamiento celular (C,C"). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A-C

Figura 29. Microfotografias de secciones coronales de telenc




Resultados

2.6.- El Nucleo Taeniae de la Amigdala

El nucleo taeniae de la amigdala (TnA) es una estructura de aspecto ovalado
localizada en el polo caudal del telencéfalo. Como adelantamos en el capitulo anterior,
gran nimero de autores han considerado que la amigdala hipocampal constituye una
porcioén rostral del TnA (consultar el apartado de discusion). En base a los patrones de
distribucion mostrados por los marcadores estudiados hemos considerado que si bien
existen ciertos paralelismos quimioarquitectonicos entre ellas, ambas estructuras
poseen identidad propia y han de ser consideradas de forma independiente.

En este contexto, hemos observado que el ntcleo taeniae de la amigdala muestra
una inmunorreactividad para la calbindina caracterizada por una poblacion de células
positivas, cuya densidad neuronal aumenta de forma paulatina a lo largo del desarrollo.
De esta forma, desde E14 y durante el resto del periodo embrionario, existe una
diferencia significativa en cuanto a la distribucion de calbindina presente en la amigdala
hipocampal y el ntcleo taeniae, observandose una densidad neuronal muy inferior en
esta ultima estructura (Figs. 30A, B; 31A, A’). Si bien la coincidencia espacial de
ambas estructuras no puede ser apreciada con detalle en secciones de tipo coronal, los
planos sagitales permiten observar de forma clara la relacion anatomica existente entre
la amigdala hipocampal y el ntcleo taeniae de la amigdala. Asi, el TnA se ubica en una
posicion dorsocaudal con respecto al AHi, ocupando a diferencia de este ultimo una
posicion subventricular a lo largo de toda su extension. Se ha observado que pese a su
proximidad, estas estructuras no se hallan en contacto directo, aprecidndose entre ambas
una delgada banda de tejido perteneciente al arcopalio medial, que muestra un gran
nimero de células inmunorreactivas y un neuropilo positivo abundante (Fig. 30C, D,
D). Cabe destacar que la diferencia de inmunotincion para la calbindina existente entre
el nicleo taeniae de la amigdala y la amigdala hipocampal se minimiza tras la eclosion,

siendo esta muy sutil en el individuo adulto (Figs. 32B-D; 34B).

La inmunorreactividad para calretinina presente en el ntcleo taeniae de la
amigdala es muy reducida durante los estadios embrionarios. Sin embargo, a diferencia
de la amigdala hipocampal, esta region muestra a partir de E16 algunas células aisladas
de caracter tenue (Fig. 31B). La densidad celular de esta poblacién experimenta un
ligero aumento durante los siguientes estadios del desarrollo, teniendo lugar un
incremento cuantitativamente significativo tras la eclosion del huevo. Asi, en las etapas
adultas la poblacion de células calretinina es moderadamente abundante, y se halla

inmersa en un neuropilo débilmente marcado (Figs. 33A-C; 34C).
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Se han observado algunas células aisladas débilmente inmunotefiidas para nNOS
en la region del nucleo taeniae de la amigdala a partir de E18 (Fig. 31C), no
aprecidndose alteraciones en su distribucion tras la eclosion del huevo (datos no
mostrados).

El nucleo taeniae de la amigdala muestra una distribucion homogénea de
neuronas GABA¢érgicas de intenso marcaje somatico a partir de los E12. Esta poblacion
celular muestra una densidad ligeramente inferior a la presente en el adyacente
arcopalio medial (Fig. 31D), no observandose incrementos significativos en cuanto al

nimero neuronal a partir de E16 (datos no mostrados).

Hemos observado que el nticleo taeniae de la amigdala se halla en la region
subventricular del telencéfalo, pero separado del ventriculo lateral por una estrecha
banda de tejido. A diferencia de la interpretacion realizada en el caso de la amigdala
hipocampal, y en base a la expresion diferencial de nuestros marcadores, hemos
considerado que esta porcion superficial no forma parte del ntcleo taeniae, apreciandose
ademas significativas diferencias entre esta region y el adyacente arcopalio medial.
Consideraremos pues a esta region superficial como una estructura independiente a la
que denominaremos a partir de este momento nicleo subventricular.

El nucleo taeniae de la amigdala estd constituido por una poblacion celular
densamente empaquetada, que contrasta con el menor grado de compactacion mostrado
por el arcopalio medial adyacente (Figs. 32A; 34A). El ntcleo subventricular localizado
junto al ventriculo lateral ocupa una posicion ventral al nicleo taeniae de la amigdala y
al arcopalio medial, evitando que ambas estructuras entren en contacto directo con la
superficie ventricular durante toda su extension. El ntcleo subventricular muestra una
poblacion celular con somas de pequefio tamafio y con un grado de compactacion

superior al presente en las estructuras adyacentes (Fig. 32A").

Las caracteristicas de inmunotincion y densidad celular presente en las tres
regiones son muy similares para la inmunorreactividad calbindina, observandose sin
embargo un numero de neuronas ligeramente superior en el arcopalio medial y el nicleo
subventricular (Figs. 32A-D; 34B). La abundancia relativa de fibras y terminales
presente en el nucleo taeniae de la amigdala es sin embargo significativamente inferior a
la observada en las estructuras adyacentes (Fig. 32C, D). Cabe destacar que si bien no
se ha observado un patrén de ordenacion en la distribucion del neuropilo en el arcopalio
medial, la mayor parte de las fibras presentes en el nlcleo subventricular discurren

paralelas al ventriculo lateral (Fig. 32C, D).
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El nucleo taeniae de la amigdala posee un nimero moderado de neuronas
inmunorreactivas para la calretinina, uniformemente distribuidas, que se hallan inmersas
en un escaso neuropilo de débil marcaje (Figs. 33A, A’; 34C). La abundancia relativa de
esta poblacion celular es significativamente inferior a la observada en el arcopalio
medial, el cual muestra ademas un neuropilo intensamente marcado rico en terminales
sinapticos (Fig. 33C). Se ha observado que en este caso el nlcleo subventricular
muestra tan solo algunas células de caracter aislado a lo largo de toda su extension, asi
como un neuropilo escaso de tenue inmunotincion (Fig. 33B).

La inmunorreactividad para parvalbumina estd representada por un conjunto de
haces de fibras que discurren en torno al nucleo taeniae de la amigdala, localizados en
su mayoria en los territorios del arcopalio medial y del nucleo subventricular. Dichos
haces parecen tener su origen en el arcopalio y en el nucleo posterior de la amigdala
palial, constituyendo proyecciones que contribuyen al conjunto del tracto
occipitomesencefalico (Figs. 33D-F; 34D). Se ha observado que el grado de
compactacion de estos haces es especialmente alto en la region del nucleo
subventricular (Fig. 33E). La elevada inmunorreactividad parvalbumina presente en
estos paquetes de fibras es complementaria a la observada para la calbindina y
calretinina, aprecidndose en estos casos un conjunto de bandas totalmente
inmunonegativas que atraviesan longitudinalmente el polo caudal del telencéfalo (Figs.
32B; 33A; 34B, C).

Se ha observado un marcaje generalizado 7hrl positivo en el conjunto del
telencéfalo caudal en todos los estadios estudiados. Esta sefial es especialmente intensa
en el nucleo taeniae de la amigdala, el arcopalio intermedio y el ntcleo posterior de la
amigdala palial, aprecidndose un marcaje algo mas tenue en el arcopalio medial y el
arcopalio dorsal (Fig. 35A). Cabe destacar que este patron es parcialmente
complementario a la distribucion que estas regiones muestran para la calbindina (Fig.
35B). No se ha observado marcaje Dix5 (Fig. 35C), Pax6 (Fig. 35D), Nkx2.1 (Fig. 35E)

ni Shh (datos no mostrados) en ninguna de las estructuras anteriormente citadas.
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Figura 30. Microfotografias de secciones coronales (A,B) y sagitales (C,D,D") de telencéfalo de pollo en E16 y E18 respectivamente
inmunotefiidas para calbindina. La imagen D’ es un detalle del &rea recuadrada en D. Las cabezas de flecha indican el punto de
insercion de la taenia ventricular El nucleo taeniae de la amigdala muestra una menor inmunorreactividad para calbindina que la
amigdala hipocampal (A,B). Ambas estructuras se hallan separadas por una delgada banda de tejido perteneciente al arcopalio medial
(D,D"). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A-D=20x; D"=100x.
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Figura 31. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E18 inmunotefiidas para calbindina (A,A’), calretinina
(B), nNOS (C) y GABA (D). La imagen A" es un detalle del area recuadrada en A. El nucleo taeniae de la amigdala muestra un niumero
moderado de neuronas calbindina positivas (A,A’), algunas células aisladas con inmunorreactividad para calretinina (B), una muy débil
distribucion nNOS (C) y una abundancia de células GABAérgicas moderada (D). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A=10x; A",B-

D=100x.
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Figura 32. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en adulto tefiidas mediante Azul de Toluidina (AA") e
inmunotefiidas para calbindina (B-D, B’). Las imagenes A’y B” son detalles de las areas marcadas con un asterisco en A y B
respectivamente. Las imagenes C y D son detalles de las areas recuadradas en B’. Las cabezas de flecha indican el punto de insercién
de la taenia ventricular. Se muestran las diferencias en el grado de empaquetamiento celular (A,A") y distribucién para calbindina (B-D,
B") existentes entre el nicleo taeniae, el arcopalio medial y el nlcleo subventricular. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de
abreviaturas. Aumentos: A,B=20x; A",B"=100x; C,D=200x.




Figura 33. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en adulto inmunotefiidas para calretinina (A-C, A) y
parvalbumina (D-F, D). Las imagenes A’y D" son detalles de las areas marcadas con un asterisco en A y D respectivamente. Las
imagenes B,C y E,F son detalles de las areas recuadradas en A’y D’respectivamente. Las cabezas de flecha indican el punto de
insercion de la taenia ventricular. Se muestran las diferencias de distribucién para calretinina (A-C, A") y parvalbumina (D-F, D)
existentes entre el nicleo taeniae, el arcopalio medial y el nucleo subventricular. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de
abreviaturas. Aumentos: A,B=20x; A",B’=100x; C,D=200x.
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Figura 34. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en adulto tefiidas mediante Azul de Toluidina (A) e
inmunotefiidas para calbindina (B), calretinina (C) y parvalbumina (D). Las cabezas de flecha indican el punto de insercion de la taenia
ventricular. Comparativa del grado de empaquetamiento celular (A) y distribucién de los marcadores descritos (B-D) entre el nicleo
taeniae, la amigdala hipocampal y el nucleo subventricular. EI esquema muestra los limites que se establecen entre las citadas
estructuras. Para mas detalles consultar el texto. Ver lista de abreviaturas. Aumentos: 20x.
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Figura 35. Microfotografias de secciones coronales de telencéfalo de pollo en E12, hibridadas para Tbr1 (A), DIx5 (C), Pax6 (D), y
Nkx2.1 (E) e inmunotefiidas para calbindina (B). El ndcleo taeniae muestra una intensa sefial para Tbr1 (A), asi como una total ausencia
de expresion DIx5 (C), Pax6 (D) y Nkx2.1 (E). El marcaje Tbr1 en las estructuras del telencéfalo caudal es parcialmente complementario
al patrén de distribucion para calbindina (A,B). Ver lista de abreviaturas. Aumentos: A-B=25x; C-E=20x.
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Discusion

En la presente tesis doctoral se ha realizado un detallado estudio histogenético e
inmunocitoquimico de la amigdala subpalial-amigdala extendida en aves durante el
desarrollo, con el objetivo de avanzar en la comprension de aspectos tales como el
origen histogenético de cada uno de sus componentes, la definicion de los limites
exactos de cada estructura, la caracterizacion de las distintas subdivisiones que
componen cada uno de sus nucleos y el establecimiento de las relaciones anatomicas

existentes en el complejo.

1.- Patrones Generales de Expresion de Tbr1, DIx5, Pax6, Nkx2.1 y Shh en el
Complejo de la Amigdala Subpalial-Amigdala Extendida de Aves durante el
Desarrollo Temprano

Se han analizado los patrones de distribucion de un conjunto de genes del
desarrollo, tales como 7Thri, DIx5, Pax6, Nkx2.1y Shh, descritos en la bibliografia como
marcadores de expresion muy conservada en el cerebro de todos los vertebrados y
esenciales para el correcto desarrollo de los principales compartimentos telencefalicos
(Puelles y Rubenstein, 1993, 2003; Puelles et al., 2000; Marin y Rubenstein, 2003). De
esta forma, el dominio palial, en el que se incluyen el arcopalio, la amigdala
hipocampal, el nucleo taeniae de la amigdala y el nucleo posterior de la amigdala, se
caracteriza por expresar el factor de transcripcion 7br/ (Bulfone et al., 1995; Puelles et
al., 2000; Redies y Puelles, 2001), implicado en la diferenciacion de las neuronas
excitadoras de tipo glutamatérgico (Hevner et al., 2001), mientras que el gen DIxXS,
involucrado en la adquisicion del fenotipo neuronal GABAérgico (Marin y Rubenstein,
2001; Stiimer et al., 2002), es caracteristico de la zona proliferativa y del manto del
subpalio (Bulfone et al., 1993; Eisenstat et al., 1999; Puelles et al., 2000; Panganiban y
Rubenstein, 2002). El limite palio/supbalio puede ser trazado en base a las diferencias
de marcaje entre ambos genes, asi como en funcion de la expresion diferencial del
factor de transcripcion Pax6, caracterizado por mostrar una delgada banda intensamente
marcada localizada bajo el citado limite que se extiende radialmente hasta la superficie
telencefalica (Puelles et al., 2000; Redies y Puelles, 2001). Este gen se halla ademas
presente en la region subventricular del palio, asi como en regiones del manto estriatal
tales como el estriado, el area amigdalina subpalial y el nucleo accumbens (Smith-
Fernandez et al., 1998; Puelles et al., 2000). El gen Nkx2.1 por su parte se expresa

intensamente en la eminencia ganglionica medial, el manto palidal, el é&rea
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entopeduncular y en las regiones preopticas, mostrando por el contrario una total
carencia de sefial en el estriado, hecho que permite establecer de forma precisa el limite
estriatopalidal a lo largo de todo el dominio subpalial (Kimura et al., 1996; Pera y
Kessel, 1998; Sussel et al., 1999; Marin et al., 2000; Puelles et al., 2001; Redies y
Puelles, 2001). La distribucion diferencial de la sefial de Shh, presente en el area
entopeduncular y las regiones predpticas (Shimamura et al., 1997; Marin y Rubenstein,
2002; Puelles y Rubenstein, 2003) permiten acotar limites de estos dominios, pudiendo
ser de esta forma definido el palido en base al estudio comparado de la distribucion de
estos genes (NVkx2.1 positivo y Shh negativo). Se ha observado que el “bed nucleus de la
stria terminalis” expresa a lo largo de toda su extension el factor de transcripcion
Nkx2.1, apreciandose ademas una débil marca Shh en la porcion medial y en parte de la

porcion lateral del nticleo.

