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1.1.- LA AMIGDALA

1.1.1 Organizacién Funcional

La amigdala es una estructura subcortical del sistema limbico compuesta por una
serie de nucleos situados en la porcion antero-ventral del I6bulo temporal del cerebro de
los primates. También se la denomina complejo amigdalino y en las distintas especies
animales se encuentra en diferentes localizaciones. Asi, en los marsupiales esta en el suelo
del asta temporal de los ventriculos laterales, mientras que en la mayoria de los mamiferos

esta situada por delante del asta temporal de los ventriculos laterales.

El término “amigdala” fue utilizado por primera vez por Burdach a principios del
siglo X1X, para describir la existencia de una masa de sustancia gris en forma de pera a la
que también denomind nucleo amigdalino (Fig.1). Cincuenta afios mas tarde el examen
microscopico de sus cortes histoldgicos del l6bulo temporal, revelaron la existencia de

diferencias estructurales en la misma (Swanson y Petrivich, 1998).

La amigdala estd compuesta por numerosos nucleos de neuronas, agrupados
principalmente en un complejo basolateral (incluyendo los nucleos basomediales), y los
nacleos central y cortical-medial, estando tanto anatomica y como funcionalmente
intercalada entre el procesamiento emocional y motivacional (cortical), y la respuesta
somatica periférica. De esta manera, estructuras especialmente importantes para las
funciones emocionales y motivacionales alcanzan la amigdala que posee vias de salida que

contribuyen a la creacion de una serie de circuitos cortico-subcorticales, que proporcionan
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una parte importante del sustrato anatomico para la elaboracion respuestas funcionales, en
las que la amigdala, como decimos, integraria la informacion correspondiente del
procesamiento del componente emocional, mediando en su traduccion posterior a la hora
de elaborar la respuesta somética o conductual adaptativa correspondiente (Heimer, 1969;

Nieuwenhuys y cols. 2009).

Fig 1.- Primera ilustracion del nucleo amigdalino (Mandelkern), en el hemisferio cerebral
en humanos. Una flecha afiadida a la figura de la derecha indica el nucleo amigdalino tal
y como lo dibujé Burdach

Uno de los problemas que se plantean a la hora de describir el sistema amigdalino
es el hecho de que los distintos nicleos que lo componen no son celularmente homogéneos
ni en el tamafio, ni en la forma de sus células. Asi, la utilizacion de técnicas de
impregnacion con Golgi ha revelado la existencia en el complejo amigdalino de tres tipos
de células: a) células estrelladas, b) células tipo piramidales y c) células piramidales

modificadas (McDonald, 1992; Roberts, 1992; Carlsen y Heimer, 1988).
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La composicion celular del grupo lateral, basal y cortical es similar, asi como las
zonas mediales del &rea amigdalina anterior. El ndcleo lateral, ademas, contiene células

muy pequefias que no se encuentran en otros ncleos amigdalinos (Isaacson, 1974).

Sin embargo y a pesar de que la amigdala tenga origenes embrioldgicos
heterogéneos, las diferentes divisiones amigdalinas en las distintas especies animales
muestran una organizacion histoquimica y topografica en la que se incluye un conjunto de
intrincadas conexiones intraamigdalinas, lo que sugiere que la amigdala no es un concepto
arbitrario sino un verdadero sistema funcional cuyo fisiologia va comprendiéndose mejor

de dia en dia (Martinez Garcia y cols., 2002).

La organizacion del complejo amigdalino y sus conexiones ha sido tema de intenso
debate en la ultima década del pasado siglo XX, tanto en relacion con la nomenclatura y
con el nimero de ndcleos que lo constituyen, como con su clasificacion. Johnston (1923),
en estudios ya considerados clasicos, dividio el complejo amigdalino en dos grandes
porciones, una centromedial y otra cortico-basolateral. La porcion centromedial,
constituida por el ndcleo central y el medial e esta intimamente relacionada con el estriado.
Es la porcion mas antigua desde el punto de vista ontogénico y filogénico. La porcion
cortico-basolateral, estd formada por los nicleos cortical y basolateral en intima asociacion
con la corteza cerebral. Este autor también observo que el ndcleo centromedial tenia
extensiones que proyectaban rostralmente a traves de la estria terminal hacia el nucleo del
lecho de la estria continuando por esta via. Este concepto de Johnston de “una amigdala
multicompartamental” en relacion a la organizacion estructural y funcional de la amigdala

ha dominado hasta finales del siglo XX.

Posteriormente y con el fin de establecer una mejor correlacion entre la division

nuclear y las conexiones de cada nucleo amigdalino, se han propuesto algunas
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modificaciones en la nomenclatura de los nicleos de la amigdala tanto en la rata como en
el gato. Price (1981) describié en la rata un nucleo medial con tres subdivisiones,
anteroventral, posterodorsal y parte principal o cuerpo del nucleo, un nucleo basolateral

con dos subdivisiones, una anterior y otra posterior, y un nucleo basomedial.

Por otro lado, Swanson y Petrovich (1998) propusieron que la amigdala era una
suma de estructuras anatémicas diferentes y no relacionadas entre si. Estos autores
sugirieron que el término “amigdala” deberia ser abandonado porque sus componentes
pertenecen a sistemas funcionales diferentes. Este criterio fue seguido por por otros
autores, basandose sobretodo en estudios de expresion génica (Alvarez-Bolado y cols.,

1995, 1996).

Posteriormente se ha sugerido que la amigdala no es una entidad neurobioldgica
aislada, sino que deberia concebirse en términos mas amplios, como una regién constituida
por varias y distintas estructuras, cada una relacionada con diferentes sistemas y estando

intimamente relacionadas entre si unas con otras (McDonald 2003).

En la actualidad, se asume que para que la amigdala lleve a cabo la diversidad de
funciones en las que estd implicada, necesita una amplia gama de conexiones con otras
estructuras del sistema nervioso central (SNC), tanto aferentes como eferentes, y una
compleja red de interconexiones internas entre los distintos nucleos que la constituyen.

En este sentido, numerosos estudios describen cémo la amigdala esta conectada
practicamente con la totalidad del encéfalo, lo que habla a favor de su papel integrador en
el procesamiento emocional. Asi, las aferencias procedentes del talamo Ottersen (1981) y
la corteza, tanto limbica como extralimbica, llegan principalmente al complejo basolateral
(Vertes,2004; Song, 2015; Moyer, 2015). El nucleo central recibe su aferencia mayoritaria

del sistema auténomo central (red autdnoma central integrada por hipotalamo, sustancia
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gris periacueductal, nucleo dorsal del rafe, nacleo parabraquial, locus coeruleus, ndcleo
solitario, &rea reticular ponto-bulbar, y sus proyecciones aferentes y eferentes (Norgren,
1976; Zé&borszky. 1977; Post, 1980; Rizvi, 1991; Hoover, 2011; Reppucci, 2015). Por su
parte, al nucleo cortical llegan aferentes por la estria olfatoria lateral (Scalia, 1875; Niu,

2012).

Los nucleos del tracto olfatorio forman parte del complejo corticomedial que esta
ademéas formado por los ndcleos central, medial y cortical, asi como por el area de
transicién cortico-amigdalina. Esta amigdala corticomedial recibe un importante
contingente de fibras procedentes del bulbo olfatorio, a través de la cintilla olfatoria lateral.
También recibe aferencias hipotalamicas y de los nlcleos talamicos de la linea media.
Estas fibras entran en la amigdala por sus tractos eferentes que constituyen el mayor
contingente de fibras de la estria terminal. Sus fibras alcanzan los nucleos septales vy el

hipotalamo, esencialmente en areas de éste que son de caracter sexual (Armstrong, 1991).

La eferencia amigdalina fundamental se dirige principalmente desde el nucleo
central, hacia el hipotdlamo lateral y el nicleo paraventricular (a través de las vias
amigdal6fugas ventral y dorsal, y de la estria terminal), lo que apoya su implicacion en
procesos relacionados con la conducta visceral, con el control de la ingesta de alimentos,
mediante una accion moduladora por inhibicion o facilitacion del hipotalamo lateral.
Ademas y mediante sus proyecciones descendentes, sobre todo las procedentes del nucleo
central, colabora con el hipotdlamo en el control del sistema nervioso autbnomo, durante
las respuestas conductuales concretas (como elevacion de la presion arterial, cambios en la
motilidad intestinal, etc.). Efecto que alcanza a través de de una conexion directa por el
fasciculo longitudinal dorsal, al propio sistema nervioso autonomo central. Todas estas

conexiones se establecen en ambas direcciones (de ida y vuelta) con regiones enceféalicas

10
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como el estriado adyacente o el mesencéfalo rostral, dando lugar a la respuesta somatica

correspondiente (Heimer, 1969; Kamali, 2015).

Es importante destacar que la amigdala, ademas de las aferencias corticales que
vehiculan informacién emocional de los estimulos del entorno (en general excitadoras),
recibe también influencias prefrontales y orbitofrontales de caracter inhibitorio, que
participan en la modulacién del patrén de descarga del complejo amigdalino (Rosenkranz,

2001; Tessitore, 2002; Hoover, 2011).

La funcion de coordinacién emocional que ejerce la amigdala se encuentra regulada
asimismo por otros sistemas de control que actlan en paralelo. De esta forma, la via
dopaminérgica meso-limbica (procedente del mesencéfalo rostral: area tegmental ventral y
sustancia negra) atenta la inhibicion que la corteza prefrontal ejerce sobre la amigdala,
liberando su aferencia sensorial, y con ello la percepcion emocional, especialmente de
estimulos relacionados con la ira y el miedo (alterandose por tanto en casos de deplecion
dopaminérgica, como en la enfermedad de Parkinson) (Swanson, 1982; Rosin y cols.,

1992: Deutch, 1993).

Maés en concreto, se ha descrito que la amigdala modula la elaboracién de
respuestas de tipo emocionales tanto innatas como aprendidas. Las respuestas innatas
vendrén determinadas por la aferencia autonémica hipotalamo-troncoencefalica al ndcleo
central amigdalino, desde donde se organizara de manera directa la respuesta somatica
correspondiente. Por otro lado, la existencia de una compleja conectividad interna en la
amigdala entre los distintos nucleos amigdalinos, permite a este complejo nuclear asociar
respuestas autonomas simples con respuestas conductuales muy elaboradas, al poner en

relacion estadios de procesamiento troncoencefalico, diencefalico y telencefélico,

11
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equilibrando el conjunto de aferencias excitatorias e inhibitorias con las necesidades

homeostaticas del medio interno (Cowan, 1965).

Por otro lado, la amigdala participa también de los sistemas neurales que subyacen
en los procesos de aprendizaje de tipo asociativo, dando lugar a la formacion de memoria
implicita (Morgan y LeDoux, 1999), al permitir la vinculacién de estimulos condicionados,
que pueden ser procesados tanto a nivel cortical como talamico (generando respuestas a
mas corta latencia, que pueden ser utiles en situaciones de peligro) con respuestas
somaticas previamente relacionadas con estimulos no condicionados. En este sentido, un
ejemplo de la participacion del complejo amigdalino en el aprendizaje asociativo y la
formacion de memoria implicita es el caso del miedo aprendido (tanto el miedo
condicionado simple como reacciones de sobresalto potenciadas por el miedo), mecanismo
similar al que se pone en marcha en el ser humano en los estados de ansiedad (McGaugh

1989; Quirk et al. 1995; Maren, 1996; Grindemann, 2015).

Un modelo de alteracion en la funcion amigdalina es el que aparece en la
enfermedad de Urbach-Wiethe. Esta enfermedad consiste en un trastorno degenerativo que
se acompafia de un deposito de calcio en la amigdala. En esta enfermedad se produce de
forma caracteristica un déficit en la capacidad para reconocer los signos emocionales en la
expresion facial, aunque se conserve la capacidad discriminativa consciente de la identidad
facial. Dentro de la informacion visual de una cara, existen determinados datos complejos
portadores de una mayor carga emocional (por ejemplo, la direccién de la mirada), que son
analizados por areas de la corteza temporal inferior, diferentes del area del reconocimiento
de la identidad (cuya alteracién daria lugar a una prosopagnosia), que se proyectan a la
amigdala. De esta manera, lesiones de este componente aferente, 0 en su caso del mismo

nacleo amigdalino, alteran la capacidad de reconocimiento y respuesta adecuada ante el

12
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contenido emocional de un rostro. Dada la importancia que posee la expresion facial en
nuestro desarrollo social, las alteraciones en este sistema de procesamiento llevan como
consecuencia a un déficit importante de cognicién social (Newton y cols., 1971; Staut y

Naidich, 1998; Siebert, 2003).