A grandes rasgos, los citados compartimentos se disponen de forma concéntrica en
la vesicula telencefalica, de manera que el palio ocupa una posicion superficial que
rodea parcialmente al subpalio y que se extiende hacia el hipotalamo rostral en los
niveles caudales del telencéfalo, (Puelles 2000; Marin y Rubenstein, 2002., Puelles y
Rubenstein, 2003) habiéndose observado que una gran parte del Corredor nNOS se
incluye en este territorio palial extendido. De forma similar, los componentes Shh
positivos del “bed nucleus de la stria terminalis” forman parte de una banda de tejido
subpalial paralela al corredor palial (Puelles et al., 2000) que se extiende medialmente

hacia la region hipotaldmica (Fig. 36).
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Figura 36. Representacion esquemética de las diferentes estructuras que componen la amigdala subpalial-
amigdala extendida de aves en niveles telencefalicos intermedios y caudales. La linea roja representa el limite
palio/subpalio. La linea naranja representa el limite estriatopalidal. La linea amarilla representa el limite de
expresion estriado/area entopeduncular.
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2.- Patrones Generales de Distribucion de GABA, Calbindina, Calretinina,
Parvalbtimina y Sintasa del Oxido Nitrico en el Complejo de la Amigdala
Subpalial-Amigdala Extendida de Aves durante el Desarrollo

Nuestros resultados indican que los marcadores GABA, calbindina, calretinina,
parvalbiimina y nNOS presentan patrones de expresion diferenciales para cada uno de
los nucleos que componen la amigdala subpalial-amigdala extendida de aves durante el
desarrollo. Como norma general, se ha observado que el GABA, el nNOS y las
proteinas ligadoras de calcio calbindina y calretinina se hallan presentes desde los
estadios iniciales o intermedios del desarrollo embrionario, mientras que la distribucion
de parvalbumina comienza a ser observable tras la eclosion del huevo. En general, los
patrones de distribucion para cada marcador, con la excepcion de la parvalbiimina, son
similares desde los estadios finales del desarrollo hasta el adulto. En este contexto se
hace necesario aclarar que si bien no se aprecian diferencias significativas en el nimero
de neuronas positivas presentes en las estructuras estudiadas en individuos adultos, el
aumento generalizado en la superficie telencefalica implica una aparente disminucion en
cuanto a la densidad celular. La presencia de GABA, calbindina, calretinina y nNOS
durante el desarrollo temprano y la aparicion postnatal de parvalbiimina ha sido descrita
previamente por un gran numero de autores (Braun, 1990; Puelles et al., 1992; Sanchez
et al., 1992; Alcantara et al., 1993, 1996; 1993; Del Rio et al., 1994; Meyer et al., 1998;
Berdel y Morys, 2000; Lopez y Gonzalez, 2002; Legaz et al., 2005; Suarez et al., 2005,
2006 ).

Se ha descrito que en los vertebrados la aparicion de neuronas de caracter
GABA¢érgico tiene lugar durante etapas muy tempranas del desarrollo embrionario
(Alcéantara y Ferrer, 1995; Berger y Alvarez, 1996; Hof et al., 1999; Yoon et al., 2000;
Suarez et al., 2006). La distribucién de estas neuronas es abundante y homogénea a
grandes rasgos en el conjunto del telencéfalo, observandose sin embargo una mayor
densidad celular en la region subpalial. La mayoria de las neuronas GABAérgicas
presentes en el palio poseen de hecho un origen subpalial, y alcanzan su posicion final
mediante procesos de migracion tangencial durante el desarrollo (Anderson et al., 1997,
2001; Pleasure et al., 2000; Cobos et al., 2001; Marin y Rubenstein, 2001; Tuorto et al.,
2003). La modulacién de los diferentes circuitos neuronales mediante interneuronas
inhibidoras es esencial para la integracion de los diferentes estimulos sensoriales y
motores, siendo el nimero y la diversidad de interneuronas que emplean el GABA
como neurotransmisor determinante para una correcta funcionalidad de las distintas
regiones cerebrales (McDonald, 1982, 1985; Millhouse y DeOlmos, 1983; Guirado y
Davila, 1999; Freund, 2003; Hestrin y Galarreta, 2005). Diversos estudios sugieren que
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las proteinas ligadoras de calcio calbindina, calretinina y parvalbimina, asi como la
sintasa del oxido nitrico, se hallan presentes en distintas subpoblaciones de
interneuronas GABAérgicas, las cuales pueden ser caracterizadas en base a la
colocalizacion de estos marcadores (Gulyas et al., 1991; Davila et al., 1991, 1993, 1995,
1997, 1999; Martinez-Guijarro y Freund, 1992; Valtschanoff et al., 1993; Gabbott y
Bacon, 1995; Freund y Buzséki, 1996; Guirado et al., 2003; Atoji y Wild, 2005).

Se ha observado que la distribucion para calbindina es especialmente abundante
en los dominios paliales del telencéfalo (Cobos et al., 2001; Tuerto et al., 2003; Sudrez
et al., 2006), incluyendo estructuras tales como el arcopalio, el nucleo posterior de la
amigdala, la amigdala hipocampal, el Corredor nNOS y el ntcleo taeniac de la
amigdala; habiéndose ademas observado una intensa inmunorreactividad en
determinadas regiones de la amigdala subpalial-amigdala extendida, como son la
porcion lateral del area amigdalina subpalial y parte del “bed nucleus de la stria
terminalis”. De la misma forma, la expresion para calretinina es predominante en las
areas subpaliales, entre las que se incluyen el estriado, el globo palido, el area
amigdalina subpalial y la porcion lateral del “bed nucleus de la stria terminalis”;
apreciandose sin embargo una pobre aunque significativa distribucion en el conjunto del
palio (Rogers, 1987; Kemppainen y Pitkdnen, 2000; Suarez et al., 2006). Se ha descrito
que la presencia de calbindina y calretinina se halla relacionada durante los estadios
iniciales del desarrollo en procesos dependientes de calcio, tales como el crecimiento de
las prolongaciones celulares, la plasticidad neuronal y los eventos de migracién durante
el desarrollo (Enderlin et al., 1987; Hendrickson et al., 1991; Andressen et al., 1993;
Komuro y Rakic, 1996). La aparicion tardia de la parvalbumina, especialmente
representada en la amigdala palial y amigdala palial extendida, ha sido relacionada por
su parte con la maduracion funcional de las neuronas y con la formacion de circuitos
inhibidores (Seo-Hiraiwa et al., 1995) y con el comienzo de la actividad neuronal
dependiente de calcio (Stichel et al., 1987; Seto-Ohshima et al., 1990; Hendrickson et
al., 1991; Solbach y Celio, 1991; Sanchez et al., 1992; Alcéantara et al., 1993; Hogan y
Berman, 1994). Los patrones de distribucion para la sintasa del oxido nitrico,
incluyendo neuronas y neuropilo, son abundantes desde los estadios iniciales del
desarrollo tanto en regiones paliales como subpaliales, habiendo sido descritos dos tipos
celulares de aspecto diferente y con distintos niveles de inmunorreactividad nNOS:
células intensamente inmunotefiidas de aspecto multipolar y neuronas débilmente
marcadas con una tincion somatica (Scordalakes et al., 2002; Olmos et al., 2005;
Moreno et al., 2005; Usunoff et al., 2006; Bombardi et al., 2006; Suarez et al., 2006).
La amigdala subpalial-amigdala extendida muestra en su conjunto una abundante

inmunorreactividad para este marcador, siendo sin embargo muy heterogéneas las
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caracteristicas de inmunotincion propias de cada nucleo. Asi, el neuropilo nNOS es
predominante en la porcién lateral del “bed nucleus de la stria terminalis”, mientras que
las células multipolares intensamente marcadas son muy abundantes en el area
amigdalina subpalial y en el Corredor nNOS. La distribucion de las células de tenue
inmunotincién somadtica es observada predominantemente en los nucleos paliales de la
amigdala, asi como en la porcion medial del “bed nucleus de la stria terminalis”. Se ha
descrito que el oxido nitrico esta implicado en los principales procesos histogenéticos
durante el desarrollo embrionario, tales como son la proliferacion, diferenciacion,
muerte celular y sinaptogénesis, asi como en el establecimiento de circuitos neuronales
(Garthwaite, 1991; Edelman y Gally, 1992; Briining, 1993; Zhang y Snyder, 1995; Yun
et al., 1996; Holscher, 1997; Rothe et al., 1998).

3.- Definicion del “Bed Nucleus de la Stria Terminalis”

El “bed nucleus de la stria terminalis” ha sido descrito en mamiferos como una
estructura de caracter limbico estructurada en dos grandes divisiones, una lateral y otra
medial (Krettek y Price, 1978; De Olmos et al., 1985), constituidas en ambos casos por
un conjunto de subnucleos bien diferenciados (Del Abril et al., 1987; Moga et al., 1989;
Hines et al., 1992). La division lateral de este complejo se caracteriza por mostrar
conexiones reciprocas con nucleos relacionados con la regulacion central autonoma
(Moga et al., 1989), mientras que la division medial participa en circuitos implicados en
comportamientos sexuales (Emery y Sachs, 1976; Valcourt y Sachs, 1979; Claro et al.,
1995; Aste et al., 1998). En aves se considera que la stria terminalis forma parte del
tracto occipitomesencefalico dorsal, habiendo sido descritas aferencias desde el
arcopalio posteromedial y el nucleo taeniae hacia una region ventral al septum lateral y
al ventriculo lateral (Zeier y Karten, 1971). Estas areas han sido consideradas por gran
cantidad de autores como homologas al “bed nucleus de la stria terminalis” de
mamiferos en base a criterios topograficos, hodolégicos e inmunohistoquimicos
(Reiner et al., 1983, 1984; Berk, 1985; Aste et al., 1998; Jurkevich et al., 1999), los
cuales seran descritos y comparados con nuestros resultados a lo largo de los siguientes

apartados.
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4.- Los Patrones de Expresion de GABA, Calbindina, Calretinina, Sintasa del
Oxido Nitrico y del Factor de Transcripcién Shh Sugieren una
Compartimentalizacién en la Division Lateral del “Bed Nucleus de la Stria
Terminalis”

El foro para la nomenclatura del cerebro de aves ha definido recientemente a la
division lateral del “bed nucleus de la stria terminalis” como un pequeiio abultamiento
localizado en la cara lateral de la porcion ventral del ventriculo lateral (Reiner et al.,
2004), caracterizado por mostrar una intensa inmunorreatividad para “corticotropin-
releasing factor” (Richard et al., 2004) y neurotensina (Reiner y Carraway, 1987; Atoji
et al., 1996), pero inmunonegativo para sustancia P (Reiner et al., 1983). Se ha
postulado que esta region se halla dividida en dos partes bien diferenciadas, una central,
caracterizada por mostrar una elevada densidad celular, y una region plexiforme, con un
menor nimero de neuronas embebidas en un abundante neuropilo (Atoji et al., 1996).
La porcion central del nucleo, denominada originalmente BST magnocelular, posee una
fuerte inmunorreactividad para la vasotocina (Jurkevich et al., 1999), asi como un
marcaje moderado para el “gastrin-releasing peptide” (Dubbeldam y Boer-Visser, 2000)
y la dopamina (Durstewitz et al., 1998; Boer-Visser y Dubbeldam, 2002). La porcion
plexiforme muestra por su parte un gran numero de fibras tiroxina hidroxilasa positivas
(Balthazart et al., 1998; Roberts et al., 2002), asi como un nimero moderado de células

inmunorreactivas para acetilcolinesterasa (Roberts et al., 2002).

En este contexto, nuestros resultados apoyan la diferenciacion entre porcion
central y plexiforme descrita en la bibliografia, pero sugieren ademas la existencia de
dos regiones bien diferenciadas en esta ultima porcion. Proponemos que la subdivision
central del nucleo, definida originalmente por Jurkevich y colaboradores (1999) como
BST magnocelular pase a denominarse BST lateral magnocelular, de tal forma que el
nombre refleje la pertenencia de la subdivision al conjunto del BSTL. Dado que las dos
porciones plexiformes modifican su posicion relativa a lo largo del eje rostrocaudal,
hemos decidido denominarlas BSTL plexiforme 1 y BSTL plexiforme 2. Asi, en los
niveles rostrales el BSTLpl ocupa una posicion lateral al BSTLmc y dorsal al BSTLp2,
observandose un giro paulatino del conjunto hacia los niveles caudales, acompafiando la
a la base del ventriculo lateral. En estos niveles caudales el BSTLmc ocupa una
posicion dorsal con respecto a la porcion plexiforme, siendo en este caso el BSTLp2
medial al BSTLpl.
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Se ha observado que los limites del BSTLmc pueden ser claramente definidos en
base a tinciones simples de tipo Nissl, observandose un conjunto de células densamente
empaquetadas que contrastan con el menor nimero de somas presente en la region
plexiforme del ntcleo. E1 BSTL muestra en su conjunto una abundante poblacion de
células GABA¢érgicas, apreciandose sin embargo a partir de E16 un mayor numero de
neuronas marcadas en la porcion magnocelular. Parece 16gico pensar que esta diferencia
de distribucion GABA¢érgica se halla directamente relacionada con la menor abundancia
relativa de células que revelan las tinciones tipo Nissls en la region plexiforme del
nucleo. Sin embargo, la distribucion diferencial de las proteinas ligadoras de calcio
sugieren la existencia de al menos 3 poblaciones diferentes de neuronas GABA en el
complejo. Numerosos autores han propuesto que la calbindina, la calretinina y la
parvalbumina se hallan asociadas principalmente a células de caracter GABAérgico, y
han sido empleadas para marcar selectivamente a diferentes poblaciones de
interneuronas GABA positivas (Baimbridge et al., 1982; Garcia Segura et al., 1984;
Braun, 1990; Celio, 1990; Rogers et al., 1990; Andressen et al., 1993). La porcion
magnocelular del BSTL, rica en neuronas GABA¢érgicas, carece por completo de
inmunorreactividad para calbindina, calretinina y parvalbimina, lo cual define a la
primera poblacion. Se ha observado que la porcion plexiforme del nucleo posee a partir
de E14 algunas células aisladas inmunopositivas para la calretinina, apreciandose una
abundancia relativa ligeramente superior en el BSTLp2. Ademas, se han observado
algunas células aisladas marcadas para calbindina en BSTLp1 a partir de E12, asi como
una gran cantidad de neuronas inmunopositivas para este marcador en el BSTLp2. De
esta forma, proponemos la existencia de una segunda poblacion inmunorreactiva para
GABA y calbindina, especialmente abundante en BSTLp2, claramente diferenciable de
una tercera poblacion inmunorreactiva para GABA vy calretinina. El grado de resolucion
de los experimentos realizados nos permite inferir la existencia de al menos estas tres
poblaciones en base a las diferencias significativas de distribucion de los marcadores
citados. Sin embargo, la ausencia de experimentos de colocalizacioén en este trabajo no
nos ha permitido establecer las abundancias relativas de cada una de estas poblaciones
en la porcion plexiforme del nucleo, descartar la existencia de alguna poblacion positiva
para proteinas ligadoras de calcio pero carente de inmunorreactividad para GABA o

establecer posibles colocalizaciones de células calbindina y calretinina positivas.

Las porciones plexiformes del BSTL se caracterizan por mostrar un neuropilo
intensamente marcado para calretinina y nNOS a lo largo de toda su extension, que
contrasta con la ausencia total de expresion presente en la porcion magnocelular del
nucleo y con el marcaje principalmente somatico que muestra el adyacente estriado

lateral y area subpalial amigdalina para ambos marcadores. Este neuropilo
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caracteristico, muy rico en terminales, define de forma precisa los limites de la porcion
plexiforme en su conjunto, habiéndose observado sin embargo ciertas diferencias en los
patrones de distribucion espaciotemporales para el conjunto de marcadores estudiados
en las dos subdivisiones que la constituyen. Asi, en primer lugar, tanto el neuropilo
marcado para calretinina, observable a partir de E14, como el positivo para nNOS,
apreciable desde E12, muestran una mayor abundancia relativa e intensidad de
inmunotincién en el BSTLp2 durante todo el desarrollo. En segundo lugar, si bien la
distribucion de células GABAérgicas es muy similar en ambas subdivisiones, la
aparicion de las primeras células inmunopositivas se observan en el BSTLp2 en
embriones de 12 dias, siendo observables algo mas tardiamente, a partir de E14, en el
BSTLpl. En tercer lugar, y aunque escasas en ambas subdivisiones, el numero de
células inmunorreactivas para la calretinina es ligeramente superior en BSTLp2. En
cuarto lugar, la poblaciéon de células calbindina positivas presente en la porcion
plexiforme del nucleo desde E12 muestra tan solo algunas células aisladas en BSTLpl,
mientras que la densidad neuronal existente en BSTLp2 es muy elevada, de tal forma
que la distribucion de este marcador, junto a la intensa inmunorreactividad para
DARPP-32 descrita en esta region (Roberts et al., 2002), constituyen caracteristicas
diferenciales para el BSTLp2. En quinto y ultimo lugar, hemos observado que si bien la
divisién lateral del “bed nucleus de la stria terminalis” muestra una intensa sefal para
DIx5 y Nkx2.1 alo largo de toda su extension, es posible apreciar una débil marca para
Shh en la porcion plexiforme 2 del nicleo (Bardet et al., 2006). Este hecho sugiere que
tanto BSTLmc como BSTLpl1 tienen un caracter eminentemente palidal, mientras que el
BSTLp2  cuenta ademas con una poblacion neuronal procedente del area

entopeduncular anterior.

Cabe destacar que si bien la aparicion de los marcadores inmunocitoquimicos
estudiados tiene lugar en diferentes estadios del desarrollo intermedio, se aprecia una
estabilizacion de los patrones de distribucion a partir de E16, no observandose
diferencias significativas durante el resto del desarrollo ni en el individuo adulto. En
ningun caso se ha observado inmunorreactividad para parvalbumina en ninguna de las
subdivisiones del BSTL.
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5.- La Division Lateral del “Bed Nucleus de la Stria Terminalis” y el Nucleo
Accumbens Muestran un Patron de Expresiéon Diferencial
para GABA, nNOS, Calretinina, Nkx2.1 y Pax6

La region mas rostral del BSTL tal y como ha sido descrito en el presente
estudio ha sido considerada por un gran nimero de autores contemporaneos como parte
del nucleo accumbens (Durstewitz et al., 1999; Foidart et al., 1999; Roberts et al.,
2002), en base a las descripciones originales propuestas por Karten y Hodos en su atlas
de cerebro de paloma (Karten y Hodos, 1967). De hecho, ambas estructuras ocupan una
posicion topografica similar en la base del ventriculo lateral, hallandose ademas
subdivididas en una porcion central y una porcion periférica (Reiner et al., 2004). Los
marcadores GABA, calretinina y nNOS muestran una distribucion caracteristica para el
nucleo accumbens y el BSTL, lo cual permite la diferenciacion y el establecimiento de
los limites precisos entre ambas estructuras. Asi, el nucleo accumbens se localiza en los
niveles mas rostrales del telencéfalo, rodeando parcialmente al polo rostral del BSTL en
los niveles de transicion entre ambas estructuras. La inmunorreactividad observada para
el GABA es complementaria en estas regiones, de tal forma que tanto la porcion
magnocelular del BSTL como la porcion periférica del nucleo accumbens muestran un
elevado nimero de neuronas GABA¢rgicas densamente agrupadas, mientras que por el
contrario la distribucion observada en la region plexiforme del BSTL y la porcion
central del nucleo accumbens muestra una densidad poblacional significativamente
inferior. Ademas, la porcion plexiforme del BSTL muestra en su conjunto una elevada
inmunorreactividad para calretinina y nNOS, caracterizada por algunas células aisladas
inmunopositivas para calretinina y un abundante neuropilo intensamente marcado y rico
en terminales para ambos marcadores. El nicleo accumbens muestra por su parte una
total ausencia de este caracteristico neuropilo calretinina o nNOS, quedando restringida
la expresion para estos marcadores a algunas células aisladas distribuidas

principalmente en la region periférica del ntcleo.

Los patrones de expresion del factor de transcripcion DIx5 denotan que tanto el
nicleo accumbens como la division lateral del “bed nucleus de la stria terminalis”
poseen un origen histogenético subpalial. Sin embargo, el intenso marcaje Pax6
presente en el nicleo accumbens denota que esta estructura posee un caracter estriatal, a
diferencia del BSTL, cuyo marcaje Nkx2.1 implica una naturaleza palidal (Puelles et al.,
2000).
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Diversos estudios neuroquimicos y hodologicos realizados en el nucleo
accumbens y el BSTL apoyan la localizacion propuesta para ambas estructuras, asi
como su homologia con los nucleos homénimos de mamiferos y reptiles (Guirado et al.,
1999; Reiner et al., 2004). De esta forma, y tomando como referencia la descripcion
realizada en este trabajo, se ha descrito que el nucleo accumbens muestra tanto en aves
como en mamiferos y reptiles una elevada inmunorreactividad para sustancia P y
dopamina, asi como una ausencia total de expresiéon para ‘“corticotropin-releasing
factor” (Reiner et al., 1984; Reiner, 1987; Anderson y Reiner, 1990; Reiner y Anderson,
1990; Durstewitz et al 1999; Guirado et al., 1999; Roberts et al., 2002; Richards et al.,
2004). Ademas, se han observado conexiones reciprocas entre este nucleo y el area
tegmental ventral, asi como diversas aferencias procedentes de areas de caracter
limbico, tales como el complejo hipocampal, la amigdala palial y el palio frontal
(Brauth et al., 1978; Hoogland y Vermeulen-VanderZee, 1989; Gonzalez et al., 1990;
Reiner et al., 1990, 2004; Pérez-Santana et al., 1997; Guirado et al., 1999; Mezey et al.,
2002). Por otra parte, las caracteristicas inmunocitoquimicas descritas en la bibliografia
para la division lateral del BST de mamiferos y de aves son muy similares,
observandose en ambos casos una pobre inervacion dopaminérgica y un marcaje
practicamente ausente para sustancia P, que contrastan con la abundante distribucion de
fibras y neuronas neurotensina positivas y la prominente poblacion de neuronas
inmunorreactivas para “corticotropin releasing-factor” presentes en esta region (Reiner
et al., 1983; Panzica et al., 1986; Reiner and Carrayay, 1987; Medina y Reiner, 1994;
Moga et al., 1989; Aste et al., 1995,1998; Richards et al., 2004). De forma similar, los
estudios de trazado revelan similitudes en las conexiones de la porcion lateral del BST
en ambos taxones, incluyendo las conexiones reciprocas entre esta estructura y el nicleo
parabraquial (Wild et al., 1990), las proyecciones hacia hipotdlamo lateral, sustancia
negra y nucleo del tracto solitario y las aferencias desde el tdlamo, incluyendo la region
periovoidal y el talamo posterior intralaminar (Wild, 1987; Moga et al., 1989; Durand et
al., 1992; Alden et al., 1994; Dong et al., 2001; Dong and Swanson, 2003; Atoji et al.,
2006).
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6.- La Division Lateral del “Bed Nucleus de la Stria Terminalis” se Halla
Estrechamente Relacionada con el Organo Lateroseptal y Otros Organos

Circunventriculares Telencefalicos

Los organos circunventriculares comparten una serie de caracteristicas
morfologicas y endocrinas que los diferencian del resto de las estructuras que componen
el sistema nervioso. Asi, las neuronas que componen estos 6érganos se hallan en contacto
con la sangre o el fluido cerebroespinal, participando en la transmision de respuestas
homeostaticas y en el establecimiento de circuitos neurales esenciales (Vigh et al.,
2004). El primer o6rgano circunventricular descrito en aves fue el 6rgano lateroseptal,
localizado en la base del ventriculo lateral y subdividido en dos regiones, una medial,
asociada a los nucleos septales, y otra lateral, en intimo contacto con el nucleo
accumbens (Van Tienhoven and Juhész, 1962; Kuenzel and Van Tienhoven, 1982;
Kuenzel and Masson, 1988; Kuenzel, 1993; Kuenzel and Blazer, 1994; Kuenzel et al.,
1997). La extension rostrocaudal de este 6rgano tal y como define Kuenzel en su atlas
estereotaxico de pollo (1988) es considerable, abarcando desde el nivel rostral A9.6
hasta el nivel caudal A7.8, de tal forma que durante gran parte de su recorrido el BSTL
contacta medialmente con su superficie. Recientes estudios histogenéticos e
inmunocitoquimicos realizados por Puelles y colaboradores sugieren sin embargo una
reinterpretacion de este complejo, postulando que la extension real de este 6rgano queda
limitada a la porcion mas rostral del telencéfalo (niveles A10-A9.4), y definiendo al
mismo tiempo la continuidad caudal de esta estructura con tres Organos
circunventriculares no descritos hasta la fecha, el 6érgano estriatopalidal, el érgano de la

amigdala extendida y el 6érgano preoptohipotaldmico (Bardet et al., 2006).

Conforme a esta nueva reinterpretacion, hemos observado que la division lateral
del “bed nucleus de la stria terminalis” se halla a lo largo de todo su recorrido
rostrocaudal en intimo contacto con varios de los 6rganos circunventriculares descritos
(Fig. 37). La total ausencia de expresion GABA¢érgica presente en los Organos
circunventriculares contrasta con la abundante distribucion que este marcador muestra
en el adyacente BSTL, lo cual permite establecer los limites precisos entre ambas
estructuras y descartar al mismo tiempo la existencia de un contacto directo del BSTL

con el ventriculo lateral.

Se ha observado que en los niveles rostrales del telencéfalo la superficie medial
de la porcion magnocelular y de la porcion plexiforme 2 del BSTL son adyacentes a la
division lateral del 6rgano lateroseptal, mientras que parte de la cara medial del BSTL

plexiforme 1 contacta directamente con el organo estriatopalidal. Ambos o6rganos
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circunventriculares muestran una ausencia casi total de expresion para calretinina y
nNOS, presentando por el contrario un intenso marcaje para calbindina. Esta
inmunorreactividad para calbindina muestra un patron de distribucion diferencial que si
bien nos permite identificar de forma clara a cada uno de los oOrganos resulta

insuficiente para el trazado de un limite exacto entre ambas estructuras.

De esta forma, la porcion lateral del 6rgano lateroseptal presenta una poblacion
moderada de células calbindina inmunopositivas que se insertan de forma discontinua
en el epéndimo asociado al nucleo accumbens en los niveles mas rostrales y a los
BSTLmc y BSTLp2 en una posicion algo mas caudal. El 6rgano estriatopalidal muestra
por su parte una inmunorreactividad para calbindina significativamente superior,
representada en primer lugar por una densa banda de células intensamente
inmunotenidas localizadas en la cara lateral del ventriculo, y en segundo lugar por una
poblacion de células marcadas ligeramente dispersas que ocupan una posicion distal al
ventriculo lateral. La primera poblacion descrita forma parte del 6rgano estriatopalidal
proximal, caracterizado por expresar selectivamente la proteina de adhesion BEN
(Bardet el al., 2006), y que se halla en contacto directo con el BSTLpl durante
practicamente toda su extension rostrocaudal. La poblacion de células distales
calbindina positivas son derivados de la region ependimal y alcanzan su posicion
ectopica mediante migracion radial. Este grupo celular es caracteristico del organo
estriatopalidal, no habiendo sido descrito ningin agregado similar en el resto de los
organos circunventriculares (Bardet el al., 2006). Un nimero abundante de estas células
calbindina positivas pertenecientes al organo estriatopalidal distal se distribuyen de
forma no homogénea en la region del BSTLp1, no debiendo ser confundidas en ningtin
caso con la escasa poblacion de células débilmente inmunorreactivas propias de esta

subdivision.