En lineas generales, puede decirse que la lesiébn amigdalina da lugar a una
incapacidad para generar frente al entorno una respuesta emocional inconsciente (respuesta
somatica), especialmente cuando el estimulo va cargado de componente emocional lo que
constituye el miedo (Kandel, 2013). Pero ademas, la amigdala interviene de en otras
formas de respuesta como placer y otras reacciones apetitivas, teniendo en cuenta que la
alteracion, por lesion de la misma, que produce a la hora de asociar informacion sensorial
ambiental con aspectos tanto gratificantes como no gratificantes de un estimulo
determinado. Un ejemplo de ello lo vemos en el sindrome de Kliver-Bucy, en el que la
hiperoralidad puede estar relacionada con una pérdida de la capacidad discriminativa de las
caracteristicas gratificadoras de los objetos visuales, lo que les lleva a explorarlos
gustativamente de forma indiscriminada. También el condicionamiento contextual, por el
que un organismo tiende a aumentar la exposicion y el contacto con entornos en los que
encontr6 gratificacion en el pasado, ejemplifica el papel de la amigdala en el

procesamiento de estimulos emocionales de caracter gratificante (Torras, 1981).

Ademas, posiblemente, la amigdala no solo regule el componente autonomo
eferente de las respuestas conductuales simples y condicionadas, sino que intervenga en el
procesamiento del recuerdo mismo generado a partir del procesamiento emocional y del
aprendizaje, aunque en el almacenamiento de este tipo de memoria implicita participan
también y de una manera fundamental otras areas, principalmente corticales como son el
cingulo y el giro parahipocampal. Estructuras estrechamente vinculadas con la propia

amigdala. Los experimentos llevados a cabo a este sentido por Morgan y LeDoux (1999)
13
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apoyaron la existencia de sistemas anatomicos diferenciados implicados en el
almacenamiento de tanto de recuerdos conscientes como inconscientes del procesamiento
emocional, dependiendo los primeros de determinadas instancias corticales (corteza
prefrontal) y de la amigdala, y los segundos dependiendo de otras &reas corticales (como
los mencionados cingulo y giro parahipocampal). El patron de conectividad de la amigdala
con la corteza extra-limbica actta en todo caso de manera bidireccional, de tal forma que
esta estructura parece participar también en el procesamiento consciente de la informacion
emocional. Este procesamiento explicito emplea en parte un sistema de transmision beta-
adrenérgico, cuyo bloqueo dificulta el recuerdo consciente de estimulos ambientales y

escenarios cargados emocionalmente (Cahill, 2003).

Asi pues, la lesion amigdalina ocasiona no s6lo una descoordinacion entre el
procesamiento consciente y el inconsciente de la informacién de un estimulo emocional,
sino que ademas da lugar a la pérdida de recuerdos emocionales, y a una incapacidad para
expresar somaticamente la respuesta autbnoma correspondiente, vehiculada en condiciones

normales por este nivel subcortical del procesamiento emocional.

Otros estudios de lesién inducen a pensar en que la lesion de esta zona amigdalina
podria dar lugar a una alteracion de estas funciones relacionadas con la olfaccion y
respuestas sexuales, lo que justifican teniendo en cuenta la localizacién de la amigdala
dentro de la via olfatoria y por sus proyecciones hacia las areas sexuales dimorficas del
hipotdlamo (Devor, 1973; Cherry, 1999; Ayoub, 2013). Sin embargo, se ha observado que
la lesion bilateral de la amigdala no altera el sentido del olfato, ni genera modificaciones en
la conducta sexual si no va acompariada de la lesion de la corteza piriforme (Stacey, 1983).
Por otra parte Estudios en los que la estimulacion o lesion de la amigdala provoca cambios
conductuales, como reacciones de ira (en el caso de estimulacion) y de temor o docilidad

(en el caso de destruccion), pero cuando la lesion es bilateral suele ponerse de manifiesto
14
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una especie de ceguera psiquica que justifica el papel de la amigdala como centro

integrado en los circuitos mnésicos (Delgado y cols. 1998).

Por ultimo, lesiones o anormal funcionamiento de la amigdala o de alguno de sus
nacleos aparecen en humanos en varias enfermedades como es la epilepsia, la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia, en estados de depresion, de
adiccion o en trastornos generados por estrés postraumatico. (Cannon y cols. 1999; Lawrie
y Abukmel, 1998; Wright y cols., 2007, 2000; Harrison 1999; Maier y cols., 2000;
Trimble, 1991; Kanemoto y cols, 1996; Slater y cols., 1963; Quirk y Gehlert 2003; LaBar
y LeDoux 1996;; Yilmazer-Hanke, 2015; Veer y cols. 2015; Huang y cols., 2015; Van

Mierlo, 2015).

En raras ocasiones se manifiesta el sindrome de Kluver-Bucy en forma completa en
humanos tras lesiones de amigdala, aunque si se observa torpeza en la de la capacidad de
respuesta emocional. Estos descubrimientos, junto con las alteraciones en el
comportamiento emocional que aparece en ciertas enfermedades neuroldgicas en la existe
afectacion de la amigdala y en la enfermedad de Alzheimer, apoyan el papel de la del
complejo amigdalino en los procesos emocionales. Algunos autores, han encontrado
similitudes entre los sintomas de inadaptacién social que aparecen en monos tras una
lesion del l6bulo temporal, y algunos de los sintomas deficitarios que aparecen en la
esquizofrenia (Zola-Morgan y cols. 1991; Kromer y cols. 1990; Kirkpatrick y Buchanan

1990).

15
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1.1.2.- Mecanismos de Neurotransmision en el Complejo Amigdalino

Estudios bioquimicos y de inmunofluorescencia han revelado la existencia de los
principales neurotransmisores en la amigdala de diversas especies animales incluido en
primates, asi como su distribucion (Fallon y cols., 1981; Bjorklund y Lind Vall, 1984;

Hokefel y cols., 1984 a y b; Fallon y Loughlin, 1985; Price y cols., 1987; Amaral, 1992).

La mayoria de los autores sefialan, que la actividad colinérgica, determinada mediante
colinacetiltransferasa, se encuentra en su mayor parte en los ndcleos amigdalinos lateral y
basal. (Ben-Ari y cols., 1977; Saavedra y cols., 1974). El origen de esta innervacion
colinérgica en la amigdala se ha localizado en neuronas de la sustancia innominada
(Fibiger, 1982; Nagai y cols., 1982) y en menor grado en el area preoptica lateral. Pero
sobre todo la amigdala recibe una importante innervacion colinérgica que procede del
nucleo basal magnocelular de Meynert, en concreto de su parte anterolateral, que alcanzan
los ndcleos basal y basal accesorio, el area amigdalohipocampica y el nucleo de la cintilla

olfatoria lateral (Mesulam y cols., 1983).

También se han descrito en la amigdala proyecciones noradrenérgicas procedentes
sobre todo del locus coeruleus (con alguna contribucién de los grupos celulares
tegmentarios laterales), asi como innervacion dopaminérgica del area tegmental ventral, la
sustancia negra pars compacta y la extensién caudal de sustancia negra en el
mesencefalo. (Fallon y cols., 1978; Meibach y Katzman, 1981; Fallon y Philippe, 1992). El
nucleo central, los nudcleos intercalados y la corteza periamigdalina muestran los niveles
mas altos de inmunorreactividad a dopamina-B-hidroxilasa, mientras los ndcleos mas

profundos contienen pocas fibras noradrenérgicas (Sadikot y Parent, 1990).

16
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Los nucleos dorsales del rafe, y en menor medida también los mediales, constituyen
el origen de la inervacion serotoninérgica de la amigdala, (More y cols., 1978; Bobiller y
cols., 1979.; Parnt y cols., 1981) que discurre por el fasciculo prosencefalico medial junto
con proyecciones noradrenérgicas (Mehler, 1980). Los plexos méas densos
inmunorreactivos a la serotonina se hallan en los nucleos lateral, basal parvocelular y
magnocelular, basal accesorio magnocelular y central, asi como en el area

amigdalohipocampica.

El estudio de la distribucion del acido y-amino butirico (GABA) y su enzima
glutamato descarboxilasa (GAD), demuestra que la mayor parte de la inmunorreactividad
se encuentra en el nacleo central seguido por el nucleo medial (Ben-Ari, 1981) y el area
amigdalina anterior, con niveles mas bajos en los nucleos basal accesorio, basal y lateral.
Ademas se encuentran cuerpos celulares GAD- o GABA-inmunorreactivos en todos los
nacleos amigdalinos, sobre todo en los nucleos basal, lateral y cortical, siendo probable
que estos nucleos den lugar a una importante red de plexos terminales GABAérgicos en el

complejo amigdalino (Otterson y cols., 1987).

Se han encontrado también niveles altos de reactividad al GAD en la estria
terminal. Estudios de lesién realizados tanto de la estria terminal como en la via
amigdalofugal ventral no afectaron a las estructuras amigdalinas, 1o que sugiere que la

innervacion GABAZérgica de la amigdala es fundamentalmente intrinseca. (Ben-Ari, 1981).

En cuanto a la sustancia P, han sido detectadas neuronas inmunorreactivas a la
misma en los nucleos amigdalinos medial y central (Ljunahl y cols., 1978) y se ha

demostrado su presencia en el haz amigdalofugal y estria terminal (Sakanak y cols., 1981).

Se ha demostrado la presencia de ceélulas y fibras inmunorreactivas a la

somatostatina asi como su distribucion en el ndcleo lateral, basal y central con variaciones
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tanto intra como internucleares (Amaral y cols., 1989). EIl estudio se ha realizado
utilizando anticuerpos policlonales a distintos fragmentos de prosomatostatina en la

amigdala del mono (Amaral y cols., 1992).

El neuropéptido Y tiene una distribucion muy similar a la de la somatostatina, lo
que refleja el fuerte grado de coexistencia de ambos péptidos en muchas neuronas centrales

(Hendry y cols., 1984; Amaral y cols. 1992).

El ndcleo medial de la amigdala contiene fibras y cuerpos celulares
inmunorreactivos a la vasopresina (Café y cols. 1989; Sofoniew 1985) encontr6 que la
“amigdala media” recibe proyecciones que contienen vasopresina/neurofisina desde el
ndcleo supraquiasmatico, mientras la “amigdala central” recibe fibras procedentes del

nucleo paraventricular hipotaldmico.

El nucleo central amigdalino parece ser la Unica region del sistema limbico que
contiene diferentes péptidos opioides (Haber y Elde, 1982; Inagaki y Parent, 1985; Sadikot
y cols., 1988). Algunas fibras encefalinérgicas parecen proyectar a través de la estria
terminal. Por lo general, se han encontrado pocas neuronas o fibras relacionadas con
opioides. En los nucleos medial y central de la amigdala se observan cantidades
apreciables de inmunorreactividad para B-endorfina, que al parecer procede de neuronas

inmunorreactivas a la pro-opiomelanocortina del hipotalamo mediobasal.

Ademas, los nucleos medial y central presentan aferentes con hormona liberadora
de corticotrofina, que parecen proceder, en gran parte, del nucleo paraventricular
hipotalamico. La distribucion de neuronas peptidérgicas en el nicleo del lecho de la estria

terminal es similar a la del ndcleo central.
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Un dato caracteristico de ciertas partes del complejo amigdalino es la presencia de
gran numero de receptores para hormonas esteroides y de neuronas que concentran dichas
hormonas (Pfaff y cols., 1976). Asi, los nucleos corticales medial, basal accesorio y
posterior contienen numerosas neuronas con importantes centraciones de estrogenos en su
interior, mientras que las neuronas que concentran dihidrotestosterona se encuentran sobre
todo en el nacleo medial, asi como en los nucleos basal accesorio, basal parvocelular y

lateral.

También existe un alto nivel de actividad de las enzimas 5%-reductasa, que convierte
la testosterona en 52-dihidrotestosterona no aromatizable, y aromatasa que convierte la

testosterona y la androstendioina en estradiol (Michael y Rees, 1982).