Se ha observado que en aquellos niveles caudales del telencéfalo en los que la
base del ventriculo lateral contacta con el limite telencéfalo-diencéfalo rostral, la
porcién plexiforme 2 del BSTL se extiende medialmente hacia la eminentia thalami. El
organo de la amigdala extendida se caracteriza por mostrar una banda ependimal de
células calbindina positivas que se extiende transversalmente a través del polo caudal
del ventriculo lateral y que rodea aparentemente la linea ventricular de la amigdala
extendida. La inmunorreactividad calbindina mostrada por este 6rgano es estructural y
quimioarquitectonicamente similar a la presente en el drgano preoptohipotalamico, no
siendo apreciada en ninglin caso la poblacion de células distales calbindina positivas
propias del organo estriatopalidal (Bardet et al., 2006). Nuestras observaciones indican

que la porcion extendida del BSTLp2 contacta intimamente con el 6rgano de la
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amigdala extendida en los niveles telencefdlicos caudales, pero que se halla
topograficamente alejada del organo preoptohipotalamico. Las diferencias
quimioarquitectonicas existentes entre la porcion plexiforme 2 del BSTL y el 6rgano de
la amigdala extendida son muy significativas, aprecidandose un intenso marcaje para
GABA, calretinina, nNOS y DARP-32 (Roberts et al., 2002) en el BSTLp2 que
contrasta con la préctica ausencia de marcaje que muestran en su conjunto estos
marcadores en la region del organo circunventricular. Ademads, si bien ambas
estructuras muestran una patente inmunorreactividad para calbindina, tanto la
abundancia relativa como la intensidad de marcaje son muy superiores en la poblacion
celular del BSTLp2.

Se ha observado que la porcion magnocelular del BSTL contacta parcialmente y
de forma puntual tanto con el érgano estriatopalidal como con el 6rgano de la amigdala
extendida en los niveles mas caudales del telencéfalo. Sin embargo, dada la similar
distribucion que estas regiones muestran en su conjunto para las proteinas ligadoras de
calcio y el nNOS resulta complicado establecer con exactitud las relaciones y limites

precisos que se establecen entre ellas en base a nuestros resultados.
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Figura 37. Representacion esquematica en la que se muestra la relacion entre los 6rganos circunventriculares
y las diferentes subdivisiones que componen el BSTL. Redibujado de Bardet y colaboradores (2006).
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7.- Los Marcadores Calbindina y el GABA Permiten Establecer los Limites

Precisos de la Division Medial del “Bed Nucleus de la Stria Terminalis”

La localizacion exacta de la division medial del “bed nucleus de la stria
terminalis” en aves ha sido establecida recientemente en base a la expresion diferencial
de los marcadores arginina vasotocina y aromatasa (Aste et al., 1998; Jurkevich et al.,
1999), considerados ambos como caracteristicos de la region homoéloga de mamiferos
(De Vries and Buijs, 1983; Roselli et al., 1985; Van Leuween et al., 1985; Miller et al.,
1989; Wang et al., 1993, 1997; Roselli et al., 1997). De esta forma, se ha descrito que la
distribucion de estos marcadores es muy abundante en una region de elevada densidad
celular, claramente reconocible mediante tinciones simples de tipo Nissl, la cual se
localiza en una posicion dorsal a la comisura anterior y se extiende caudalmente hacia el
hipotdlamo en la zona de transicion subpalio-area predptica (Aste et al., 1998; Den
Boer-Visser, 2002; Jurkevich et al., 2001; Reiner et al., 2004). Topograficamente, la
posicion ocupada por el BSTM en rata y codorniz muestran relaciones similares con el
ventriculo lateral, el area septal y la comisura anterior (De Olmos et al., 1985; Del Abril
et al., 1987; Moga et al., 1989; Asil et al., 1998). Esta propuesta de localizacion y
homologia del BSTM en aves ha sido respaldada por la comunidad cientifica en el
reciente foro para la nomenclatura del cerebro de aves (Reiner et al., 2004), unificando
de esta forma las distintas interpretaciones realizadas para esta region, previamente
denominada diencéfalo rostral, paleoestriatum caudal pars ventralis o area septal (Kiss
et al., 1987; Voorhuis et al., 1988; Balthazart et al., 1992; Voorhuis and De Kloet, 1992;
Foidart et al., 1995). Los experimentos realizados en base a los patrones de expresion de
la arginina vasotocina han permitido definir un Ginico BSTM en codorniz (Aste et al.,
1998), mientras que en pollo han sido descritos dos subnucleos denominados BSTM1 y
BSTM2 (pars parvocellularis dorsolateralis y pars parvocellularis ventromedialis
respectivamente en la descripcion original realizada por Jurkevich) (Reiner et al., 2004;
Jurkevich et al., 1999).

La inmunorreactividad para aromatasa y arginina vasotocina presentes en la
division medial del BST es muy similar a la presente en el nlicleo predptico medial
adyacente (Balthazart et al., 1990; Viglietti-Panzica et al., 1994). Dada la proximidad y
similitud citoarquitectonica y neuroquimica descrita resulta muy dificil el
establecimiento preciso de los limites entre ambas estructuras en base a los marcadores
citados (Aste et al., 1998). En este contexto resultan especialmente interesantes los
resultados aportados por este trabajo en cuanto a la distribucion de los marcadores
GABA y calbindina, muy abundantes en la region del BSTM. Asi, a partir de los 12 dias

de incubacion y durante el resto del desarrollo se ha observado una fuerte
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inmunorreactividad para el GABA en ambas subdivisiones, siendo ésta ligeramente
superior en la porcion dorsolateral del nicleo. Dicha inmunorreactividad, consistente en
una poblacion de células positivas inmersas en un neuropilo moderamente marcado, es
superior a la observada en las areas inmediatamente adyacentes (siendo mayor el
contraste en la porcién hipotaldmica), lo cual permite definir de forma precisa los
limites del conjunto. De forma similar, a partir de E12 se ha observado una intensa
inmunorreactividad para calbindina en la region del BSTM, caracterizada por una
poblacion neuronal fuertemente positiva inmersa en un neuropilo inmunopositivo de
abundancia moderada, la cual ve incrementada su densidad celular a lo largo del
desarrollo y en individuos postnatales. En este caso la distribucién de calbindina es
significativamente superior en la porcion ventromedial del ntcleo, lo que constituye una

caracteristica diferencial de esta region.

Los patrones de expresion combinados para GABA y calbindina apoyan de esta
forma la reciente descripcion del BSTM en el telencéfalo de aves, y complementan su
caracterizacion en tres aspectos fundamentales. En primer lugar, la mayor distribucion
que ambos marcadores muestran en los dominios del BSTM permiten definir de forma
precisas sus limites, pudiendo ser establecida una clara diferenciacion con el nucleo
preoptico medial. En segundo lugar, se ha observado una expresion diferencial en cada
una de las subunidades que componen el BSTM, no solo para GABA y calbindina, sino
también para calretinina y nNOS. Asi, el BSTM2 muestra una poblacion de células con
inmunorreactividad para la calbinina superior a la presente en el BSTM1, habiéndose
observado sin embargo en esta ultima division una mayor distribuciéon GABAérgica,
algunas células aisladas calretinina positivas y una abundancia relativa de nNOS muy
elevada (la expresion de este ultimo marcador serd descrita con detalle en un apartado
posterior). Finalmente, en tercer lugar, se ha observado que BSTM1 y BSTM2 se hallan
conectados anatdmicamente en posicion caudal por medio de una delgada banda celular
carente de marcaje para arginina vasotocina y aromatasa (Aste et al., 1998, Jurckevich
et al., 1999, 2001; Grossmann et al., 2002), pero claramente reconocible en base a la

expresion de GABA vy calbindina.
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8.- La Division Medial y la Region Caudal de la Porcién Plexiforme 2 de la
Division Lateral del “Bed Nucleus de la Stria Terminalis” Comparten

Caracteristicas Histoquimicas e Inmunocitoquimicas

Los diferentes dominios telencefalicos se continuan, a través del tallo de la
vesicula telencefalica, con las estructuras no evaginadas del prosencéfalo rostral. La
eminentia thalami constituye una continuacion caudal del palio medial, y se halla
rostralmente limitada en la capa del manto por el fasciculo prosencefalico lateral.
Parcialmente rodeada por esta region, positiva para 7brl en la mayor parte de su
extension, se encuentran las porciones mas caudales del “bed nucleus de la stria
terminalis”, entre las que se incluyen la porcién plexiforme 2 del BSTL y las
subdivisiones dorsolateral y ventromedial del BSTM (Puelles et al., 1999; 2000; 2003).
Hemos observado que las areas prospectivas de estas estructuras muestran en su
conjunto una fuerte expresion de DIx5 y de Nkx2.1, lo cual sugiere la naturaleza
fundamentalmente palidal del complejo (Kimura et al., 1996; Pera y Kessel, 1998;
Sussel et al., 1999; Marin et al., 2000; Puelles et al., 2001; Redies y Puelles, 2001). Sin
embargo, cabe destacar que estas areas propias del “bed nucleus de la stria terminalis”
que se extienden hacia la regién preodptica hipotaldmica muestran ademdas una sefal
moderada para el factor de transcripcion Shh, siendo la intensidad de la marca superior
en la division medial del BST. Este hecho denota la presencia de una poblacion de
células derivadas de la zona proliferativa del area entopeduncular anterior/area predptica
(Shimamura et al., 1997; Marin y Rubenstein, 2002; Puelles y Rubenstein, 2003), lo que
sugiere que las regiones caudales del BST poseen un componente palidal, originado en
la eminencia ganglionica medial, y un componente entopeduncular/preoptico. Estos
resultados son consistentes con los recientes estudios de distribucion de los genes
homeobox LIM en el telencéfalo de aves. La expresion de estos genes coincide
parcialmente con el marcaje Nkx2.1, mostrando sin embargo patrones diferenciales en
los dominios palidal, entopeduncular y predptico. De esta forma se ha descrito una sefal
especialmente intensa para LAx6 en la division lateral del BST, mientras que el marcaje
para Lhx7/8, practicamente ausente en el BSTLmc y BSTpl, es muy abundante en la
porcion plexiforme 2 del BSTL y en las divisiones mediales del BST (Abellan y
Medina, 2007).

Es interesante resaltar que las similitudes halladas entre la division medial del
BST y la porcion plexiforme 2 de la division lateral del BST no se restringen a la
combinacion de los patrones de expresion genéticos previamente descritos, sino que se
han observado ademas ciertos paralelismos en sus caracteristicas inmunocitoquimicas,

tales como una menor concentracion de “corticotropin realeasing factor” en la porcion
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plexiforme 2 del BSTL (Richard et al., 2004), la presencia de algunas células
inmunopositivas para DARPP-32 en el BSTM (Roberts et al., 2002) y la similar
distribucion de calbindina en los BSTM y BSTLp2. En este contexto, hemos observado
que las regiones caudales de la division plexiforme 2 del BSTL extendidas hacia el area
predptica hipotaldmica muestran una mayor densidad de células calbindina positivas y
una menor representacion de neuropilo marcado que las regiones rostrales de la
subdivision. Este hecho plantea la posibilidad de que la region a la que denominamos
porcion plexiforme 2 de la division lateral del BST se halle subdividida en una region
rostral y otra caudal, pudiendo ser incluida esta tltima con efectos de nomenclatura y

homologias en el complejo medial del BST.

La estructura del “bed nucleus de la stria terminalis” en mamiferos ha sido
ampliamente estudiada, halldndose la division lateral subdividida en un total de seis
estructuras (porcion capsular dorsal, porcion capsular central, porcion posterior, porcion
ventral, porcion intermedia y porcion yuxtacapsular), y la division medial en 5 regiones
(porcién anterior, porcion ventral, porcion posterior medial, porcién posterior
intermedia, porcion posterior lateral), habiendo sido destritos ademas el BST
intraamigdalino, y las subdivisiones medial y central del BST supracapsular (Olmos et
al., 1985; Paxinos y Watson, 1986; Moga et al., 1989; Alheid et al., 1998; Paxinos y
Franklin, 2001). La enorme complejidad descrita en mamiferos unida a la reciente
reinterpretacion del BST en aves (Aste et al., 1998; Reiner et al., 2004) dificultan en
gran medida la comparacion entre ambos grupos, siendo posible en la actualidad
postular acerca de la homologia de las grandes divisiones (lateral y medial) del BST
(como se describi6 en apartados anteriores). La region caudal de la porcion plexiforme
2 de la division lateral del BST descrita originalmente en el presente trabajo ocupa sin
embargo una posicion topograficamente similar al BSTM posteromedial de mamiferos,
adyacente medialmente al ventriculo lateral y con una extension hacia el hipotalamo
preoptico, hallandose ademds en contacto directo con diversos subnucleos del BSTL.
Las caracteristicas inmunocitoquimicas y localizacion de esta regidon sugieren una
posible homologia entre ambas estructuras en aves y mamiferos, la cual debera ser no

obstante validada en base a estudios histogenéticos y hodologicos mas profundos.
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9.- La Inmunorreactividad nNOS, Abundante en la Regién Preoptica, esta
Presente en la Divisién Medial del “Bed Nucleus de la Stria Terminalis” y

Define una Nueva Estructura a la que Denominamos Corredor nNOS

Numerosos trabajos han identificado a la sintasa del 6xido nitrico como un
marcador caracteristico del sistema limbico de mamiferos, con una importante
representacion en la division medial del “bed nucleus de la stria terminalis”. Asi, se ha
descrito una gran abundancia de NADPH-diaforasa (enzima cuya actividad se asocia al
metabolismo del 6xido nitrico) y nNOS en el BSTM en la rata (Bredt et al., 1990;
Vincent y Kimura, 1992; Rodrigo et al., 1994), el hamster (Hadeishi et al., 1996) y el
mono (Brady et al., 1992; Satoh et al., 1995). Estudios realizados en el telencéfalo de
aves han revelado la existencia de una poblaciéon de neuronas inmunopositivas para
NADPH-diaforasa en la region posterior de la division medial del BST de codorniz
(Panzica et al., 1994). De acuerdo con estos resultados, hemos observado que las
porciones 1 y 2 de la division medial del BST en pollo muestran desde E12 un marcaje
nNOS representado por una poblacion de células de tincion somatica moderada
inmersas en un escaso neuropilo positivo. La densidad neuronal de esta poblacion
alcanza una cierta estabilidad a partir de El14, siendo observable a partir de este
momento una distribucion celular abundante en la porcion dorsolateral, moderada en la
porcioén ventromedial y algunas neuronas inmunopositivas en la banda de tejido que
constituye una conexion anatdmica entre ambas estructuras. La inmunorreactividad
nNOS en las regiones preopticas circundantes es como norma general reducida, con la
excepcion de un corredor de células y neuropilo intensamente marcado adyacente
ventrolateralmente al BSTM, descrito originalmente en el presente estudio, al que
hemos denominado Corredor NOS. Dicho corredor es observable desde los estadios
iniciales del desarrollo (E8-E10), alcanzando a partir de los 12 dias de incubacion unas
caracteristicas anatdmicas y citoarquitectonicas estables durante el resto del desarrollo y
en el individuo adulto. Al igual que la regién del BST, el Corredor NOS muestra una
porcion telencefalica de reducido tamafio, la cual se localiza ventral al tracto
occipitomesencefalico y es adyacente medialmente al arcopalio medial. Esta region
muestra una poblacién de neuronas multipolares de fuerte inmunotincién para nNOS,
representada fundamentalmente por un intenso marcaje en citoplasma y prolongaciones
celulares, pero con total ausencia de sefal en la zona nuclear. Esta porcion telencefalica
se extiende hacia la region predptica hipotalamica dando lugar a una banda de 4 a 6
células de espesor, de caracteristicas idénticas a las previamente descritas, que se
distribuyen formando un arco que rodea parcialmente al fasciculo prosencefalico lateral
hasta el nivel del nucleo paraventricular. Ambas porciones muestran una continuidad

anatomica en la zona de transicion telencéfalo-hipotdlamo, habiéndose observado sin
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embargo una reduccion en el nUmero células que la componen, asi como
discontinuidades originadas por el tracto occipitomesencefalico en determinados
niveles. En su conjunto, la poblacion neuronal caracteristica del corredor se halla
inmersa en un abundante neuropilo intensamente marcado, rico en terminales y fibras
varicosas, las cuales discurren en su mayoria perpendiculares a la extension longitudinal

de la estructura.

Si bien no disponemos de datos suficientes como para establecer una estructura
homologa al Corredor NOS en mamiferos, nuestros resultados apuntan a que esta region
debe ser considerada como amigdalina, en base a su topografia y caracteristicas
inmunocitoquimicas. Asi, el Corredor NOS se localiza en el polo caudal del telencéfalo
de aves, parcialmente rodeado por estructuras propias de la amigdala y amigdala
extendida, tales como el arcopalio, el area subpalial amigdalina y el BST, mostrando
ademas una relacion con el tracto occipitomesencefalico similar a la existente entre el
complejo amigdalino de mamiferos con los tractos amigdalofugales y stria terminalis
(Zeier y Karten, 1971; Alheid et al., 1995; Paxinos y Watson, 1986; Swanson et al.,
1998; Pikkarainen et al., 1999). La inmunorreactividad para nNOS en el telencéfalo de
mamiferos muestra en general una densidad neuronal muy superior en las regiones
amigdalinas que en la corteza y los ganglios basales, habiendo sido descrita una
abundante distribucion de células marcadas en divisiones pertenecientes a la amigdala
corticomedial, basolateral, central y medial, ademéas de una fuerte sefial en fibras
procedentes de las regiones posteriores del BST y de los nticleos mediales hacia la stria
terminalis y el tracto amigdalofugal ventral (McDonald et al., 1992; Satoh et al., 1995;
Hadeishi et al., 1996). En este contexto, hemos observado que la densidad y
citoarquitectura de las neuronas marcadas en el Corredor nNOS de aves es similar a la
presente en una estrecha banda de tejido incluida en el complejo posteromedial de la
amigdala de mamiferos, no habiendo sido descrita en este caso su extension

hipotalamica (Guirado et al., en revision).
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10.- Las Porciones Pre6pticas Hipotalamicas de la Division Medial del “Bed
Nucleus de la Stria Terminalis” y del Corredor nNOS Quedan Incluidas en

Bandas Paralelas de Diferentes Caracteristicas Histogenéticas

Las comisuras telencefalicas, el area predptica, el area entopeduncular y la
eminentia thalami constituyen las estructuras no evaginadas vinculadas al telencéfalo,
constituyendo en su conjunto el denominado telencéfalo impar. En la region del tallo
telencefalico los diferentes dominios histogenéticos presentes en la vesicula
telencefalica se contintan, a través de estas estructuras, con la region hipotalamica, no
existiendo de esta forma un limite definido entre el telencéfalo y el resto del
prosencéfalo. (Bulfone et al., 1993; Puelles et al., 2000, 2001; Cobos et al., 2001;
Puelles y Rubenstein, 2003). Nuestras observaciones revelan que tanto la porcion
caudal de la division medial del BST como el Corredor nNOS definido en los apartados
anteriores se extienden hacia la region predptica hipotalamica y el nucleo
paraventricular respectivamente, quedando sus territorios incluidos en dos bandas
paralelas de diferentes caracteristicas histogenéticas. Asi, la expresion de DIx5, presente
en las eminencias ganglidnicas y en el conjunto del manto subpalial se extiende a través
del area entopeduncular hacia la region preodptica (Puelles et al., 2000), originando una
banda de expresion continua que alcanza niveles profundos hipotaldmicos. Esta banda,
que coexpresa los factores de transcripcion Nkx2.1 y Shh, incluye en su region
dorsolateral el territorio de moderada expresion nNOS que delimita a la porcion caudal
de las subdivisiones 1 y 2 del BSTM. La expresion del gen 7hrl por su parte es muy
abundante en el conjunto de las regiones subventriculares y del manto palial, habiendo
sido descrita una conexion dorsal entre el palio medial y la eminentia thalami. Si bien el
manto de la eminentia thalami limita rostroventralmente con el fasciculo prosencefalico
lateral, se ha descrito que algunas células 7hr! positivas originadas en esta region
migran lateralmente, rodeando parcialmente al fasciculo prosencefélico lateral y
pudiendo alcanzar los territorios caudales del telencéfalo (Puelles et al., 2000; Marin y
Rubenstein, 2003.). Este hecho dificulta en cierta medida la definicion del origen
histogenético del Corredor nNOS, ya que sus dominios, claramente identificables por la
caracteristica inmunorreactividad que este marcador presenta a lo largo de toda su
extension, quedan incluidos en una region susceptible de recibir aportaciones de células
Thrl positivas tanto del telencéfalo palial como de la eminentia thalami. Sin embargo, a
la luz de nuestros resultados, y aunque no sea descartable un origen mixto de esta
estructura, proponemos que el Corredor nNOS posee una naturaleza eminentemente
palial. Asi, en primer lugar, hemos observado una intensa sefal para el factor de
transcripcion Pax6 en la region de la eminentia thalami (previamente descrita por

Puelles et al., 2000), claramente reconocible en zonas circundantes al fasciculo
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prosencefalico lateral en niveles caudales, pero totalmente ausente en la porcion
hipotalamica que incluye al Corredor nNOS. En segundo lugar, hemos observado una
continuidad de expresion de GABA y proteinas ligadoras de calcio entre las estructuras
telencefalicas paliales y el Corredor nNOS. De esta forma, las porciones hipotaldmica y
telencefalica del corredor muestran en su conjunto una elevada inmunorreactividad para
calbindina, caracterizada por una poblacién de neuronas fuertemente marcadas en
nucleo y citoplasma perinuclear inmersas en un neuropilo de intensidad moderada. Esta
distribucion es muy similar a la observada en la mayor parte del dominio palial,
incluyendo a estructuras de caracter amigdalino tales como la amigdala hipocampal, el
nucleo taeniae y el arcopalio (Cobos et al., 2001; Tuorto et al., 2003; Suarez et al.,
2006). La distribucion GABAérgica presente en el telencéfalo de aves muestra
importantes diferencias entre los dominios palial y subpalial, habiéndose observado una
mayor densidad neuronal y un superior nivel de intensidad de la sefial en esta ultima
region. De forma similar, la expresion de calretinina en el conjunto del palio es escasa,
habiendo sido descrita sin embargo una distribucion muy abundante en la region
subpalial (Rogers, 1987; Kemppainen y Pitkdnen, 2000; Sudrez et al., 2006). El
Corredor nNOS muestra a lo largo de toda su extension una poblacion moderadamente
abundante de neuronas GABA¢érgicas, asi como alguna célula calretinina positiva con
caracter aislado, caracteristicas ambas tipicamente paliales. De esta forma, los patrones
de distribucion combinados para 7hrl, Pax6, GABA, calbindina y calretinina sugieren
que la region palial envuelve al subpalio en los niveles caudales del telencéfalo (Puelles
et al., 2000; Marin y Rubenstein, 2003; Puelles y Rubenstein, 2003), extendiéndose de
forma continua una banda de tejido palial hacia el territorio paraventricular a través del

telencéfalo impar.
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11.- El Area Subpalial Amigdalina se Halla Estrechamente Relacionada con el

Sistema Estriatopalidal

El area amigdalina subpalial ha sido recientemente descrita por el foro para la
nomenclatura del cerebro de aves como una region ventral al globo palido a nivel del
tracto occipitomesencefalico, la cual, en base a criterios neuroquimicos y hodologicos,
puede ser considerada homoéloga a la porcion sublenticular de la amigdala extendida
central (Reiner et al., 2004; Sun et al., 2005; Yamamoto et al., 2005) (nota: El término
sublenticular se refiere a la regiéon ubicada bajo el conjunto estriado/globo pélido,
denominado nucleo lenticular en primates debido a su aspecto en forma de lenteja). Esta
region fue considerada originalmente como parte del estriado en el atlas de Karten y
Hodos (1967), identificada posteriormente como integrante del arcopalio medial por
Zeier y Karten (1971) e integrada en el conjunto del arcopalio extendido (posible
homoélogo a la amigdala extendida de mamiferos) por Roberts y sus colaboradores
(2002).

En su conjunto la amigdala extendida ha sido relacionada anatdémica y
neuroquimicamente con el sistema estriatopalidal en base fundamentalmente a los
patrones de distribucion de la enzima descarboxilasa del 4cido glutamico (glutamic acid
decarboxylase - GAD), implicada en la sintesis del neurotransmisor inhibidor GABA.
Asi, los marcadores GABA¢érgicos revelan en mamiferos la existencia de una banda
intensamente marcada que se extiende de forma continua a través del caudoputamen, la
amigdala centromedial y el “bed nucleus de la stria terminalis”, con una densidad
neuronal ¢ intensidad de marcaje superior a la de las areas adyacentes (Karten y
Dubbeldam, 1973; Reiner et al., 1982; Veenman y Reiner, 1994; Medina y Reiner,
1997, Swanson y Petrovich, 1998; McDonald., 2003). Estudios recientes han
demostrado la existencia de una continuidad similar de GAD65 en el telencéfalo de
aves, establecida entre el sistema estriatopalidal, el area subpalial amigdalina y el
conjunto del BST (Sun et al., 2005; Yamamoto et al., 2005). Los resultados obtenidos
en el presente estudio en base a los patrones de distribucion de GABA, DIx5, Pax6, y
Nkx2.1 corroboran la continuidad previamente descrita, complementandola ademas en
ciertos aspectos. Asi, hemos observado una homogénea distribuciéon de células
GABA¢érgicas en el conjunto del subpalio (Domenici et al., 1988; Miiller, 1988; Granda
y Crossland, 1989; Shimizu y Karten, 1990; Giintiirkiin y Karten, 1991; Csillag, 1991;
Krebs et al.,, 1991; Veenman y Reiner, 1994), las cuales se distribuyen de forma
continua en estriado, globo pélido, 4rea amigdalina subpalial y BST desde E12. Esta
poblacion ve incrementada su densidad neuronal en los siguientes estadios del

desarrollo, alcanzando una configuracion estable a partir de E16. La similitud de
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expresion mostrada por el conjunto dificulta en gran medida la definicion de los limites
precisos entre las estructuras subpaliales que lo componen, pero permite establecer una
clara diferenciacion entre el area amigdalina subpalial y el arcopalio medial con el que
contacta lateralmente, caracterizado por mostrar una distribucion GABAérgica laxa
tipicamente palial. De forma similar, la expresion del gen DIx5, implicada en la
adquisicion del fenotipo GABAérgico (Marin y Rubenstein, 2001; Stiimer et al., 2002),
es muy abundante a lo largo de todo el dominio subpalial (Reiner et al., 1998; Smith-
Fernandez et al., 1998; Puelles et al., 2000), apreciandose sin embargo en este caso una
intensidad de marcaje ligeramente superior en el 4rea subpalial amigdalina con respecto
a las areas subpaliales adyacentes, tales como el estriado y el globo palido, pero inferior
no obstante a la mostrada por el BSTL. Esta diferencia es sutil pero suficiente para
enmarcar los limites de la region dentro del contexto subpalial. Los patrones de
expresion combinados de los genes Pax6 y Nkx2.1 sugieren que el area amigdalina
subpalial posee una naturaleza eminentemente estriatal. De esta forma, hemos
observado una intensa sefial Pax6 en el estriado medial, que se contintia con un marcaje
moderado en su conjunto en el estriado lateral (Smith-Fernandez et al., 1998; Puelles et
al., 2000) y el area amigdalina subpalial. No hemos hallado por el contrario sefial alguna
para este marcador en el globo palido y el BST, regiones ambas fuertemente positivas
para el marcador palidal Nkx2.1 (Kimura et al., 1996; Pera y Kessel, 1998; Sussel et al.,
1999; Marin et al., 2000; Puelles et al., 2001; Redies y Puelles, 2001). Los patrones de
distribucion observados en el presente trabajo para GABA, DIx5 y Pax6 apoyan pues la
existencia de una continuidad histogenética entre el estriado y el area amigdalina
subpalial, mientras que el marcaje GABAérgico, DIx5, Nkx2.1 sugiere una continuidad
palidal entre el globo palido y el BST.
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12.- El Area Subpalial Amigdalina y la Divisién Lateral del “Bed Nucleus de
la Stria Terminalis” como Estructuras Homdlogas a la Amigdala Central

Extendida de Mamiferos

El término amigdala extendida fue acufado por Johnston (1923), como la
continuidad anatomica existente entre los ntcleos centrales y mediales de la amigdala,
el “bed nucleus de la stria terminalis” y el nucleo accumbens en el telencéfalo de
mamiferos. Numerosos estudios posteriores, basados en técnicas de tipo Golgi, anélisis
histoquimicos y trazado de conexiones corroboraron la existencia de esta
macroestructura, proponiendo ademas su subdivision en dos areas principales anatomica
y funcionalmente bien diferenciadas, que asocian por una parte al ntcleo central de la
amigdala y a la division lateral del BST y por otra al nicleo medial de la amigdala y a la
divisiéon medial del BST respectivamente (Alheid y Heimer, 1988, 1995; Swanson y
Petrovich, 1998; De Olmos y Heimer, 1999; Swanson, 2000; McDonald, 1983, 2003).