La presencia de este sistema de neuronas con actividad quimica sobre los esteroides
en ciertas partes de la amigdala sugiere que algunas de sus funciones, pueden ser

considerablemente afectadas por los cambios en la situacion endocrina.
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1.1.3.- Implicaciones Funcionales de la Amigdala

A lo largo de la historia se han realizado numerosos estudios, utilizando diferentes

tipos de técnicas, con el fin de definir las caracteristicas funcionales de este grupo nuclear.

Asi, se ha demostrado que la estimulacion eléctrica amigdalina tiene efectos muy
variados sobre la actividad del sistema nervioso. Gloor (1955, 1960) lleg6 a la conclusién
de que la amigdala podia actuar como moduladora de las funciones autonomas, endocrinas
y conductuales del hipotdlamo. Esta teoria ha sido posteriormente apoyada por otros
autores (Egger, 1967; Murphy y cols., 1968; Oomura y cols., 1970). Entre las respuestas
moduladoras provocadas por la estimulacién del complejo amigdalino se describen: a)
Alteraciones en el sistema nervioso autdbnomo, que se manifiestan como modificaciones en
la profundidad y frecuencia de la respiracion, variaciones en la motilidad gastrointestinal y
uterina, en la frecuencia cardiaca, piloereccion, dilatacion pupilar, salivacion y miccion
(Cornish 'y Hall, 1979). b) Respuestas motoras, en forma de posturas, gestos y
desplazamientos (Shealy y Peele, 1957; Delgado-Garcia y Mir, 1974). c¢) Respuestas
endocrinas, con variaciones en los niveles de actividad de las glandulas adrenales,
hipofisis, tiroides y gonadas (Velasco y Taleisnik, 1971; Martin y cols., 1973; Carrillo y
cols., 1977). d) Cambios en la conducta, con reacciones de amenaza, huida o agresion; y
por otro lado, de acercamiento (Fernandez de Molina y Hunsperger, 1959, 1962; Kaada,
1972; Halgren, 1981).

Dentro del efecto que la amigdala tiene sobre las distintas formas de conducta, debe
mencionarse la importancia que tiene esta estructura sobre la ingestion de agua y
alimentos. La estimulacion eléctrica o quimica del nucleo cortical y area amigdalina
anterior facilita la ingesta, mientras que se obtienen efectos contrarios cuando se estimula

el ndcleo basolateral (Mifiano y cols. 1992).
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Experimentos electrofisioldgicos realizados tanto a nivel unitario como intracelular
han confirmado la compleja influencia amigdalina sobre las diversas &reas a las que
proyecta. El tipo de respuesta obtenida depende entre otros pardmetros, del nucleo
amigdalino estimulado y de la frecuencia de estimulacion (Gloor, 1955; Fernandez de
Molina y Ruiz Marcos, 1967; Dreifuss y Murphy, 1968; Oomura y cols., 1970; Dreifusss,

1972; Fernandez de Molina y cols., 1974; Sturn y cols., 1976).

Experimentos de lesion o ablacion de la amigdala tanto total como parcial, han
permitido una mejor evaluacién de la significacion funcional de la misma. La ablacion
bilateral total de la amigdala no afecta de forma notable la actividad somética, autbnoma o
endocrina del animal; pero en cambio, la conducta global del mismo se altera gravemente
(Gloor, 1972). La amigdalectomia es la causa principal del sindrome de Kluber y Buzy
(1937), descrito por dichos autores, y que surge como consecuencia de la ablacion del
I6bulo temporal en monos (Richardson, 1973; Aronson y Cooper, 1979; Masco y Carrer,
1980; Aggleton y Passingham, 1981; Thomson, 1981). Los animales amigdalectomizados
se comportan como si hubiesen perdido la capacidad de interpretar sefiales exteriores, es
decir, los estimulos no generan la respuesta emocional adecuada, por lo que decrece la
reaccion de evitacion a estimulos aversivos (Ursin, 1965; Pellegrino, 1968; Kaada, 1972;

Coover y cols., 1973; Werka y cols., 1978).

Estudios realizados en pacientes con epilepsia de I6bulo temporal suministran
evidencia adicional de que los mecanismos emocionales estan representados en el 16bulo
temporal y se localizan preferentemente en estructuras profundas del mismo, en especial la
amigdala. Las respuestas emocionales producidas durante la fase de crisis epilépticas, o
evocadas por estimulacion eléctrica amigdalina en enfermos bajo anestesia local y con
electrodos implantados crénicos (Penfield y Mullan, 1959; Gastaut, 1952; Bente y Kluge,

1953), han aportado mas evidencias para considerar que el l6bulo temporal, en concreto la
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amigdala, contiene estructuras que cuando son excitadas pueden generar una respuesta
emocional, en las que se incluyen miedo, rabia, asi como ansiedad y placer. Estas
observaciones, apoyan la idea de que los mecanismos motivacionales implicados en
determinados tipos de conducta como la conducta de evitacion, tienen una mayor

representacion en la amigdala que en el neocortex temporal.

De esta forma, la amigdala es considerada como la estructura que posibilita el
enlace de los sistemas perceptuales con los sistemas de elaboracion, expresion y
experiencia de la emocién. Es en ella donde se produciria la integracion del significado
afectivo de los datos sensoriales en la situacion ambiental del momento presente en que se

perciben, con la experiencia pasada del individuo.

El interés por el papel de la amigdala en procesos de memoria ha ido aumentando a
lo largo de estos Gltimos afios. Diversos autores basandose en el hecho de que los procesos
de aprendizaje estan influenciados por los estados emocionales, han sugerido que la
amigdala actuaria sobre ellos al mediar el estado emocional. A partir de esta sugerencia, ha
propuesto que la amigdala codifica, almacena y recoge atributos emocionales positivos y
negativos de recuerdos especificos (Halgren y cols., 1980; Kesner, 1981, 1982; Baker y

cols., 1982; Liang y cols., 1982, 1983; Phelps, 2004).

Experimentos realizados mediante técnicas de estimulacion han demostrado que
tanto la amigdala como el hipocampo intervienen en diversos procesos de aprendizaje.
Douglas y Pribram (1966), demostraron que la estimulacién eléctrica del hipocampo o de
la amigdala produce alteraciones en la retencion de tareas de evitacion pasiva y de
condicionamiento del tipo aversivo (Goddard, 1964; Pellegrino, 1965; Kesner y Doty,
1968; Lidsky y cols., 1970; Lidsky y Slotnick 1971; McDonough y Kesner, 1971,

Bresnahan y Routtenberg, 1972, Yajeya y cols., 1991). Estudios més recientes realizados
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en primates han demostrado que la lesion combinada de amigdala e hipocampo produce
defectos graves en la retencion de tareas de discriminacion visual y tactil (Mishkin, 1978;
Mishkin y Aggleton, 1981; Murria y Mishkin, 1983), en cambio la ablacién bilateral de
una u otra estructura produce solamente un ligero déficit. Se ha sugerido que dichas
lesiones podrian ser la causa del sindrome amnésico que presentan algunos pacientes tras

el padecimiento de ciertas afecciones cerebrales que afectan a estas estructuras.

Las lesiones bilaterales del 16bulo temporal en humanos, producen déficits muy
caracteristicos (Scoville, 1954; Scoville y Milner, 1957; Penfield y Milner, 1958; Brierly y
cols., 1960). Los acontecimientos vividos por el paciente después de la lesion cerebral son
facilmente olvidados, mientras que el recuerdo de los acontecimientos ocurridos antes de la
lesion permanece intacto. Este profundo déficit de la memoria anterégrada, se extiende a
varios tipos de informacion sensorial y se la conoce con el nombre de amnesia global.

Bower (1967) y Underwood (1969) propusieron que la memoria de un
acontecimiento especifico esta compuesta por una coleccion de atributos, cada uno de los
cuales representa una caracteristica del acontecimiento. Teniendo en cuenta esta vision
multidimensional de la memoria, los experimentos de ablacion combinada del hipocampo
y amigdala realizados en monos por Kesner y Ardi (1983), Cross y Goodman (1982),
Zola-Morgan y cols. (1982), sugieren que la amigdala y el hipocampo pueden tener
diferentes funciones en los procesos de memoria. El hipocampo tendria un papel
fundamental en la codificacion, almacenamiento y recogida de atributos temporo-
espaciales dentro de un concepto ambiental, y la amigdala actuaria sobreafiadiendo los

atributos emocionales.
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1.2- EL COMPLEJO BASOLATERAL AMIGDALINO

(BLA).

El complejo basolateral amigdalino es un area subcortical heterogénea que esta
presente en todos los mamiferos, estando particularmente desarrollado y diferenciado en
humanos. Johnston (1923) definié al complejo basolateral amigdalino como una estructura
que se continda con la corteza piriforme en la region de la fisura amigdaloide. De hecho, la
parte posterior del ndcleo basal aparece como un pliegue interno de la corteza que se
continda lateralmente con la corteza piriforme y caudalmente con la corteza entorrinal en
mamiferos no primates. Comprende los nucleos lateral, basal y accesorio del basal del

complejo amigdalino (Price y cols., 1987).

Esta parte de la amigdala se encuentra en estrecha relacion con el neocortex
temporal. La amigdala basolateral no recibe fibras directas del bulbo olfatorio pero si
indirectas a través de la corteza piriforme y tiene fuertes relaciones con sistemas

neocorticales.

Como ya hemos expuesto en el apartado anterior, la amigdala recibe abundantes
aferencias de todas las modalidades sensoriales (Jones y Powel, 1970; Aggleton y cols.,
1980; Van Hoesen, 1981), pudiendo ser considerada como el eslabon intermedio en el
procesamiento cortical de la informacién sensorial que pasa al hipotadlamo. Pues bien,
estudios electrofisiologicos (Ben-Ari y col., 1974; Prelevic y cols., 1976) han demostrado
que la mayoria de las aferencias corticales terminan en el complejo basolateral amigdalino,

modulando la descarga de las neuronas amigdalinas.
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El complejo basolateral se corresponde con la region originalmente llamada
amigdala por Burdach e identificada por Meynert y otros autores en el siglo pasado como
la prolongacion temporal del claustro, en base a consideraciones embrioldgicas y sus
relaciones topograficas en el adulto lo que se conoce en la actualidad como “nucleos basal
y lateral” y es el mas problematico en cuanto a su clasificacion. En la actualidad, se acepta
que el grupo nuclear basolateral esta constituido por los nicleos basal, lateral y basal

accesorio (Price y cols., 1987).

El ndcleo lateral, como su nombre indica, es el situado mas lateralmente. Esta
limitado por la cépsula interna que lo separa de las formaciones corticales laterales,
excepto en su polo caudal, donde limita con el putamen y el asta anterior del ventriculo
lateral. Mas medialmente el ndcleo lateral estd separado del nucleo basal por fibras del
“haz lateral” y su polo rostral estd rodeado por el nicleo paralaminar. La extension lateral
del ndcleo paralaminar y la sustancia blanca subamigdalina forman el limite ventral del
mismo. Estudios realizados en monos, y basandose fundamentalmente en métodos de
tincion de Nissl y de acetilcolinesterasa, revelaron la subdivision dorsomedial. Esta es una
zona que se tifie débilmente para la acetilcolinesterasa, y la division ventrolateral en la que
aparecen células mas densamente tefiidas (agrupadas) y con una fuerte expresion de
colinesterasa. (Price y cols., 1987; Amaral y Bassett, 1989; Amaral y cols., 1992). De
forma general, el material tefiido con Nissl en este nicleo estd compuesto por células de
pequefio a mediano tamafio que se tifien moderadamente, y sobre todo, mas claras que el

nucleo basal adyacente.

El nucleo basal es el nacleo mas grande de la amigdala en monos. Esta separado del
nucleo lateral mediante fibras del “haz lateral” y del basal accesorio por el “haz
intermedio”. Se extiende casi hasta el limite ventral amigdalino y se separa de la sustancia

blanca subamigdalina por el nacleo paralaminar. La nomenclatura y los limites del nucleo
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basal han ido variando hasta nuestros dias. La terminologia moderna comienza con
Johnston (1923), quien define al mismo como “parte lateral del nicleo basal amigdalino y
de células grandes”. Fue Lauer (1945) quien subdividio al ndcleo basal en dos partes: (1)
una situada dorsal y lateralmente y contiene células grandes (que corresponde a la division
magnocelular de Price y cols., 1987) y (2) otra parte situada mas ventral y medialmente, y
que contiene células pequefias (equivalente a la division parvocelular de Price y cols.,
1987). Otra variante terminologica refiere como “lateral basal” o “basolateral” a la
division magnocelular del ntcleo basal y como “medial basal” o “basomedial” a la
parvocelular. Algunos estudios bioquimicos, utilizan el término general de “nucleo

basolateral” refiriéndose a la totalidad de los nucleos profundos amigdalinos.

El nicleo basal accesorio es el mas medial entre los nicleos amigdalinos profundos
y se localiza aproximadamente 1mm en posicién caudal en relacion al polo rostral
amigdalino, continuandose casi hasta el polo caudal amigdalino. Lateralmente esta
limitado por el nucleo basal, del cual se separa por el “haz intermedio” y medialmente por

la corteza periamigdalina y el nacleo del tracto olfatorio lateral.

Price y cols. (1987) describieron béasicamente dos divisiones principales del
mismo: Las porciones magnocelular y parvocelular. La porcidon parvocelular esta
compuesta por pequefias células con marcaje claro y débilmente tefiidas tanto en
preparaciones de AChE y ChAT. La divisién magnocelular consta de células de tamafio
mediano y grande tefiidas mas oscuramente con técnicas de Nissl que los de la porcion
parvocelular. Ademas esta division contiene marcadores colinérgicos que se definen desde

niveles moderados a muy altos. (Amaral y cols., 1992).

Citoarquitecturalmente el complejo basolateral ha sido estudiado en muchas especies

mediante técnicas histoldgicas e inmunocitoquimicas. A partir de estos estudios, se ha
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determinado su organizacion neuronal y los componentes estruc4turales fundamentales de
este complejo amigdalino, demostrandose que todas las porciones de la amigdala
basolateral tienen tipos celulares semejantes. (McDonald y Culberson, 1982; McDonald,
1984; Millhouse y De olmos, 1983). En el analisis de Golgi de amigdala de gatos, (Hall,
1972), demostrd6 que el nucleo basolateral amigdalino exhibia dos tipos de ceélulas
fundamentales:

1. Células espinosas piramidales (Células tipo P).

2. Células estrelladas de escasa espinas (Células de tipo S).

3. Un tercer tipo en que se incluyen varias subpoblaciones .

Estas células eran muy semejantes a las neuronas piramidales y no piramidales de la
corteza respectivamente. Estudios posteriores han revelado que la ultraestructura,
sinaptologia y la inmunocitoquimica de las neuronas piramidales y no piramidales eran
muy parecidas a sus semejantes corticales. (McDonald, 1992; Roberts, 1992; Carlsen y
Heimer, 1988). Sin embargo, las dendritas apicales amigdalinas no estdn ordenadas
paralelamente entre si. Estos dos tipos de neuronas fueron encontradas en todas las
especies estudiadas, incluyendo el oposum, ratas, gatos, monos y humanos (McDonald,

1997).

El tipo de célula predominante es una neurona con soma en forma piramidal o
piriforme de diferente tamafio y que exhibe una o dos dendritas apicales gruesas y varias
dendritas basales mas finas. (Corresponde al tipo P de las células de Hall, 1972; asi como a
las neuronas tipo |1 de McDonald y Culberson, 1981; y de las neuronas piramidales de

Millhouse y De 0lmos,1983).

Los axones de estas neuronas salen del cuerpo celular o porcion proximal de la

dendrita primaria mostrando la presencia de varias espinas y normalmente dan colaterales
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gue se modifican moderadamente en la vecindad del soma y contactan con el soma de

origen o con las de células vecinas.

Un segundo tipo celular corresponde a neuronas situadas entre las células
piramidales en todas las porciones de la amigdala basolateral. Son neuronas pequefias,
ovoideas, se caracterizan por poseer dendritas con escasas espinas y axones que salen del
soma y dando colaterales mas o menos distales y conformando una arborizacion cerca de la
célula de origen (Se corresponden con las células S de Hall, (1972,b); y con las neuronas
tipo 1l de McDonald y Cuberson, (1981, 1982; McDonald 1997). Este tipo de neuronas
puede ser clasificado como multipolar o bipolares dependiendo del patrén de ramificacion

dendritico.

Ademas de estos dos tipos celulares, pueden ser identificadas otros diferentes tipos
de subpoblaciones neuronales, ya que exhiben caracteristicas axonales y dendriticas
distintas. Este grupo de células incluye células arafia, neurogliaforme, cono y neuronas

extendidas.

Las células arafia, se han observado en el ndcleo basolateral amigdalino del
opossum (McDonald y Cuberson, 1981) y de la rata (McDonald, 1982). Se caracterizan por
la presencia de varicosidades en forma de racimo en sus axones, que presumiblemente son
terminales axonicas que estdn en intimo contacto con segmentos iniciales, incluyendo
espinas axonicas, de neuronas piramidales amigdalinas. Al igual que sus semejantes
corticales, son inhibitorias (Peters, 1984), estas células probablemente influyen la
capacidad de la amigdala para activar otras regiones cerebrales y modular simultaneamente

la actividad de neuronas piramidales vecinas.

Otro tipo celular, observado en amigdala basolateral de gato (Kamas y Témbol,

1975), rata (McDonald,1982b), opossum (McDonald y Culberson, 1981) y mono
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(McDonald, 1992), es un tipo de célula pequefia y esférica, con dendritas primarias
ramificadas difusamente para formar un campo dendritico esférico de aproximadamente
100 pm de didmetro. Sus axones también estan ramificados y forman una densa red de
colaterales en contacto con la vecindad pero nunca con sus propias dendritas. Estas células

podrian ser neuronas que formarian parte de circuitos locales.

Estudios de electrofisiologia (Chapman y cols., 1990; Rainnie y cols., 1993;
Wasburn y Moises, 1992; y Yajeya y cols., 1997) han permitido caracterizar desde el punto
de vista electrofisiologico tres tipos celulares que se corresponden con la clasificacion
desde el punto de vista morfoldgica realizada por McDonald (1982). Estos autores
establecieron una correlacion entre tres tipos morfolégicamente descritos y las
caracteristicas electrofisiologicas de cada una de ellas. Asi, las células piramidales
responderian a su nivel umbral de despolarizacion con dos potenciales de accion (serian las
células tipo burst); las células bipolares, a su vez responderian a niveles de despolarizacion
umbral con una serie de potenciales de accidn. (serian las células tipo multiple spike) y
finalmente las células en Granos responderian con un solo potencial de accidn (tipo single

spike).

1.2.1.- Conexiones del Complejo Basolateral Amigdalino

Las conexiones reciprocas del complejo basolateral amigdalino con la corteza, sus
proyecciones eferentes al estriado y la semejanza de sus células a las corticales parecen
distinguir el complejo basolateral del resto de la amigdala. Todos los nucleos que
constituyen el complejo basolateral amigdalino reciben aferencias de la corteza prefrontal,

insular, temporal y regiones hipocampicas y a su vez envian proyecciones a la corteza
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entorrinal, insular agranular y orbito-frontal entre otras &reas. En concreto, la porcion
ventral del nucleo basolateral proyecta a la corteza piriforme mientras que el resto de los
ndcleos de este complejo lo hacen hacia la corteza agranular y prelimbica. Es necesario
mencionar que los nucleos del complejo amigdalino también proyectan al estriado ventral,
especialmente al nacleo acumbens y el tubérculo olfatorio. (Newman y Winans ¢??, 1980;
Hemphal y cols., 1981; Fernando y cols., 2002), y al estriado dorsal (Russchen y cols.,
1985; Ragsdala y Graybiel, 1988). La proyeccion amigdaloestriatal que se origina
predominantemente desde los nlcleos basal y basal accesorio es considerada una de las
aferencias mas importantes desde la amigdala. Se piensa que estas proyecciones podrian
ser trascendentales para el aprendizaje instrumental, y los efectos estarian mediados a
través de eventos emocionales (Killcross y cols., 1997). En menor proporcion, neuronas
del péalido dorsal y ventral envian informacion desde el estriado hacia el complejo
basolateral (Carlsen y cols., 1985; Groenwegen y cols.,, 1984). Existen también
proyecciones amigdalinas al palido ventral, aunque menos intensas en comparacion con
proyecciones hacia areas ventrales del estriado (Russchen y cols., 1985; Fernando, 2002).
El nucleo acumbens (lugar de proyeccién amigdalina) tiene abundantes proyecciones al
palido ventral. Puesto que, el palido ventral proyecta al nacleo dorsomedial talamico, el
sistema estriado-palidal proporciona otra via, ademas de la proyecciéon amigdalina directa
al nacleo dorsomedial, a través de la cual la estructura amigdalina podria interactuar con el

nacleo talamico y por tanto con la corteza prefrontal. (Amaral y cols., 1992).

También las neuronas localizadas en el extremo horizontal de la banda diagonal de
Broca y de la sustancia innominada sublenticular proyectan al grupo basolateral, llevando

terminales colinérgicas y no colinérgicas (Carlsen y cols., 1995).

Con respecto al prosencefalo basal, la proyeccion amigdalina procedente de la

division magnocelular del nucleo basal accesorio y la porcion parvocelular del nucleo
30



Transmision sinaptica inhibitoria en el BLA

basal, se extiende hacia el nicleo basal de Meynert y el nicleo de la rama horizontal de la
banda diagonal. En cambio, la amigdala recibe importantes aferencias desde la parte
anterolateral del nicleo basal de Meynert. Aferencias que terminan fundamentalmente en
la porcion magnocelular del nicleo basal amigdalino y con menor intensidad en la division

magnocelular y ventromedial de nlcleo basal accesorio.

La division magnocelular del nucleo basal amigdalino recibe probablemente la
proyeccion mas abundante desde la region prosencefalica, a juzgar por la concentracion
que posee de la enzima colina acetil transferasa (Amaral y cols., 1992). Los nucleos lateral
y basolateral reciben la mayor parte de las aferencias del nucleo hipotalamico medial,

mientras que el nlcleo basal y basal accesorio reciben solo algunas terminales del mismo.

En relacion con el tdlamo, el nicleo dorsomedial taldmico recibe aferencias
amigdalinas principalmente desde los nlcleos lateral, basal y basal accesorio. Es de
destacar un aspecto inusual en la neuroanatomia amigdalina, y es el hecho de que en
primates esta proyeccion no es reciproca. Sin embargo, otros nucleos talamicos si lo hacen,
sobre todo los nlcleos del tdlamo posterior (con aferencias auditivas del coliculo inferior)
que proyectan hacia los nucleos lateral, basal accesorio, medial y central. Estas
proyecciones han sido implicadas posiblemente en respuestas emocionales condicionadas a

estimulos auditivos. (Amaral y cols., 1992).

Dentro de la amigdala el complejo basolateral recibe proyecciones procedentes
fundamentalmente del ndcleo lateral, mientras que las aferencias del resto de los ndcleos
son escasas. EI complejo basolateral corresponde parcialmente a sus proyecciones
aferentes, mediante escasas proyecciones al ndcleo lateral, el cual recibe a su vez, también

muy pocas aferencias desde el ndcleo basal, basal accesorio y central.
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Las proyecciones que el complejo basolateral amigdalino tiene con casi toda la
corteza, son reciprocas por lo que recibe todo tipo de modalidades sensoriales de forma
directa o indirecta. Esta coincidencia de informacion polimodal en algunos de sus ndcleos
hacen que este complejo sea considerado muy importante en la funcion de asociacion

estimulo-refuerzo (McDonald, 1998).

Las terminales estriatales desde el complejo basolateral amigdalino tienden a ser
mas densas en el estriado ventral y menos densos en la parte dorsomedial del mismo
evitando por completo el sector dorsolateral. Esta distribucion topogréafica es consistente
con la idea de que el complejo BL proyecta mas densamente hacia la zona del estriado,
que, a su vez, recibe entradas de areas de la corteza reciprocamente conectadas con los
nacleos del grupo basolateral. Este esquema de proyeccion es caracteristico en ratas.

(Donogue y Herkenham, 1985).

En general, las proyecciones corticales son glutamatérgicas, en contraste con la
naturaleza GABAérgica de las proyecciones procedentes de centros estriatales y palidales.
El nucleo accesorio basal es, junto al area amigadalo-hipocampica, fuente de proyecciones
glutamatérgicas hacia el hipotalamo ventromedial via estria terminalis (Fernando y cols.,

2002; Cantera y cols., 1992).