El nucleo central de la amigdala extendida de mamiferos puede ser subdividido
en dos grandes regiones, una lateral (CL) y otra medial (CM). De la misma forma, el
BSTL se halla estructurado en una gran division dorsolateral (BSTdI) y en una divisién
posterior (BSTp) (Alheid et al., 1995; McDonald, 2003). Se ha descrito que CL y CM
comparten una serie de caracteristicas inmunocitoquimicas con los BSTdl y BSTp
respectivamente. Asi, se han hallado grandes concentraciones de neuronas
inmunorreactivas para “corticotropin releasing factor”, neurotensina y encefalina en el
conjunto CL/BSTdI, pero no en el CM/BSTp. El marcaje para tiroxina hidroxilasa,
caracteristico de la inervacion dopaminérgica es muy intenso en CL/BSTdl, mostrando
una distribucion moderada en CM/BSTp (Alheid et al., 1995).

Nuestros resultados revelan que el area amigdalina subpalial de aves se halla
compartimentalizada en dos regiones de diferentes caracteristicas inmunocitoquimicas,
a las que hemos denominado ASp lateral y ASp medial siguiendo un criterio meramente
topografico. Ambas divisiones muestran desde E12 poblaciones de neuronas positivas
para nNOS, GABA y calretinina que alcanzan una configuracion estable a partir de E16.
La poblacion de neuronas inmunorreactivas para nNOS, caracterizadas por mostrar una
intensa marca en citoplasma y prolongaciones, pero no en el nicleo, muestra durante los
primeros estadios del desarrollo una mayor distribucion celular en la division lateral del
ASp, patron que resulta complementario al observado en el caso del marcaje
GABA¢érgico, cuya poblacion neuronal presenta una distribucion algo inferior en esta
ultima division durante todo el desarrollo. La inmunorreactividad para calretinina, muy

abundante a lo largo de toda la extension del ASp, presenta por su parte una densidad
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celular ligeramente superior en la porcion lateral del nicleo. Se ha observado ademas
que la porcion lateral del ASp muestra desde E14 un elevado numero de neuronas
fuertemente inmunorreactivas para la calbindina, inmersas en un abundante neuropilo
moderadamente inmunotefiido. Esta distribucion contrasta con la escasa densidad
neuronal observada en la division medial del nucleo, consistente en algunas células
marcadas de caracter aislado. Los patrones de expresion combinados de estos
marcadores permiten pues definir los limites precisos del area subpalial amigdalina y
sus subdivisiones en base a la comparacion con la distribucion presente en las
estructuras adyacentes. De esta forma, se ha observado que la porcion rostral del ASpM
puede ser reconocida desde niveles telencefalicos rostrales, ocupando una posicion
lateral al BSTL, medial al fasciculo prosencefalico lateral y ventral al globo palido. La
extension rostral de la porcion lateral del ASp es inferior a la de la division medial,
coexistiendo ambas estructuras desde el nivel de la comisura anterior hasta posiciones
caudales del telencéfalo. EI ASpL ocupa una posicion ventral al conjunto estriado/globo
palido, lateral al arcopalio medial y dorsal al Corredor nNOS, alcanzando la superficie
del telencéfalo en una estrecha franja localizada entre la comisura anterior y el tracto
occipitomesencefalico. Las diferencias de expresion existentes entre el area subpalial
amigdalina y las estructuras adyacentes han sido descritas de forma detallada en el

apartado de Resultados de la presente tesis doctoral.

Los primeros datos acerca de la posible identidad de la amigdala central
extendida en aves proceden de las conexiones descendentes de los hemisferios
cerebrales. Asi, se ha demostrado la existencia de proyecciones desde las regiones del
telencéfalo basal correspondientes a la division lateral del BST y al 4rea amigdalina
subpalial hacia el hipotdlamo lateral, la sustancia negra, la regién parabraquial, el
complejo vago dorsal y el nucleo del tracto solitario (Berk, 1985, 1987), estableciéndose
de esta forma circuitos muy similares a los presentes en la amigdala central extendida
de mamiferos. La conectividad existente entre el BSTL/ASp y la region parabraquial ha
sido estudiada con detalle por Wild y colaboradores (1990), quienes demostraron
ademas en palomas la existencia de proyecciones ascendentes desde esta ltima region
hasta el BSTL/ASp. La reciprocidad en cuanto a la conectividad entre estas estructuras
es caracteristica de la amigdala central extendida de mamiferos. Se ha descrito ademas
que, al igual que la amigdala central extendida de mamiferos, tanto el BSTL como la
ASp reciben importantes proyecciones desde el talamo, incluyendo la region
periovoidal (Durand et al., 1992) y el tdlamo posterior intralaminar (Wild, 1987), asi
como del nidopalio caudolateral, el arcopalio dorsal y parte del arcopalio ventral,
consideradas por algunos autores como estructuras homologas a la amigdala basolateral
de mamiferos (Veeman et al., 1997; Kroner y Gunturkun, 1999).
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La existencia de dos regiones bien diferenciadas en el 4rea amigdalina subpalial
de aves complementa a la actual interpretacion de homologia del complejo de la
amigdala extendida central de mamiferos (Reiner et al., 2004; Sun et al., 2005;
Yamamoto et al., 2005; Martinez-Garcia et al., 2006). Asi, se ha descrito que el
conjunto BSTL/ASp muestra una importante poblacion de células “corticotropin
releasing factor” positivas (Richard et al., 2004), de neuronas marcadas para la
neurotensina (Atoji et al., 1996; Reiner et al., 2004), y para la encefalina (Roberts et al.,
2002), asi como una intensa inervacion de fibras positivas para la tiroxina hidroxilasa
(Balthazart et al., 1998). La distribucion de estos marcadores es sin embargo desigual a
lo largo del complejo, mostrando patrones similares tanto en aves como en mamiferos.
Asi, las células “corticotropin realeasing factor”, neurotensina y encefalina positivas
son especialmente abundantes en la division lateral del BST y en el area subpalial
amigdalina medial, siendo muy escasas en la division lateral de esta estructura. De
forma similar, la presencia de fibras tiroxina hidroxilasa positivas, abundantes a lo largo
de todo el complejo, muestran una menor distribucion en la division lateral del area
amigdalina subpalial y en la porcion plexiforme 2 de la division lateral del BST. A la
luz de estos resultados proponemos la existencia de una posible homologia entre la
division lateral de la amigdala central extendida de mamiferos y el BSTL/ASpM de
aves, asi como de la division medial de la amigdala central extendida de mamiferos y el
BSTLp2/ASpL de aves.

Aunque los términos anatémicos empleados en la nomenclatura para aves y
mamiferos puedan resultar a priori algo confusos en las relaciones propuestas
(comparacion de divisiones laterales de mamiferos con divisiones mediales de aves y
viceversa), las relaciones topograficas que el conjunto de las estructuras muestran en
ambos taxones resultan coherentes. Asi, la division medial del area amigdalina subpalial
es adyacente y topograficamente superficial a la division lateral del BST, mostrando
ambas estructuras una extension rostral superior a la propuesta por el foro para la
nomenclatura del telencéfalo de aves (Reiner et al., 2004; Sun et al., 2005; Yamamoto
et al., 2005) y similar a la asociacion existente entre la division lateral de la amigdala
central extendida de mamiferos (Alheid et al., 1995; Swanson y Petrovich, 1998;
Kemppainen et al., 2000; Paxinos y Franklin, 2001; McDonald, 2003). La division
lateral del area subpalial amigdalina, perceptible desde el nivel de la comisura anterior,
muestra una continuidad anatomica con el BSTLp2 observable, al igual que en
mamiferos, unicamente en los niveles telencefalicos caudales. La inmunorreactividad
para calbindina, escasa en BSTLmc, BSTLpl y ASpM y muy abundante en la porcion
caudal del BSTLp2 y en el conjunto del ASpL constituye una ttil herramienta para el

establecimiento preciso de los limites entre ambos complejos.
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13.- El Ntucleo Taeniae de la Amigdala y la Amigdala Hipocampal

Constituyen dos Estructuras bien Diferenciadas con Identidad Propia

El ntcleo taeniae de la amigdala constituye una estructura de aspecto ovalado y
cé¢lulas densamente empaquetadas localizada en el polo caudal del telencéfalo,
parcialmente rodeada por el arcopalio medial y situada, a lo largo de toda su extension,
en una posicion subventricular. La definicion de esta estructura tuvo su origen a
principios del siglo XX, y ha sido objeto de numerosas reinterpretaciones desde su
descripcion original hasta nuestros dias. De esta forma, la localizaciéon eminentemente
caudal de esta estructura, propuesta por autores cldsicos (Edinger et al., 1903; Huber y
Crosby, 1929; Ariéns Kappers, 1936) fue redefinida por Karten y Hodos (1967) en su
atlas de paloma, proponiendo una extension rostral hasta posiciones proximas a la
comisura anterior. Los trabajos contemporaneos han respetado en su mayoria la
topografia propuesta por estos Ultimos autores (Kuhlenbeck, 1977; Kuenzel y Masson,
1988; Nieuwenhuys, 1998; Reiner et al., 2004), habiendo sido sugerida ademds una
naturaleza amigdalina para esta region en base a criterios neuroquimicos, hodologicos y
funcionales (Balthazart et al., 1992, 1998; Cheng et al., 1999; Foidart et al., 1999;
Lanuza et al., 2000; Cobos et al., 2001, Absil et al., 2002; Roberts et al., 2002; Sun et
al., 2005; Yamamoto et al., 2005).

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que esta amplia region
rostrocaudal incluye a dos estructuras bien diferenciadas y dotadas de identidad propia,
como son el nucleo taeniae de la amigdala, coincidente topograficamente con la
descripcion clasica del nucleo taeniae, y la amigdala hipocampal, rostralmente
adyacente al anterior y localizada ventral al tracto occipitomesencefalico. Las
similitudes anatomicas presentes en estas estructuras, ambas de aspecto esferoidal y
tamafio similar, constituidas por poblaciones celulares densamente empaquetadas,
rodeadas en su conjunto por el arcopalio medial y continuas a lo largo del eje
rostrocaudal en secciones coronales, asi como la similitud en los patrones de expresion
de un gran nimero de marcadores neuroquimicos, entre los que se incluyen el GAD65
(Reiner et al., 2004, 2005; Yamamoto et al., 2005; Sun et al., 2005), COUP-TF II y
LAMP (Yamamoto et al., 2005), aromatasa (Balthazart et al., 1998, 2002), y receptores
de estrogenos (Bernald et al., 1999; Foidart et al 1999; Camacho-Arrollo et al., 2003;
Halldin et al., 2005) explican el tratamiento conjunto que ambas estructuras han
recibido en los ultimos tiempos. La inmunorreactividad para GABA y proteinas
ligadoras de calcio en el nucleo taeniae de la amigdala y en la amigdala hipocampal
muestran sin embargo patrones de expresion significativamente diferentes. Asi, se ha

observado una distribucion de neuronas GABAérgicas de intenso marcaje somatico,
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claramente reconocible desde los 12 dias de incubacidén y de concentracion creciente
durante los siguientes estadios del desarrollo hasta E16, momento en el que se alcanza
la estabilidad. La abundancia relativa de estas células, aunque similar en ambas
regiones, es ligeramente superior en los dominios de la amigdala hipocampal a lo largo
de toda su extension. Las regiones paliales caudales del telencéfalo, entre las que se
incluyen el arcopalio, la amigdala hipocampal y el nucleo taeniac muestran en su
conjunto una elevada inmunorreactividad para la calbindina, habiendo sido observadas
sin embargo ciertas diferencias que permiten el establecimiento preciso de los limites
entre estas estructuras. Asi, la amigdala hipocampal muestra desde E12 un intenso
marcaje para la calbindina, caracterizado por una poblaciéon de células de fuerte
inmunotincién somatica inmersas en un neuropilo poco abundante. Esta distribucion es
muy superior a la observada en el adyacente nucleo taeniae de la amigdala, constituida
en este caso por un menor niimero de neuronas marcadas y un escaso neuropilo positivo
observables ambos desde E14. La utilidad que este marcador posee en la definicion de
los limites entre ambas estructuras es especialmente evidente en las secciones sagitales
laterales del telencéfalo. En este tipo de cortes es posible apreciar como el nucleo
taeniae de la amigdala, moderadamente inmunorreactivo para la calbindina, se localiza
en una posiciéon dorsocaudal con respecto a la amigdala hipocampal, fuertemente
inmunotefiida para este marcador. Pese a su proximidad, ambas estructuras se hallan
separadas por una delgada banda de tejido perteneciente al arcopalio medial, claramente
reconocible por mostrar un gran niumero de neuronas calbindina positivas inmersas en
un abundante neuropilo fuertemente marcado. Las diferencias de expresion entre estas
estructuras, muy evidentes durante el desarrollo intermedio y tardio, se minimizan tras
la eclosion, siendo sutiles en los individuos adultos. Por otra parte, el nicleo taeniae de
la amigdala muestra algunas células con inmunorreactividad para la calretinina a partir
de E16. Esta poblacion experimenta un ligero aumento a lo largo del desarrollo,
habiendo sido observado un incremento cuantitamente significativo tras la eclosion.
Asi, en las etapas adultas la inmunorreactividad para la calretinina en el nicleo taeniae
de la amigdala se caracteriza por una poblacion neuronal moderadamente abundante,
inmersa en un neuropilo débilmente marcado, que contrasta con la total carencia de
marcaje presente en la amigdala hipocampal. Por ultimo, si bien se ha observado una
total ausencia de inmunorreactividad para la parvalbumina durante los estadios
embrionarios del desarrollo, los individuos adultos muestran un gran niamero de haces
de fibras positivas que discurren a lo largo de toda la extension de la amigdala
hipocampal. Estos paquetes de fibras son también apreciables en los niveles
telencefalicos caudales, siendo muy abundantes en las regiones circundantes al nticleo
taeniae de la amigdala, tales como el arcopalio medial o el ntcleo subventricular, pero

mostrando una escasa representacion en los dominios del taeniae.
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14.- La Amigdala Hipocampal y el Nicleo Taeniae de la Amigdala como
Derivados de los Palios Medial y Ventral

Hemos observado la presencia a lo largo de todos los estadios analizados un
intenso marcaje 7hrl en el telencéfalo caudal, incluyendo en su conjunto a las
estructuras arcopaliales y al nucleo taeniae. Este marcaje se continua en los niveles
rostrales adyacentes con la region de la amigdala hipocampal, la cual se localiza justo
bajo el limite palio/subpalio definido por la sefial DIx5 y Pax6 (Puelles et al., 2000;
Redies y Puelles, 2001; Marin y Rubenstein, 2002., Puelles y Rubenstein, 2003; Medina
et al., 2004). Aunque muy proxima al citado limite, esta estructura no contacta con el
mismo en ningin punto, hallindose anatdmicamente separada de la estriatal area
subpalial amigdalina y del Corredor nNOS por una delgada banda de tejido palial
perteneciente al arcopalio medial. Si bien el intenso marcaje 7hr/ en el conjunto de la
amigdala hipocampal y el nucleo taeniae de la amigdala sugiere un origen palial para
ambas estructuras, la topologia de ambas regiones, muy proximas al area proliferativa
de la eminentia thalami en los estadios iniciales del desarrollo, plantean la posibilidad
de que parte de la porcion lateralmente extendida derivada de la eminentia thalami,
también fuertemente positiva para 7hrl, contribuya a la formacion de estas estructuras a

través de la region del tallo telencefalico (Puelles et al., 2000).