Las conexiones intrinsecas del complejo basolateral amigdalino, fundamentalmente
las conexiones desde el nucleo lateral al basal accesorio, y su proyeccién a la amigdala
central parecen constituir la circuiteria basica. Dicho de otra forma esta circuiteria seria el
sustrato neuronal de las emociones y parece estar implicada no solo en los mecanismos de
la evaluacion de la emocion, sino también directamente en funciones relacionadas con la

expresion de la emocion (Le Doux, 1987). Se ha sugerido un papel fundamental también
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en procesos que (encode) codifican la motivacion, el aprendizaje y la memoria. (Aggleton,

1992).

1.2.2.- Implicaciones Funcionales del Complejo Basolateral Amigdalino

En experimentos realizados en ratas, Whitelaw y cols (1996), demostraron la
importancia del nucleo basolateral amigdalino en procesos en los que la utilizacion de un

estimulo neutro previo mejora la relevancia motivacional.

Estudios realizados en monos (Shangera, 1979) han sugerido que la actividad
neuronal de las células amigdalinas depende parcialmente del significado emocional que el
estimulo tiene para el animal. Estudios posteriores realizados en ratas por Riolobos y cols,
(1992), han sugerido que los cambios en la descarga neuronal obtenidos en el n. basolateral
amigdalino después de un condicionamiento del tipo evitacién pasiva estan asociados
fundamentalmente a las caracteristicas emocionales del estimulo utilizado. Esto es de vital
importancia ya que para que la memorizacion tenga lugar, si falta el componente de

recompensa o castigo, la retencién no se hace de forma eficiente.

En humanos, se han asociado las lesiones del complejo amigdalino con déficits en
la interpretacion de los componentes emocionales del lenguaje, con una reduccion de la
frecuencia e intensidad de las expresiones faciales, y un trastorno en la interpretacion del

significado del humor, expresiones faciales y situaciones emocionales (Beeckmans, 1996).

La incuestionable importancia de la amigdala y en concreto del complejo

basolateral es mediada a través de sus relaciones con otras estructuras del sistema nervioso,
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algunas de las cuales estan incluidas dentro del sistema colinérgico. Existen numerosos
datos que demuestran que el sistema colinérgico esta implicado al igual que el complejo
amigdalino en procesos de arousal, atencion, aprendizaje y memoria. (Levin, 1992;
Aggleton, 1992). La acetilcolina es un neurotransmisor que se encuentra en los mamiferos
repartido por todo el sistema nervioso central. Estudios cuantitativos de colina-acetil-
transferasa, revelan que el complejo basolateral amigdalino es el destino mas importante de
las aferencias colinérgicas a la amigdala. Estudios realizados con catechol-acetil-
transferasa indican que las aferencias colinérgicas a la amigdala proceden de la sustancia
innominata (Carlsen, 1985; Wolf, 1982), si bien la funcion de estas conexiones no esta

todavia perfectamente clarificada.

El ndcleo basal magnocelular de Meynert, también envia abundantes proyecciones
colinérgicas al ndcleo BLA. De hecho el nucleo basolateral amigdalino es el destino
fundamental de las fibras colinérgicas del nicleo basal magnocelular de Meynert. Este
Nucleo magnocelular esta intimamente relacionado con el aprendizaje de la conducta de
evitacion pasiva; de hecho, la lesion de este nlcleo produce déficits en el aprendizaje y con
frecuencia a sido asociado con trastornos patoldgicos como la enfermedad de Alzheimer.
Hay que recordar que la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por marcados déficits en
funciones de tipo cognitivo como memoria, lenguaje, capacidad sensorio-motora y perceptual.
Dichos trastornos son posiblemente el resultado de la destruccion celular que afecta a corteza,
hipocampo, amigdala, n. basal de Meynert, etc. todas ellas estructuras intimamente

relacionadas e involucradas en los procesos de memoria.

Diversos autores han intentado caracterizar los efectos de la acetilcolina sobre el
complejo basolateral con el fin clarificar las funciones de este nucleo. En este sentido, se
ha observado que el agonista colinérgico carbacol, provoca una respuesta de

despolarizacion mediada a través de receptores muscarinicos en en el complejo basolateral
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(Yajeya vy cols, 1999) al igual que en numerosas estructuras del sistema nervioso (Colino y
cols, 1993; Halliwell, 1989; McCornmick, y Prince, 1986, 1987; Muller y cols., 1988;
Pelan y Galagher 1992; Segal, 1982; Womble y Moisés, 1992). En las neuronas
piramidales amigdalinas esta respuesta postsinaptica al agonista muscarinico carbacol es
fundamentalmente una despolarizacion y parece estar generada por cambios en las
conductancias tanto del potasio como de cationes no selectivos (Yajeya y cols., 1999;

Washburna y Moises, 1992).

Ademés de estos efectos postsinapticos, se ha observado que los agonistas
muscarinicos reducen la respuesta evocada sindpticamente mediante un mecanismo
presinaptico. Este efecto, ha sido descrito previamente en hipocampo (Dutar y
Nicoll,1988); Sheridan y Sutor, 1990), en corteza (Hasselmo y Bower, 1992; Kimura y
Baughman, 1997), en estriado (Hsu y cols., 1995), en septum (Hasuo y cols, 1988), y en la
base del encéfalo (Szerb y cols., 1994), y fue recientemente descrito en amigdala por
Yajeya y cols, (2000). Estas acciones han sido atribuidas a distintos subtipos de receptores
muscarinicos (M1-M5) (Bagetta y Constanti, 1990; Hsu y cols., 1995; Kimura y
Baughman, 1997; Sheridan y Sutor, 1990; Sugita y cols., 1991). Yajeya y cols, (2000)
demuestran que en la amigdala, los agonistas muscarinicos bloquean la respuesta
excitatoria sindptica mediada por el &cido glutamico, actuando sobre varios subtipos de
receptores muscarinicos. Esta capacidad puede jugar un importante papel en la modulacion
del estado general del sistema nervioso (ciclo suefio/vigilia) y tal vez subyace en muchas

funciones amigdalinas.

Watanabe y cols. (1995) han sugerido, por su parte, que los receptores muscarinicos
estan implicados en la potenciacion a largo plazo que tiene lugar en la amigdala. McGaugh

y cols. (1992), Ohno y cols. (1992) y Introini-Collison y cols. (1996) propusieron que el
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sistema colinérgico tenia en la amigdala un importante papel en determinados procesos de

aprendizaje y memoria.

El ndcleo basolateral amigdalino contiene ademéas moderadas concentraciones de
acido gamma amino butirico (GABA) (Ben Ari y cols., 1976) e inmunoreactividad GABA

(Ottersen y cols., 1976).

Estudios electrofisiologicos muestran que la estimulacion eléctrica de aferencias
amigdalinas generan en el complejo basolateral respuestas excitatorias seguidas de
inhibitorias una de corta latencia (GABA A) y otra de mas larga evolucion (GABA ) (Le
Gal La Salle, 1976; Prelevic y cols., 1976, Rainnie y cols., 1991b), mientras que en otros
trabajos, la respuesta fundamental fue solo de inhibicion (Ben Ari y cols. 1974). La
activacion de otras estructuras amigdalinas también causa inhibicion, todo ello sugiere la
presencia de una rica red inhibitoria intra-amigdalina (Le Gal La Salle, 1976). Ademas, en
el caso de las respuestas excitatorias, éstas quedan reducidas o enmascaradas en parte por
una respuesta inhibitoria de corta latencia (Le Gal La Salle, 1976), lo que sugiere que la
inhibicion puede ser debida a la existencia recurrentes colaterales (Le Gal La Salle y Ben

Ari, 1981).

La aplicacion microiontoforética de GABA en la amigdala suprime la descarga
espontanea inducida por Gutamato. (Ben Ari y Kelly 1976), asi como la respuesta
postsinaptica inhibitoria de larga evolucion (IPSPs) que es registrada en respuesta a la
estimulacion de la Estria Terminal y del ndcleo lateral de la amigdala en vivo (Molina y
cols, 1981) e in vitro (Takagi y Yamamoto, 1981). Este componente inhibitorio es sensible

a la Bicuculina.
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Gean y cols. (1989) observaron en estudios realizados en un modelo de epilepsia,
que los IPSPs GABAZérgicos estaban ausentes en la amigdala contralateral, sugiriendo una

implicacion de la funcién GABAérgica amigdalina en los procesos epilépticos.

Como la transmisién sinaptica en el BLA posee componentes inhibitorios uno
rapido mediado a través de GABAA Y otro lento mediado a través de GABAg, cualquier
reduccion en la expresion de uno o de ambos potenciales puede mover al nucleo
basolateral amigdalino hacia un estado que puede favorecer la génesis de crisis epilépticas.
En conclusion, la complejidad de la circuiteria sinaptica inhibitoria dentro del BLA sugiere
que la modulacién de esta inhibicion puede jugar un papel importante en las posibles
(potenciales) propiedades integrativas de estos nucleos. Todos estos datos sugieren que

GABA es el mayor neurotransmisor inhibitorio en el nicleo BLA.
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2.- PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
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2.1.- PLANTEAMIENTO.

En el Sistema Nervioso Central (SNC) y periférico (SNP) se considera
fundamental un adecuado equilibrio entre la actividad sinaptica excitatoria y la
inhibitoria para la regulacion de la excitabilidad neuronal y plasticidad sinéptica.
Debido a que el control de la excitabilidad neuronal en el SNC es altamente
dependiente del nivel de inhibicion establecido por la actividad de interneuronas
GABAérgicas, el estudio de los fendmenos que se encuentran regulando la actividad
sindptica en este tipo de neuronas resulta fundamental para comprender el

funcionamiento de circuitos neuronales en condiciones normales y patolégicas.

Numerosos estudios han llevado a la conclusion de que la amigdala es uno de
los componentes fundamentales implicados en el sustrato de la emocién, de la
motivacion, del aprendizaje y de la memoria, asi como de la atencion, del estrés y
del miedo (LeDoux, 1987; 1992; Aggleton, 1992; Aroniadou-Anderjaska y cols.,
2006). Existen también importantes trabajos que implican al sistema colinérgico en
procesos de aprendizaje y memoria, estados emocionales y en procesos relacionados

con el control de la atencion a estimulos periféricos (Levin, 1992).

Por otro lado, estudios realizados en neuronas amigdalinas demuestran la
influencia colinérgica sobre las mismas, tanto a nivel postsinaptico como

presinaptico (Washburn y Moises, 1992; Yajeya y cols., 1999; Yajeya y cols. 2000).

Sin embargo, a pesar de estos estudios, las interaciones entre los nudcleos
amigdalinos y el sistema colinérgico que subyace a las funciones anteriormente

expuestas siguen sin esclarecerse totalmente. Asi, se ha demostrado que el agonista
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muscarinico carbacol modula la transmision inhibitoria gabaérgica en diversas
regiones del sistema nervioso central, sin embargo se desconoce su funcién en la
amigdala. Méas concretamente, son escasos los estudios relacionados con el control
presindptico muscarinico en la amigdala y la transmision sinéptica inhibitoria en el

nacleo basolateral amigdalino de la rata.

2.2.- OBJETIVOS.

Dada la importancia de este sistema de control en la neurotransmision y
teniendo en cuenta la abundante informacion existente en que se sugiere una estrecha
relacion entre el sistema colinérgico y la amigdala, nuestro objetivo ha sido estudiar
el efecto del agonista colinérgico carbacol sobre la transmision inhibitoria en las
neuronas del complejo basolateral amigdalino, utilizando la técnica de registro

intracelular en rodajas.

Mas en concreto nuestro objetivo va dirigido a estudiar:

1) El control presindptico muscarinico en las neuronas del BLA.

2) Los neurotransmisores que median la respuesta postsinaptica en las

neuronas del BLA.

3) El efecto de la activacion del receptor muscarinico presinaptico sobre la

transmision inhibitoria evocada.
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4) Elllos subtipos de receptores muscarinicos (M1-M5) que medien ése

efecto.

Los resultados obtenidos en este estudio podrian ser relevantes para entender
los procesos de plasticidad neuronal en esta estructura que ha sido implicada junto
con el sistema colinérgico, en la expresion de respuestas de miedo (Van Der Zee et
al., 1997), o explicar procesos como los sugeridos por Watanabe y cols. (1995), que
implican a los receptores muscarinicos en los fendmenos de potenciacion a largo

plazo que tiene lugar en la amigdala

Con nuestro disefio experimental proyectamos estimular fibras en el nicleo
lateral amigdalino y en la cépsula externa que transmiten al complejo basolateral
informacion procedente de estructuras distintas y, por lo tanto, pueden expresar

diferentes subtipos de receptores muscarinicos.

Asi mismo, teniendo en cuenta el origen polimodal de las fibras aferentes, el
estudio del efecto del carbacol sobre la transmisién inhibitoria, puede aportar datos
que pueden ayudar a aclarar el papel de la acetilcolina en la modulacion del estado
general del sistema nervioso y explicar numerosas funciones amigdalinas en especial
de modulacion de funciones de otras estructuras con las que se relaciona como es el

hipotalamo.
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3.- MATERIAL Y METODOS
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Se han utilizado ratas Wistar con pesos comprendidos entre 80-100 gr. Los
experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices espafiolas (BOE 67/8509-
12, 1988) vy la regulacion de la Union Europea (86/609/UE) para el uso de animales

de laboratorio.

Los animales fueron decapitados, bajo anestesia, y tras ser extraido
rapidamente el cerebro se le sumergio en una solucion Ringer a 4° C con la siguiente
composicion en mM: 117 NaCl, 4.7 KClI, 2.5 CaCl,, 1.2 MgCl,, 25 NaHCO3, 1.2
NaH,PO, y 11 de glucosa. Posteriormente se procedid a tallar la pieza de la que se
extrajeron las rodajas. Tras el tallado del area amigdalina, se obtuvieron secciones
de 400 mpu de espesor mediante un vibratomo (Technical Products International,
Inc.) (figura 2). Las secciones se mantuvieron entre 2 y 6 horas en una cadmara de
incubacion en solucién de liquido cefalorraquideo tamponada a pH 7.4, saturada de

oxigeno y a una temperatura ambiente.

Figura 2.- Vibratomo empleado para
21699800 obtener las rodajas amigdalinas.

Vibratome® 1000 Classic

Para realizar el registro electrofisioldgico, se coloca la rodaja correspondiente
donde se encuentra la estructura a estudiar en una cdmara de perfusion colocada bajo

un microscopio y bafiada la seccion continuamente con el liquido de perfusion. La
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aplicacion de las correspondientes drogas utilizadas durante el experimento se llevo a

cabo disolviéndolas en el medio de perfusion.

3.1. Método de incubacién:

Para la incubacion de las rodajas se empled el sistema de interfase Ringer/aire
propuesto por Nicoll y Alger (1981) (Figura 3). En nuestro caso, el sistema consistio
en una camara de plastico de 30 cm de longitud, 10 cm de altura y 15 cm de ancho,
en cuyo interior se colocaron tres soportes de metacrilato de unos 30 cm de largo, 5
cm de altura y 1 cm de ancho, separados por una distancia de 3 cm. Sobre estos
soportes se apoyd una malla de metacrilato de 30 cm de largo, 0,5 cm de altura y 14
cm de ancho. En uno de los extremos de la parte inferior de la camara, se colocd
ademaés, un difusor de gas por el que se burbujed continuamente carbdgeno. La
camara se llen6 con agua destilada hasta una altura de 4 cm, de modo que el difusor
quedase cubierto por el agua, y que se localizado a 1,5 cm aproximadamente de los
cortes. Las rodajas se colocaron sobre pequefias placas de Petri, dispuestas sobre la
malla de metacrilato, que contenian solucidon de Krebs y estaban cubiertas por un
papel de filtro en contacto con la solucion. La camara estaba cerrada con un tapa con
un pequefio orificio en el extremo opuesto al difusor de gas. Esto garantizaba una
atmosfera saturada de oxigeno y de vapor de agua dentro de la camara. Las rodajas
se incubaron durante un tiempo que nunca fue inferior a dos horas y a temperatura

ambiente.
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1
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Figura 3. Camara de incubacién. Esquema que representa la cdmara de incubacién para las rodajas,
segln Nicoll y Alger (1981). Las rodajas se colocaron sobre una placa de Petri que estaba rellena de
soluciéon de Krebs y cubierta por un papel de filtro humedecido. El agua destilada se mantuvo
oxigenando con gas carbdgeno.

3.2. Camara de registro

Tras un periodo de incubacion, cada rodaja se colocé en una camara de
registro modelo BSC-HT del tipo interfase de gas (Harvard Apparatus Inc.), la cual
proporcionaba un intercambio rapido de fluidos y garantizaba estabilidad suficiente
para realizar el registro intracelular (Figura 4). En esta camara, los cortes
descansaban sobre una malla elastica de nylon, alrededor de la cual fluye por accion
capilar una delgada capa de solucién Krebs. Mediante el flujo de carbogeno, las
rodajas se oxigenaron y humidificaron a lo largo de la superficie superior de la
rodaja. La temperatura de la solucion se mantuvo entre 30 y 34° C, mediante un
termorregulador CTE-1 de Cibertec, el cual posee un sensor de temperatura dentro
de la cdmara de registro que monitoriza continuamente la temperatura de la solucién

de Krebs que bafia a la rodaja que se esta registrando.
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La camara de registro se acoplé a una base modelo BSC-BU (Harvard
Apparatus Inc.), compuesta de un cilindro de metacrilato de doble pared que encierra
un alambre de niquel-cromo, susceptible de ser calentado por el termorregulador, asi
como tubos de vinilo que llevan la solucién hasta la rodaja (Figura 4). Este disefio
permitié que el espacio entre las dos paredes de la base pudiese rellenarse con agua

destilada, para humedecer al carb6geno que fluye sobre los cortes.

BSC-HT (Haas Top)

Figura 4- Camara de registro. Las imagenes corresponden a las unidades BSC-HT y la BSC-BU
empleadas para el registro de la actividad neuronal. Ver explicacion en el texto.

3.3. Soluciones empleadas

Para la realizacion de los experimentos se emplearon dos tipos de soluciones
de Krebs. Desde la decapitacion del animal hasta la obtencion de las rodajas se
utilizé una soluciéon de Krebs modificada (Tabla 1). Para la incubacion y durante

todo el proceso de registro se utiliz6 solucion de Krebs normal.
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En todo momento, las soluciones se burbujearon con gas carbdgeno, para mantener

adecuados el aporte de oxigeno y el pH de las mismas.

Krebs Normal Krebs Modificado

(mM) (mM)
NaCl 117,00
KCI 4,70 4,70
CaCl, 2,50 2,50
MgCl, 1,20 1,20
NaH,PO, 1,25 1,25
Glucosa 11,00 11,00
NaHCO; 25,00 25,00
Sacarosa 234,00

Tabla 1.- Composicidn de las soluciones de Krebs empleadas.

La disminucion de la concentracion Na* extracelular en el Krebs modificado,
tenia como finalidad minimizar la entrada de Na" al interior celular y, por tanto la
despolarizacion de las neuronas, sobre todo durante la obtencion de los cortes. La
sustitucion de sacarosa por el NaCl a una concentracién de 234 mM tuvo como

objetivo conservar la osmolaridad total de la solucidn.

La solucién de Ringer normal se introdujo en la cdmara de registro mediante una
bomba de perfusion 2115 Multiperpex Pump de LKB Bromma. El flujo se ajust6 a

razéon de 2 ml por minuto.
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3.4. Electrodos de registro

Los registros intracelulares se obtuvieron en el complejo basolateral amigdalino utilizando
microelectrodos de vidrio fabricados a partir de tubos de borosilicato de 1 mm de didmetro
externo (A.M. Systems Inc) estirados con un estirador horizontal (Sutter Instruments Co.)
(Fig. 5) y con una resistencia de 140-180 MW. Los electrodos se llenaron con una
solucién de acetato potéasico (3M) y se conectaron mediante un hilo de plata clorurada a
un acoplador de impedancias (“headstage”) de Bio Logic, modelo HS180, con una
resistencia de entrada mayor de 1 x 10 Q y una capacidad maxima de inyeccién de
corriente de 100 nA. La sefial se amplifico (x10) con un amplificador de registros
intracelulares Bio Logic modelo VF180 (Fig. 6). Para la visualizaciéon directa de los

registros se utilizo un osciloscopio Tektronix modelo 5110.

Fig 5. Estirador de pipetas modelo P87, utilizado
para hacer los electrodos de registro.

Para la medicién del potencial de membrana y la inyeccion de corriente a
través del electrodo se utilizé la técnica de fijacion de corriente (“Current-clamp”),
utilizandose pulsos hiperpolarizantes y despolarizantes para caracterizar la respuesta

neuronal y calcular la resistencia eléctrica de entrada de las células.
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Figura 6. Amplificador de registros intracelulares Bio Logic VF180

3.5. Electrodos de estimulacion

Para evocar respuestas ortodrémicas en el complejo amigdalino se utiliz6 un
electrodo monopolar de acero inoxidable (Word Precision Instruments. “-WPI-), cuya
punta tenia un didmetro de una um y con una resistencia efectiva de dos MQ. Se
ajusto un pulso cuadrado de 200 ps de duracion y de 100 a 500 pA de intensidad a
nivel subumbral para obtener una respuesta ortodrémica. Los pulsos fueron
generados por un estimulador modelo CS220, el cual estaba conectado a una unidad

aisladora de pulsos modelo ISU 100, ambos de la marca Cibertec.

3.6. Localizacion de los electrodos de registro y de estimulacion

Los electrodos de registro y de estimulacion se situaron (Fig. 7) en el lugar
correspondiente de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1998), con la ayuda de
un microscopio Axioskop de Zeiss (Fig. 8). Para la colocacion y posterior
desplazamiento de los electrodos, se emplearon micromanipuladores manuales de la

marca Narishige.
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Figura 7. Localizacion de los electrodos de registro en Nucleo basolateral amigdalino (BLA) y de
estimulacién en (A) en Capsula Externa (CE) y en (B) en el Nucleo Lateral Amigdalino (LA). ST:
Estria Terminal.

Se realizaron secciones coronales sobre las que se dispusieron los electrodos,

el electrodo de registro se situ6 sobre el complejo basolateral.

Una vez situados los electrodos en el lugar elegido, mediante un
micromanipulador se desplazd el electrodo de registro en direccion al tejido.
Simultaneamente y a través del mismo electrodo se inyectdé un pulso de corriente
despolarizante de 0,1 nA de intensidad, 20 ms de duracion y una frecuencia de un

Hz. Este pulso fue generado por un estimulador modelo 302-T de la marca WPI.

Figura 8. Microscopio Axioskop empleado para la observacion de las
rodajas y la colocacion de los electrodos de registro y de

estimulacion.

-
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Durante la realizacion del trayecto, o recorrido del electrodo en el tejido,
siempre que se observaba un aumento en la amplitud de la onda registrada por el
electrodo, se aplicaba a traves del amplificador una oscilacién en la punta de la
pipeta, lo que facilitaba, de estar cerca de una neurona, la penetracion del electrodo

en la misma.

Fig. 9- Unidad de registro intracelular

La penetracion en el interior de una célula se percibia al observar en el
osciloscopio valores de potencial compatibles con valores de potencial de membrana
asi como por la generacion de potencial de accion con el pulso despolarizante. En ese
momento y antes de iniciar el experimento, con el fin de que la neurona se
estabilizara, se invertia la polaridad del pulso, y se alargaba su duracién a 200 ms,

disminuyendo ademas la frecuencia de estimulacién a 0,2 Hz.
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2.8. Andlisis de las respuestas neuronales

En cada neurona registrada se evaluaron las siguientes caracteristicas

electrofisiologicas:

Los potenciales excitatorios e inhibitorios post-sindpticos generados por
estimulacion en LA y en CE, se caracterizaron de acuerdo a las caracteristicas

siguientes de latencia, amplitud, duracion:

Latencia: Se considerd el tiempo trascurrido desde la aplicacion del estimulo

subumbral, hasta el inicid del potencial sinaptico.

Amplitud: Se midié como la diferencia de voltaje entre el valor maximo, negativo y

el valor del potencial de membrana.

Duracion: Se consideré como duracion el tiempo trascurrido desde el inicio hasta el

final del potencial sinéptico.