Diversos autores han propuesto que el nucleo taeniae de la amigdala, incluyendo
la region a la que hemos denominado amigdala hipocampal, posee al menos en parte
una naturaleza subpalial (Reiner et al., 2004, 2005; Yamamoto et al., 2005; Sun et al.,
2005). Dicha afirmacion se apoya en la intensa sefal que el conjunto de esta region
muestra para la descarboxilasa del 4acido glutamico 65 (GADG65), molécula implicada en
la adquisicion del fenotipo GABAérgico y de distribucion similar al de los genes de la
familia Dlx, caracteristicos en ambos casos del telencéfalo subpalial (Reiner et al., 1998;
Swanson y Petrovich, 1998; Smith-Fernandez et al., 1998; Puelles et al., 2000; Brox et
al., 2003; 2004). Nuestros resultados muestran a partir de E12 la presencia de un gran
nimero de células con inmunorreactividad para el GABA en los dominios de la
amigdala hipocampal y del ntcleo taeniae de la amigdala, no habiéndose observado sin
embargo marca alguna para el gen DIx5 en ningln estadio del desarrollo. Este hecho
sugiere que las neuronas GABAZ¢érgicas originadas en el subpalio alcanzaron su posicion
final en estas regiones 7brl positivas mediante fendémenos de migracion tangencial
procedentes seguramente, dada la topografia de esta region, de la zona de proliferacion
del area entopeduncular (Cobos et al., 2001a, 2001b; Marin y Rubestein., 2001; Marin
et al., 2003).
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La aparente contradiccion entre nuestros resultados y los previamente descritos
por la bibliografia puede ser debida a la diferencia de sensibilidad de las técnicas
empleadas, muy superior en los trabajos de deteccion para el GAD65 (sondas
radioactivas marcadas con »°S). De esta forma, parece logico pensar que tanto la
amigdala hipocampal como el ntcleo taeniae de la amigdala poseen un origen
histogenético mixto, que incluye un componente minoritario subpalial GAD65 positivo
(no presente en el adyacente arcopalio) y un componente mayoritario 7br/ positivo, de

naturaleza palial.

La topologia de la amigdala hipocampal y del nucleo taeniae de la amigdala
sugiere que estas estructuras constituyen derivados de palio medial y palio ventral
respectivamente. Los estudios Puelles y colaboradores (1999, 2000, 2003) sugieren que
el conjunto del palio se halla compartimentalizado en cuatro dominios histogenéticos
claramente diferenciados, como son el palio medial (integrado por los complejos
hipocampales y parahipocampales), el palio dorsal (que incluye al Wulst y otras
regiones corticales relacionadas), el palio lateral (formado por el mesopalio, regiones
corticales olfatorias caudales y parte del arcopalio) y el palio ventral (compuesto por el
nidopalio, el bulbo olfatorio, el nucleo olfatorio anterior y las regiones corticales
olfatorias rostrales, asi como parte del arcopalio). Si bien todas estas areas muestran un
intenso marcaje para el factor de transcripcion 7brl, la expresion del gen EmxI es
caracteristica de los palios medial, dorsal y lateral, no aprecidndose marcaje ni en la
region de palio ventral ni en la eminentia thalami. Las ultimas revisiones realizadas
sobre este modelo (Puelles y Rubenstein, 2003) proponen la existencia de una
convergencia de los palios medial y ventral en los niveles telencefalicos caudobasales,
originada como consecuencia de la extension del palio medial a través de la region del
septum. La extrapolacion de los resultados obtenidos en el presente estudio al modelo
propuesto por Puelles y Rubenstein sugieren que las regiones del hipocampo y de la
amigdala hipocampal constituyen un continuo de expresion 7hrl y Emx1, quedando asi
esta ultima estructura incluida dentro del dominio de palio medial. De forma similar, la
topologia y ausencia de expresion para Emx/ del conjunto formado por el arcopalio
medial y el nucleo taeniae de la amigdala definen a ambas estructuras como derivados
de palio ventral. Esta interpretaciéon implica por lo tanto que el contacto establecido
entre los dominios medial y ventral del palio a nivel del telencéfalo basal tiene lugar
exactamente en la zona limite entre la amigdala hipocampal y el conjunto formado por
el arcopalio medial y nucleo taeniae de la amigdala, tal y como fueron definidos en el

capitulo anterior (Fig. 38).
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15.- La Amigdala Hipocampal como Estructura Homéloga al Area de

Transicion Amigdalo-Hipocampal en Mamiferos

El 4rea de transicion amigdalo-hipocampal de mamiferos pertenece al complejo
nuclear corticomedial localizado en el polo caudal ventromedial del cuerpo amigdalino,
inmediatamente adyacente a la amigdala medial. Esta region, claramente diferenciable
de las areas adyacentes debido a su elevada densidad celular, se halla
compartimentalizada en dos regiones principales, una anterolateral (profunda) y otra
posteromedial (superficial), mostrando esta Gltima un mayor grado de empaquetamiento
neuronal (Krettek, 1978., Carlsen et al., 1988; Alheid et al., 1995). Los estudios en el
telencéfalo de aves nos han llevado a proponer como homologa a esta estructura a un
nucleo de gran tamafio y aspecto esferoidal, localizado en la base del telencéfalo medial
en los niveles comprendidos entre la comisura anterior y el tracto
occipitomesencefalico, constituido por una poblacion neuronal de elevada densidad y
con un grado de empaquetamiento celular muy superior al del adyacente arcopalio
medial. Las técnicas de tincion simple de tipo Nissl revelan que la porcidon mas
superficial de esta estructura muestra a niveles caudales un nivel de compactacion
neuronal superior al presente en el resto del ntcleo, tal y como sucede en el area de
transicion amigdalo-hipocampal de mamiferos (Alheid et al., 1995). Esta region, a la
que hemos denominado amigdala hipocampal superficial, se caracteriza por presentar
una inmunorreactividad para GABA y calbindina superior a la del resto del complejo,
tanto en nimero de neuronas marcadas como en densidad de neuropilo inmunopositivo.
De forma similar, los haces de fibras inmunorreactivos para la parvalbimina presentes
en la amigdala hipocampal muestran una mayor densidad en la porcion superficial del

nucleo.

Como comentamos previamente, se ha observado la existencia de una delgada
banda de expresion 7brl que cruza a través de la region mas medial del septum y que
constituye un nexo de unidén anatomica entre la region del hipocampo y la amigdala
hipocampal superficial. Esta banda, asi como la region del hipocampo, comparten las
caracteristicas inmunocitoquimicas descritas para nuestros marcadores en la region
superficial de la amigdala hipocampal, mostrando ademas un patréon de expresion muy
similar para diversos tipos de cadherinas. Las cadherinas constituyen una gran familia
de glucoproteinas de membrana que regulan mediante procesos de adhesion celular de
caracter homotipico la morfogénesis del telencéfalo de vertebrados, incluyendo eventos
tales como la maduracion nuclear, la formacion de circuitos neurales especificos y la
sinaptogénesis (Matsunaga et al., 1988; Bixby y Zhang, 1990; Génzler y Redies, 1995;
Redies et al., 1993, 2001; Redies, 1995, 1997, 2000; Fannon y Colman, 1996; Uchida
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et al., 1996; Espeseth et al., 1998; Yoon et al., 2000). La expresiéon combinada de estas
moléculas en el territorio telencefalico suele ser coincidente con regiones relacionadas
estructural y/o funcionalmente (Takeichi, 1995; Redies., 1995; Redies et al., 2001;
Redies y Puelles, 2001). Asi, se ha descrito una intensa expresion de Cad7 en las areas
identificadas en el presente estudio como nucleo taeniae de la amigdala, la amigdala
hipocampal y la region del hipocampo, asi como en la banda septal que conecta estas
ultimas estructuras. El marcaje de Cado6b tan solo es observable en el nucleo taeniae de
la amigdala, permitiendo su clara delimitacion con respecto a la amigdala hipocampal,
mientras que el marcaje de Rcad, muy intenso en la regién profunda de la amigdala
hipocampal, muestra una sefial de tenue a moderada en el continuo establecido entre el
hipocampo y la porcion superficial de la amigdala hipocampal (Redies et al., 2001,
2002; Redies y Puelles, 2001). La distribucion diferencial de estas cadherinas refuerza
la interpretacion de que el nucleo taeniae de la amigdala y la amigdala hipocampal
constituyen dos estructuras relacionadas pero independientes, apoyan la
compartimentalizacién de esta ultima estructura en una region profunda y otra
superficial y sugieren que la continuidad entre hipocampo y amigdala hipocampal

podria tener un caracter funcional.

El nucleo posterior de la amigdala palial ha sido recientemente definido por el
foro para la nomenclatura del cerebro de aves (Reiner et al., 2004). Esta estructura,
considerada originalmente como parte del arcopalio ventral (Karten y Hodos, 1967),
posee caracteristicas tipicamente amigdalinas (Berk y Hawkin, 1985; Veenman et al.,
1995; Davies et al., 1997; Dubbeldam et al., 1997; Lanuza et al., 2000; Roberts et al.,
2002), y ha sido propuesta como un posible homoélogo al area de transicion amigdalo-
hipocampal de mamiferos en base a su topografia y caracteristicas hodoldgicas
(Martinez-Garcia et al.,, 2006). Asi, esta region proyecta hacia el hipotalamo
posteromedial, incluyendo los niveles mamilares y premamilares (Zeier y Karten, 1971;
Davies et al., 1997; Kroner y Gunturkun, 1999), y recibe aferencias desde el hipotalamo
supramamilar y premamilar (Berk y Hawkin, 1985), estableciéndose un circuito similar
al presente en mamiferos, en el que existen conexiones reciprocas entre el area de
transicion amigdalo-hipocampal y los ntcleos premamilares. Ademas, se ha descrito
que el nacleo posterior de la amigdala palial de aves, al igual que el area de transicion
amigdalo-hipocampal de mamiferos, proyecta al hipotalamo preoptico (Absil et al.,
2002), y se halla interconectado con el sistema septohipocampal, estableciendo
conexiones reciprocas con el area parahipocampal (Casini et al., 1986; Atoji et al.,
2002; Atoji y Wild, 2004). Sin embargo, tras una revision exhaustiva de la bibliografia,
hemos podido determinar que la region rostral del nucleo taeniae de la amigdala,

redefinida en el presente trabajo como amigdala hipocampal, comparte de forma similar
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ciertas caracteristicas de conectividad con el 4rea de transicion amigdalo-hipocampal de
mamiferos. De esta forma han sido descritas proyecciones desde la amigdala
hipocampal hacia el hipotdlamo posteromedial y la region preoptica hipotaldmica
(Karten y hodos, 1967., Cheng et al., 1987, 1999), asi como conexiones reciprocas entre
la amigdala hipocampal y las regiones del hipocampo y el area parahipocampal (Casini
et al., 1986; Szekely y Krebs, 1996; Cheng et al., 1999). Es interesante resaltar que la
conexion entre ultimas estructuras tiene lugar a través de la region septal, junto al
ventriculo lateral, coincidiendo con la banda de conexidon anatomica Tbrl positiva

descrita anteriormente (Cheng et al., 1999).

Las regiones cerebrales implicadas en circuitos reguladores de comportamientos
sexuales, tales como el area de transicion amigdalo-hipocampal y la amigdala medial de
mamiferos se caracterizan por mostrar una abundante expresion de receptores para
esteroides sexuales (Simerly et al., 1990; Gibbs, 1996; Mufson et al., 1999; Shughrue et
al., 1997, 1998, 2000, 2001; Pérez et al., 2003). Diversos autores han demostrado la
existencia de una elevada distribucion de receptores de androgenos (Balthazart et al.,
1992; Gahr y Wild, 1997; Bernald et al., 1999), receptores de estrogeno alpha (Bernald
et al., 1999; Camacho-Arroyo et al., 2003; Halldin et al., 2005), receptores de estrogeno
beta (Bernaldet al., 1999; Foidart et al., 1999; Halldin et al., 2005) y aromatasa (una
sintetasa de estrogenos) (Balthazart et al., 1998, 2002; Absil et al., 2000) a lo largo de
toda la extension del nticleo taeniae, incluyendo la porcion rostral comprendida entre la
comisura anterior y el tracto occipitomesencefalico, definida como amigdala
hipocampal en el presente trabajo. Por el contrario, la distribucion de estos marcadores
en el nucleo posterior de la amigdala palial es muy escasa, quedando limitada a algunas
células aisladas aromatasa positivas (Metzdorf et al., 1999) y a un marcaje poco
abundante para receptores de androgenos (Balthazart et al., 1992; Gahr y Wild, 1997).
Este hecho se considera inconsistente con la hipdtesis de homologia entre el ntcleo
posterior de la amigdala palial de aves y el area de transicion amigdalo-hipocampal de
mamiferos (Martinez-Garcia et al., 2006), mientras que apoyan nuestra propuesta de

homologia entre esta ultima estructura y la amigdala hipocampal de aves.
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16.- El Nucleo Taeniae de la Amigdala como parte de la
Amigdala Medial Extendida

El nicleo medial de la amigdala es en mamiferos el principal receptor de las
proyecciones procedentes del bulbo olfatorio accesorio, area cortical sensorial primaria
implicada en la recepcion de la informacion para las feromonas (Swanson y Petrovich,
1998), constituyendo esta una caracteristica ampliamente utilizada para la comparacion
de esta region entre los distintos grupos de vertebrados (Bruce y Neary, 1995; Lanuza et
al., 1997; Lanuza y Halpern, 1998; Martinez-Marcos et al., 1999; Moreno et al., 2003).
La ausencia de sistema vomeronasal en aves repercute directamente en una reduccion de
las regiones amigdalinas relacionadas con este sistema, ocasionando una profunda
reorganizacion del complejo amigdalino de aves y dificultando de esta forma su
comparacion con otros grupos (Reiner y Karten, 1985; Striedter, 1997). Sin embargo, la
posible homologia existente entre el nicleo de la amigdala medial de mamiferos y el
nucleo taeniae de la amigdala en aves es un topico ampliamente aceptado,
fundamentado en tres criterios, como son las similitudes hodoldgicas entre ambas
estructuras (con la importante excepcion de las aferencias procedentes del bulbo
olfatorio accesorio), las alteraciones conductales tras lesiones en el nucleo taeniae y las

caracteristicas neuroquimicas presentes en esta region.