En estos casos, s6lo se han incluido en el estudio aquellas neuronas que
presentaron potenciales de reposo iguales o menores a -55 mV, y sin fijacion de

voltaje (DC), que generaran potenciales de accion rapidos tras ser estimuladas.

En todos los casos, se intentd obtener un registro inhibitorio postsinaptico aislado
(simple) para ello intentamos obtenerlo modificando la posicion del electrodo de
registro, procurando evitar el uso de drogas para bloquear la respuesta excitatoria
que podria modificar la respuesta fisioldgica. (Rainnie et al., 1991). Se promediaron
generalmente 10 potenciales postsinapticos, y en los casos en los que el potencial de

membrana cambio durante la aplicacion de las drogas correspondientes, se fijo
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manualmente el potencial de membrana al valor original de potencial de reposo,
antes de iniciar los estudios y registros de las modificaciones correspondientes en los
diferentes pardmetros a estudiar. Lo registros neuronales fueron caracterizados
estudiando corrientes de pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes (Yajeya et al.,

1997).

2.9. Drogas utilizadas

Todas las drogas utilizadas en este estudio fueron aplicadas disueltas en la solucion
de Krebs normal e introducidas en la cAmara de registro mediante una bomba de
perfusion 2115 Multiperpex Pump, LKB Bromma. Estas fueron: (2R)-amino-5-
phosphonovaleric acid (AP5), atropina, 6-cyano-7-nitroquinoxalline-2,3-dione
(CNQX), bicuculline, carbacol, 4-diphenylacetoxy-N-methylpiperidine (4-DAMP) y

saclofen.

AP5 (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO): EIl AP5 es un antagonista potente y
selectivo de los receptores NMDA vy se utilizd6 con la finalidad de valorar la
participacion de los receptores NMDA en la génesis de los potenciales sinapticos

excitatorios.

Atropina (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO): La atropina es un antagonista
competitivo inespecifico de receptores muscarinicos. Se utilizd para comprobar la
presencia de receptores muscarinicos en las neuronas del complejo basolateral

amigdalino.

6-Ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX) (Sigma Chemical Co.; St. Louis,
MO): EI CNQX es un potente antagonista competitivo de los receptores
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AMPA/Kainato (Watkins y cols, 1990; Lerma, Mora y Prieto, 1998). El CNQX se
utilizé con la finalidad de valorar la participacion de estos receptores en la génesis de

los potenciales sinapticos excitatorios.

Bicuculina (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO) Bicuculina es un blogueante
especifico de los receptores GABAA. La bicuculina se utilizé con el objeto de
comprobar la presencia de receptores GABAAa en la membrana de las neuronas del

complejo basolateral amigdalino.

Carbacol (Research Biochemicals Inc.; Natick, MA.): El carbacol es un agonista no
selectivo de los receptores —muscarinicos- colinégicos. El carbacol se utilizé con el
objeto de verificar la presencia de receptores colinérgicos en la membrana de las

neuronas del complejo basolateral amigdalino.

4-diphenilacetoxy-N-metilpiperidina (4-DAMP) (Sigma Chemical Co.; St. Louis,
MO). ElI 4 DAMP es un antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos con
selectividad para los subtipos M3 y Ms_ Se utiliz6 para testear la posibilidad de que
estos dos subtipos de receptores muscarinicos estuviesen implicados en los efectos

observados.

Saclofen (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO) el Saclofen es un blogueante
selectivo de receptores GABAg Y se utilizo con el objetivo de estudiar la presencia
de receptores GABAg en la membrana de las neuronas del complejo basolateral

amigdalino.

2.10. Adquisicién y almacenamiento de los datos

Los datos obtenidos fueron adquiridos y almacenados como sefiales

analogicas en videocasete usando una video grabadora modificada (Cibertec
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Physiorec-3). Las sefiales registradas se visualizaron a través de un osciloscopio
Hameg modelo HM 205-3 (Figura 7), simultdneamente con la grabacién, lo que
permitié comparar las sefiales observadas en ambos osciloscopios y verificar que las

grabadas no presentaban modificaciones.

Los datos se transfirieron con posterioridad a un ordenador con un procesador
Pentium 1ll de 450 MHz, usando la interfase convertidora analdgica-digital CED
1401 plus. Para la adquisicion de los datos por el ordenador se utilizé el programa
Spike 2 Capture, versién 4, de Cambridge Electronic Desing. Se utiliz6 una
velocidad de muestreo de 2.083 Hz para adquirir los datos. Estos datos fueron
posteriormente analizados mediante el programa Spike2 Data Analisis, version 4 de
Cambridge Electronic Desig, o transformados en archivos binarios para su analisis

mediante el programa Mini Analysis Program version 5.2.0 de Synaptosoft.

2.11. Andlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa Statistica para Windows
version 5.0 de StatSoft, Inc. Todos los datos electrofisiol6gicos se expresaron como
media + error estandar (§£EE). En todos los casos, n es el nimero de neuronas. Las
diferencias entre las medias se determinaron mediante el test t de Student y, asi como
en su caso analisis de varianza (ANOVA). Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas las encontradas para un nivel de significacion de p<

0,05.

55



Transmision sinaptica inhibitoria en el BLA

2.12. Representacion grafica de los datos

Los gréficos presentados en el apartado de resultados, se realizaron mediante
el programa Mini Analysis Program, version 5.2.0 de Synaptosoft y el Spike2,
version 4 de Cambridge Electronic Desig, usando los formatos gréaficos vectoriales
(WMF y HPLG) y representados con el CorelDraw, version 8, de Corel
Corporation. Estos tipos de formatos gréaficos vectoriales tienen la ventaja de
permitir graficos de alta resolucion; y, por otra parte, permiten modificar su tamafio
sin que se afecte su resolucion o se produzcan distorsiones de los mismos. Todos los
registros que se presentan, salvo aquellos cuya duracion fue mayor de 5 minutos, son

el resultado del promediado de 5 a 10 barridos.

3. ESTUDIO MORFOLOGICO

Los estudios morfoldgicos realizados se centraron en la caracterizacion

morfolégica de las neuronas del complejo basolateral amigdalino.

Para estos estudios se han utilizado dos trazadores neuronales: la biocitina
(Sigma Chemical Co, EEUU), conjugado natural de biotina y lisina, que es un

trazador con transporte predominantemente anterégrado,

3.1. Caracterizacién neuronal

Para la caracterizacion morfologica de las neuronas del nucleo del complejo
basolateral amigdalino, se emplearon microelectrodos que contenian en su interior

biocitina al 2% en acetato potasico 2 M.
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Aplicacién del trazador

Una vez completado el estudio electrofisiologico de la neurona se procedié a
la inyeccion intracelular de biocitina iontoforéticamente, mediante la aplicacion de
un pulso de corriente de 0,2 nA de intensidad y una frecuencia de 3 Hz, (pulsos de
200ms de duracion) durante un periodo entre 2 y 6 minutos. Una vez inyectada la
biocitina se extrajo la rodaja de la cdmara de registro y se colocé nuevamente en la

camara de incubacion durante 30 minutos.

Fijacion vy crioproteccion de las rodajas

A continuacion la rodaja se fijo por inmersion en glutaraldehido al 1,25% en
tampon fosfato 0,1 M, pH 7,6 durante 35 minutos. Posteriormente, tras dos lavados
de 15 minutos con tampon fosfato 0,1 M, la rodaja se introdujo en sacarosa al 30%

en tampon fosfato 0,1 M, durante 24 horas para su crioproteccion.

Procesamiento de las rodajas

Las rodajas se cortaron con un microtomo de congelacion HM 400 R
(Microm Heidelberg) (figura 16), obteniéndose secciones seriadas de 45 um de
grosor, que se recogieron en tampon fosfato 0,1 M. A continuacion, se procedio a la
inhibicidn de la peroxidasa enddgena mediante la incubacién de las secciones en una
solucion que contenia 8 partes de tampdn fosfato 0,1 M, una parte de metanol y una
parte de peroxido de hidrégeno (H,O,) al 30%, durante 12 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se hicieron tres lavados con tampén fosfato 0,1 M de 10
minutos cada uno, y 3 lavados mas con tampén Tris salino (NaCl 8,5%) 0,05 M con
0,5% de Triton X-100 a pH 8 (TBS-Tx 0,05 M, pH 8) de 15 minutos cada uno.

Finalizado los lavados, las secciones se incubaron con el complejo avidina-
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peroxidasa de rabano biotinada (ABC, Laboratorios Vector) durante tres horas a

temperatura ambiente.

Deteccidn citoguimica de la biocitina

Tras la incubacion de las secciones en el complejo ABC, se hicieron 3
lavados con tampon Tris-HCI 0,05 M, pH 8 de 15 minutos cada uno. Para revelar la
biocitina se utilizaron 375 ul de 3-3" diaminobencidina como cromégeno y la
reaccion se intensificé con 100 mg de sulfato de amonio y niquel. Antes de usar se
agregaron 5ul de agua oxigenada al 30%. El proceso de revelado se controlo
mediante microscopia Optica y una vez completado éste las secciones se lavaron 2

veces, durante 15 minutos cada lavado con Tris-HCI 0,05 M pH 8.

Montaje de las secciones

Las secciones se montaron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar al
aire. Se contrastaron con violeta de cresilo y se cubrieron con Entellan (Merck,
Alemania), para su observacion al microscopio. La tincidon con violeta de cresilo
permitié establecer la posicion de la neurona marcada con respecto a la

citoarquitectura del complejo basolateral amigdalino.

Reconstruccion neuronal

Las neuronas fueron reconstruidas a partir de las secciones seriadas. Para ello
se hicieron dibujos utilizando una camara clara, de todos los cortes que contenian, al
menos, una parte de la neurona estudiada. Una vez realizados todos los dibujos se
superpusieron orientando los papeles hasta obtener una adecuada correspondencia o
ajuste de todos los elementos seccionados de la neurona, para finalmente realizar un

dibujo completo de la misma.
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3.3. Analisis morfoldgico de los resultados

Las secciones, fueron analizadas minuciosamente con un microscopio Leica
DM RB (figura 12), para la caracterizacion morfoldgica de las estructuras neuronales
marcadas. Los campos microscopicos mas representativos fueron fotografiados

mediante una cadmara digital (Cool Snap) acoplada al microscopio.

Figura 10. Microscopio DM RB utilizado para
la reconstruccion neuronal
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4.- RESULTADOS
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El objetivo principal de este trabajo ha sido estudiar el efecto del agonista
colinérgico carbacol sobre la transmision inhibitoria en las neuronas del complejo
basolateral amigdalino. Con este objetivo y siguiendo el protocolo experimental expuesto

en el apartado de Métodos hemos obtenido los resultados que se muestran a continuacion.

4.1. Caracterizacion electrofisioldgica de las células registradas

Hemos estudiado 104 neuronas en el complejo basolateral amigdalino. El potencial
de reposo de las neuronas registradas fue de -67+7mV; la resistencia de entrada fue de 15.4
+ 6.0 MQ, y la constante de tiempo fue de 30.5 £ 3.4 milisegundos, siendo el potencial
umbral de -56.25 £ 1.2 milivoltios. La mayoria de las neuronas registradas no presentaron
potenciales de accion a valores de potencial de membrana en reposo. Las neuronas fueron
caracterizadas electrofisiologicamente al comienzo de cada experimento una vez
comprobada la estabilidad de la neurona registrada. Se descartaron aquellas que no se

mostraban estables en el registro.

La caracterizacion electrofisiolégica se realizé en funcion del tipo de respuesta a la
estimulacién mediante la aplicacion de un pulso despolarizante de 200ms de duracion y de
intensidad creciente hasta alcanzar el nivel umbral de despolarizacion capaz de generar
potencial de accion. De esta manera hemos clasificado las neuronas registradas en tres
grupos: células tipo I, células tipo Il y células tipo Il respectivamente, siguiendo la
clasificacion desde el punto de vista electrofisioldgico utilizada por Chapman (1990) y

Yajeyay cols. (1999), Ashenafi y cols. 2005.