Asi, el nucleo taeniae de la amigdala constituye una importante diana para las
proyecciones derivadas del bulbo olfatorio (Reiner y Karten, 1985) similar a las
observadas entre el bulbo olfatorio principal y la amigdala medial del mamiferos
(Lehman y Winnans, 1982), y contribuye a la division hipotaldmica del tracto
occipitomesencefalico enviando proyecciones hacia la region predptica medial, el
hipotalamo lateral, el nticleo medial del hipotdlamo posterior (considerado homologo al
nucleo ventromedial hipotaldmico de mamiferos) y regiones del hipotdlamo premamilar
(Zeier y Karten, 1971; Thompson et al., 1998; Cheng et al., 1999). Ademas, se ha
descrito que el nicleo taeniae proyecta hacia la region caudal del nucleo accumbens y
hacia el conjunto formado por el BSTL y el area subpalial amigdalina, mostrando un
patrén muy similar a las conexiones observadas entre las amigdalas extendidas mediales
y centrales de mamiferos, asi como la existencia de conexiones reciprocas entre el
nucleo taeniae de la amigdala y el area parahipocampal, similares a las descritas entre el
nucleo medial de la amigdala y la formacion hipocampal en mamiferos (Canteras et al.,
1995; Cheng et al., 1999).
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Las lesiones realizadas en la regién del nucleo taeniae de la amigdala tienen
como consecuencia una disminucion en las respuestas asociadas al miedo (Phillips,
1964; Phillips y Youngren, 1986), una reduccién en la capacidad de aprendizaje
conductal ante estimulos adversos (Cohen, 1971; Dafters, 1976; Lowndes y Davies,
1994) y alteraciones importantes en el comportamiento afectivo y reproductor,
incluyendo la pérdida del apetito sexual y disfunciones en la copulacion (Thompson et
al.,, 1998; Absil et al., 2002). Similares efectos implicados en la modulacién de
comportamientos sociales, tales como respuestas agresivas, afectivas, maternales o
sexuales han sido observados en mamiferos con ablacion de la amigdala medial (Harris
y Sachs, 1975; Masco y Carrer, 1980; Kondo, 1992; Rajendren y Moss, 1993; Kondo y
Arai, 1995; Kondo y Yamanouchi, 1995).

Numerosos estudios han demostrado que los limites del nucleo taeniae de la
amigdala pueden ser trazados de forma clara en base a la expresion de receptores de
andrégenos, receptores de estrogenos alpha, beta y aromatasa (Watson y Adkins-Regan,
1989; Balthazart et al., 1989, 1992, 1998; Gahr et al., 1993, 1997; Ball et al., 1999;
Bernald et al., 1999; Foidart et al., 1999; Absil et al., 2001), los cuales muestran
patrones de distribucion similares a los observados en la amigdala medial de mamiferos
(Word et al., 1992; Kuiper et al., 1998; Shughrue et al., 1997, 2000, 2001; Pérez et al.,
2003). La importancia que poseen estas moléculas en la regulacion de los
comportamientos sexuales en los que se halla implicada la amigdala medial ha sido
ampliamente demostrada mediante el implante de esteroides sexuales en esta region, lo
cual induce un aumento en la conducta sexual tanto en los machos como en las hembras
(Harris y Shachs, 1975; Lehman y Powers, 1980; Masco y Carrer, 1980; Lehman y
Winans, 1982; Kondo, 1992; Rajendren y Moss, 1993; Kondo y Arai, 1995; Kondo y
Yamanouchi, 1995). Se ha descrito que la distribucion de estos receptores sexuales y de
la aromatasa es también muy abundante en la division medial del “bed nucleus de la
stria terminalis” de aves (Halldin et al., 1995; Balthazart et al., 1998; Foidart et al.,
1999; Absil et al., 2001), considerada homdloga a la region homoénima de mamiferos en
base a sus caracteristicas neuroquimicas (ver apartados anteriores) y su relacion con el
hipotalamo preoptico y el hipotalamo premamilar (Absil et al., 2002; Berk y Hawkin,
1985). La amigdala medial extendida es considerada, tanto en aves como en mamiferos,
como un continuo anatémico compuesto por el nucleo taeniae y la amigdala medial
respectivamente y su extension rostral con las regiones del “bed nucleus de la stria
terminalis ” medial (Alheid y Heimer, 1988, 1995; Pitkdnen y Amaral, 1994; Swanson y
Petrovich, 1998; De Olmos y Heimer, 1999; Shammah-Lagnado et al., 2000; Swanson,
2000; McDonald, 1983, 2003). Este complejo comparte en su conjunto las

caracteristicas funcionales, hodologicas y neuroquimicas descritas hasta el momento, y
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posee una distribucion generalizada para GABA, calbindina, calretinina y nNOS muy

similares.

Los trabajos de Roberts y colaboradores en el telencéfalo de loros (2002)
sugieren la existencia de un complejo homoélogo al conjunto de la amigdala extendida
de mamiferos, denominado arcopalio extendido, en base fundamentalmente al continuo
de expresion de encefalina presente en todo el complejo. Esta amplia estructura incluye
las regiones que han sido consideradas en el presente trabajo como la amigdala central
extendida y la amigdala medial extendida de aves. La distribucion de calbindina descrita
por estos autores es especialmente abundante en las regiones correspondientes a la
amigdala medial extendida, habiendo sido descrito ademds un delgado corredor de
células positivas que discurre bajo el area subpalial amigdalina y que constituye un nexo
de unioén entre el nicleo taeniae de la amigdala y la division medial del “bed nucleus de
la stria terminalis”. Nuestros resultados corroboran la distribucidon propuesta para este
marcador, y complementan la diferencia de expresion entre las divisiones medial y
central de la amigdala extendida en base a GABA, nNOS vy calretinina. Asi, se ha
observado que en su conjunto tanto la division lateral del BST como el area amigdalina
subpalial, integrantes del complejo central, muestran una inmunorreactividad superior
en su conjunto a la que estos marcadores presentan en el nucleo taeniae de la amigdala y
en la division medial del BST. Cabe destacar sin embargo que aquellas regiones que
pueden ser consideradas como areas de transicion entre las divisiones central y medial
de la amigdala poseen caracteristicas propias de ambos complejos. Asi, la porcion mas
caudal de la division plexiforme 2 del BSTL y la division medial del area subpalial
amigdalina muestran las caracteristicas imunocitoquimicas propias de la amigdala
central extendida, presentando sin embargo al mismo tiempo una distribucion para la
calbindina muy elevada, similar a la observada en el complejo amigdalino medial (para
mas datos, consultar apartados anteriores).

Los recientes estudios realizados en base a la expresion de marcadores
histogenéticos en el telencéfalo de mamiferos y aves sugieren que tanto la amigdala
medial como el nucleo taeniae de la amigdala se incluyen, al menos en parte, dentro de
los dominios del palio (Smith-Fernandez et al., 1998; Puelles et al., 1999, 2000; Puelles
y Rubenstein, 2003). Este hecho es consistente con la homologia propuesta para ambas
estructuras en base a las similitudes hodolégicas y distribucion de marcadores
especificos. Sin embargo, el reducido tamafio del bulbo olfatorio en aves, asi como la
ausencia del oOrgano vomeronasal y del bulbo olfatorio accesorio implican
necesariamente una profunda reorganizacion del complejo medial (con funcionalidad

eminentemente quimiosensitiva) de la amigdala extendida de aves. Asi, bajo nuestro
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punto de vista el nlcleo taeniae de la amigdala podria ser considerado como una
estructura homologa a parte, pero no al conjunto, del complejo medial de mamiferos.
Parece 16gico pensar que esta region homoéloga al nicleo taeniae en mamiferos formase
parte los nticleos posteriores de la amigdala medial, localizado en la base del telencéfalo
caudal, adyacentes lateralmente al drea de transicion amigdalo-hipocampal y

relacionado lateralmente con el tracto optico.

Palio Medial

Palio Dorsal

Palio Lateral

Subpalio
Palio Ventral

Contacto Palios Medial v Ventral

Figura 38. Representacion esquematica de una seccion sagital de telencéfalo de aves en la que se muestra la
continuidad existente entre el hipocampo, la amigdala hipocampal y el nucleo taeniae de la amigdala. Las lineas
azules delimitan los derivados de los palios lateral, dorsal y medial. La linea verde delimita los derivados del palio
ventral. La linea roja representa el limite entre palio y subpalio. El asterisco se localiza en el arcopalio medial, que
incluye al menos derivados paliales, estriatales y palidales.

-129 -



onclusiones



Conclusiones

Conclusiones

1.- Los patrones de expresion combinados de genes reguladores del desarrollo

sugieren que los nucleos integrantes de la amigdala subpalial-amigdala extendida (tal y
como ha sido interpretada hasta la fecha), se incluyen en cada caso en los dominios
histogenéticos que contribuyen al subpalio, tales como el estriado, palido, area
entopeduncular y area predptica; y al palio, derivados fundamentalmente de palio

medial y palio ventral.

2.- Los marcadores neuroquimicos empleados, GABA, proteinas ligadoras de calcio y
sintasa del oxido nitrico presentan patrones de expresion espacio-temporales
diferenciales en la amigdala subpalial-amigdala extendida durante el desarrollo

embrionario e individuo adulto.

3.- La distribucién diferencial de GABA, calbindina, calretinina y nNOS en la division
lateral del bed nucleus de la stria terminalis sugiere la compartimentalizacion de esta
estructura en tres regiones bien diferenciadas, a las que hemos denominado BSTL

magnocelular, BSTL plexiforme 1 y BSTL plexiforme 2.

4.- Los marcadores GABA vy calbindina permiten definir de forma precisa los limites
de las divisiones medial 1 y medial 2 del bed nucleus de la stria terminalis, revelando la
existencia de una delgada banda de tejido dispuesta a modo de conexion anatdémica

entre ambas estructuras.

S.- El bed nucleus de la stria terminalis muestra en su conjunto un fuerte marcaje para
DIx5 y Nkx2.1, lo cual indica una naturaleza palidal del complejo. La division lateral
plexiforme 2, medial 1 y medial 2 del BST presentan ademads una intensa sefal para Ss#,
lo cual sugiere la integracion de derivados procedentes del area entopeduncular/area

preoptica en sus dominios.
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6.- La expresion diferencial de Ssk, calbindina y otros marcadores neuroquimicos

presentes en la division lateral plexiforme 2 y en las divisiones mediales del bed nucleus
de la stria terminalis, asi como la extension hacia el area predptica-hipotaldmica
mostrada por ambas estructuras en los niveles telencefalicos caudales plantean la
posibilidad de que al menos parte del BSTL plexiforme 2 deba ser considerado, a

efectos de nomenclatura y homologias, como integrante del complejo medial del BST.

7.- La inmunorreactividad caracteristica para nNOS ha permitido definir la existencia
de un corredor de células y neuropilo intensamente marcado, ubicado bajo la division
medial del bed nucleus de la stria terminalis en la region preodptica-hipotalamica. La
topologia de este Corredor nNOS, asi como su relacion con el tracto
occipitomesencefalico y la expresion diferencial mostrada por el gen 7brl y los
marcadores nNOS, GABA, calbindina y calretinina sugieren que esta estructura puede

formar parte de la amigdala palial de aves.

8.- Los limites del 4rea subpalial amigdalina pueden ser trazados de forma clara en

base a la distribucion caracteristica de los marcadores nNOS vy calretinina. La expresion
diferencial de estos marcadores indica que esta region se extiende hacia los niveles
telencefalicos rostrales, manteniendo en todo momento una intima relacién con la
division lateral del bed nucleus de la stria terminalis, y sugiere al mismo tiempo la
existencia de un contacto con la superficie telencefilica en los niveles inmediatamente

rostrales a la comisura anterior.

9.- El intenso marcaje para DIx3 y Pax6 presente en el area amigdalina subpalial, junto
a la total ausencia de sefial Nkx2.] en esta region, permiten descartar un origen palidal
para ambas subdivisiones, medial y lateral. La expresion combinada de estos
marcadores sugieren la naturaleza estriatal del conjunto, no pudiendo ser descartada sin

embargo la existencia de una contribucién entopeduncular y/o preodptica.

10.- Los patrones de distribucién mostrados por el GABA, la calbindina y la

calretinina durante el desarrollo sugieren que el nucleo taeniac de la amigdala y la
amigdala hipocampal constituyen dos estructuras independientes, proximas pero no

adyacentes, separadas entre si por el arcopalio medial.
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11.- La intensa sefial ThrI presente en los dominios del nucleo taeniae de la amigdala,
el arcopalio medial y la amigdala hipocampal indica que estas estructuras poseen un
origen mayoritariamente palial, por lo que no han de ser incluidas bajo el epigrafe de

amigdala subpalial-amigdala extendida.

12.- La topologia de estos niicleos sugiere que tanto el nicleo taeniae de la amigdala
como el arcopalio medial se incluyen en el compartimento del palio ventral, mientras
que la amigdala hipocampal, el hipocampo y la conexion anatémica entre ambas
estructuras pertenecen al dominio de palio medial. La convergencia de los palios ventral
y medial en los niveles telencefalicos caudales puede tener lugar por tanto en el limite

entre el arcopalio medial y la amigdala hipocampal.
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