De todas las neuronas registradas, el grupo mas numeroso de células, en concreto
68 neuronas, que suponen el 65% del total, fueron caracterizadas como pertenecientes al

grupo Il de Chapman (1990) y Yajeya (1999). Su potencial de reposo fue de -67.12
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0.43 mV, con resistencia de entrada de 14.15 + 2.35 MQ. EI potencial umbral promediado
de estas neuronas fue de —50.30 £ 0.73 mV, siendo los valores promediados de amplitud de

las espigas de —70.73 £ 0.97 mV. Su duracién media ha sido de 1.22 + 0.06 ms.

Las células de este grupo (Figura 11) también se las ha denominado tipo burst, ya
que la despolarizacion de las mismas hasta su nivel umbral generd una respuesta
consistente en una serie de dos o tres potenciales de accion (burst). Estos potenciales
presentaron, tanto en el segundo como en el tercero, en su caso, una disminucion en su
amplitud y un aumento de su duracion. Ademas, al aumentar la intensidad del pulso
despolarizante, el burst se seguia de un tren de espigas, todas de la misma amplitud,
aumentando la frecuencia de las espigas a medida que aumentaba la despolarizacion. El
tren de potenciales de accion, presentd una cierta tendencia a la acomodaciéon y una

marcada hiperpolarizacion (tipo I1).

10 mV

) 50 ms

-69 mV

Fig 11.- Muestra el tipo de respuesta de una neurona del nucleo basolateral amigdalino, a
la estimulacion a nivel umbral en la Capsula Externa. El tipo de respuesta se corresponde
con una neurona tipo “burst”.
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Un segundo grupo de neuronas las caracterizamos como correspondientes al tipo |
de Chapman (1990) y Yajeya (1999) (Figura 12) y est& formado por 29 células (28%) que
fueron definidas como neuronas tipo multiple spike. Estas neuronas presentaron un
potencial de membrana en reposo de —68.15 £ 0.68 mV, una resistencia de entrada de
14.86 + 1.28 MQ. El potencial umbral fue de —51 + 1.00 mV, el potencial de accién tuvo
una amplitud de 85.20 + 4.64 mV en el primer disparo y 64.35 = 1.90 mV en el segundo.
La duracion media de los potenciales de accion fue de 1.5 ms en el primero y de 2.5 ms en
el segundo caso.

La despolarizacion de estas neuronas, a nivel umbral, generd una respuesta consiste
en un tren de potenciales de accién. Cada uno de estos potenciales de accion se seguia de

una marcada hiperpolarizacion y una lenta despolarizacion hasta alcanzar el umbral.

10 mV|

50 ms

65 mV MWW%

Fig. 12. - Muestra el tipo de respuesta de una neurona del nicleo basolateral amigdalino,
a la estimulacion a nivel umbral en la Capsula Externa. El tipo de respuesta se
corresponde con una neurona tipo “multiple spike .
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Los sucesivos potenciales de accidén no disminuyeron en amplitud ni aumentaron en
duracion tanto como lo hicieron las neuronas del grupo anterior (tipo Il). El tren de

potenciales de accion presentd habitualmente una rapida acomodacion (Figura 12).

Por ultimo, un tercer grupo de neuronas fue definido como grupo Il o neuroras de
tipo single Spike (Figura 13). Este grupo de células es el menos numeroso y esta
constituido por 7 neuronas (7% del total de neuronas registradas). En este grupo de
neuronas el potencial de reposo fue de —68 + 3.75 mV con una resistencia de entrada de
12.55 + 2.53 MQ. Presentaron ademas un potencial umbral de —-50 + 1.25 mV, y una

amplitud promedio de las espigas de —70.20 + 3.85 mV y duracién media de 2.60 ms.

10 mV‘

=65 my

Fig.- 13. Muestra el tipo de respuesta de una neurona del nucleo basolateral amigdalito, a
la estimulacién a nivel umbral en la Capsula Externa. El tipo de respuesta se corresponde
con una neurona tipo “single spike .

La despolarizacion de este tipo de neuronas a su nivel umbral generd un solo

potencial de accién con independencia de valor del potencial de membrana, ya que su

64



Transmision sinaptica inhibitoria en el BLA

despolarizacion por encima del umbral siguié generando la misma respuesta. Este tipo
electrofisiologico de neuronas fueron identificadas como neuronas de espiga Unica o single

spike (Figura 13).

4.2.- Caracterizacion morfoldgica de las células registradas

Con el objetivo de comprobar una relacion entre la respuesta electrofisiologica y las
caracteristicas morfologicas de la neuronas registradas, inyectamos con éxito biocitina en

11 neuronas (5 de tipo burst y 6 de tipo multiple Spike, y 3 de tipo Single Spike).

La reconstruccion morfoldgica de las células inyectadas con biocitina demostrd que
cinco de ellas mostraban un soma de forma piramidal o piriforme y presentando una
arborizacion dendritica densa en ambos lados del soma con orientacién opuesta (Figura 14
A). Observandose, ademas, la ausencia de dendrita principal o apical. Estas caracteristicas
morfologicas apoyan la identificacion de estas neuronas como bipolares. Todas las
neuronas descritas anteriormente resultaron ser interneuronas de circuito local en su

clasificacion electrofisioldgica (Figura 12).

Seis de las neuronas a las que inyectamos biocitina presentaron caracteristicas
similares al grupo anterior en cuanto a la morfologia del soma. Sin embargo presentaban
diferencias como una dendrita apical que se iniciaba en uno de los polos del soma celular
junto con una densa ramificacién de varias dendritas basales que se originan y se orientan
hacia el lado opuesto. Estas, son caracteristicas morfoldgicas que definen el este tipo
celular como piramidal (Figura 14B). Electrofisiolégicamente todas estas células
piramidales presentaron respuestas del tipo principal tipo piramidal o burst (Figura 11).
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Las dos neuronas restantes con caracteristicas electrofisioldgicas del tipo de espiga

unica morfolégicamente eran idénticas al grupo Il (Figura 14B).

Fig.-14.- A, B, muestran los dos tipos de neuronas: A) Neurona de tipo Piramidal; B)
Interneurona de circuito local

4.3.- Respuestas en el complejo basolateral amigdalino a la estimulacion en

capsula externay en el nacleo lateral amigdalino.

Con el fin de investigar la naturaleza sinaptica de las sefiales aferentes a las
neuronas del BLA desde la capsula externa y el nucleo LA, estas dos ultimas estructuras
fueron estimuladas a nivel subumbral, obteniéndose dos diferentes tipos de respuestas

sinapticas.
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La estimulacién tanto en la capsula externa (38 casos) como en el nucleo lateral
amigdalino (66 casos) gener6 en las neuronas amigdalinas dos tipos de respuestas

sinapticas:

La respuesta denominada ya como “clasica” y de mdas frecuente aparicion estd
formada por dos componentes uno excitatorio (EPSP rapido), que aparece a una latencia
corta y finaliza de forma brusca (Figura 14A), y va seguido de un segundo componente de
caracter inhibitorio, (IPSP) constituido éste a su vez por dos componentes, uno rapido
(IPSP rapido) seguido de uno de evolucion mas lenta (IPSP lento) (n= 83) (Figura 14A).
Este tipo de respuesta aparecio tanto estimulando en CE como en LA.

- También se encontrd otro tipo de respuesta (Figura 14B) que consistié en una
respuesta postsinaptica inhibitoria (IPSP) constituido en la mayoria de los casos por dos
componentes uno rapido (IPSP rapido) seguido de uno de evolucion mas lenta (IPSP lento)
(n= 18). Es de destacar que este tipo de respuesta exclusivamente de tipo inhibitorio

aparecié siempre como consecuencia de la estimulacion en LA.

67mV W

Fig. 14.- Muestra los dos tipos de respuestas encontradas en el complejo basolateral
amigdalino, tras la estimulacion en capsula externa y/o en el nicleo lateral amigdalino.
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Hemos encontrado también diferencias dependiendo de la localizacion del
electrodo de estimulo ya fuese en CE o en el LA, en relacion a la corriente requerida para
conseguir la amplitud méaxima de la respuesta inhibitoria (IPSP) que difiere
significativamente en el caso de CE en la que se necesita una estimulacion media de 30 +
2.5 pA (n=12), de la que se requiere cuando se estimula en el LA, en este caso de 17 + 3.1

WA (n=12; P = 0.05].

4.4.- Componente Excitatorio de las Respuestas de las Neuronas del BLA a

la Estimulacién en EC/LA.

Como la mayoria de las respuestas inhibitorias presentaban una actividad
excitatoria previa que enmascaraba en parte la respuesta inhibitoria, el primer objetivo ha
sido intentar bloquear esta respuesta excitatoria (EPSP) para asi estudiar la respuesta

inhibitoria de forma aislada.

Para caracterizar los neurotransmisores implicados en este componente excitatorio
de las respuestas sindpticas, se perfundieron las rodajas con diferentes drogas
glutamatérgicas. Para ello se prefundié la preparacién con 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-
dione (CNQX), a una concentracién 10 uM. EI CNQX es un bloqueante especifico de los
receptores AMPA/kainato, sin embargo adn asi, tras aplicar el CNQX permanecia una
cierta actividad excitatoria (PEPS), que quedd completamente blogueada afiadiendo 2-
amino-5-phosphonovaleric acid (AP5), a una concentracion 30 uM, (n=54) (Figura 15A).

El AP5 es un antagonista de los receptores NMDA.

En un nimero importante de neuronas (n=50) con la perfusion de los antagonistas

glutamatérgicos CNQX y AP5, no solo disminuyd significativamente la respuesta
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excitatoria, sino que ademas ambas respuestas inhibitorias, IPSP rdpido y IPSP lento,
también redujeron su amplitud, incluso llegando a bloquearse por completo ambas

respuestas, excitatoria e inhibitorias (Figura 15B).

Una vez aislada la respuesta inhibitoria y con el objetivo de evitar errores a la hora
de medir la latencia de la respuesta, hemos tomado como referencia el pico de maxima

amplitud en la respuesta inhibitoria en lugar del inicio de la respuesta.

La latencia del IPSP aislado, que se midi6 desde el momento de estimulacion en la
CE hasta el punto de maxima hiperpolarizacion fue relativamente corto (10.57+3.94 ms,
n=12). El estudio de varianza (F= 20.19 (8,27), P>0.05). En cuanto a la estimulacion en el
LA, la latencia observada fue de 10.57+3.94 ms, n=15). El estudio de varianza ANOVA
revel6 también en este caso que el aumento de la intensidad de estimulacion en el EC/LA
tampoco gener6 modificaciones estadisticamente significativas en la latencia de la

respuesta (F=20.19 (8,27), P>0.05).

En relacion con la amplitud de la respuesta inhibitoria, el IPSP rapido alcanz6 una
amplitud méxima de -6.5 + 1.7 mV en 25.8 + 2.3 ms (n=15). En cuanto a su duracion ésta
fue de 54,4 + 2.1 ms, manteniendo fijado el potencial de membrana en su nivel de reposo.
Mientras que el IPSP lento, se caracterizd por aparecer a una latencia medida al pico de
méaxima hiperpolarizacion de 270.3 + 4.6 ms (n=9), siendo la amplitud del mismo de -5.4
+ 0.2 mV y por una prolongada hiperpolarizacion mantenida durante 465.3 + 4.2 ms (n=9)

mantenido el registro a nivel de su potencial de reposo.

Las amplitudes tanto del IPSP lento como del rapido fueron dependientes de la

intensidad de estimulacion.
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A

CONTROL

CNQX + Ap5

-69mV W

B

CONTROL
-70mV M
CNQX + Ap5
T2MV -
5mV |
98ms

Fig. 15.- Actividad postsindptica evocada en neuronas del complejo basolateral amigdalino por
estimulo en la cépsula externa. Efecto de CNQX y AP5, bloqueantes de receptores non-NMDA y
NMDA respectivamente, sobre la actividad sindptica evocada.
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4.5.- Estudio de la neurotransmision inhibitoria de las neuronas en BLA

implicada en las respuestas evocadas por la estimulacién de EC/LA.

Con el fin de valorar el tipo de receptor implicado en esta transmision inhibitoria,
perfundimos la preparacion con un blogueante especifico de los receptores GABAA,
Bicuculina y/o un bloqueante especifico de receptores GABAg (Saclofen). Nuestros
resultados muestran que el componente inhibitorio mas rapido de estos IPSP fue
bloqueado perfundiendo el tejido con Bicuculina (30 uM, n=12) (Figura 16) La reduccion
en la respuesta inhibitoria temprana generada por la Bicuculina fue independiente de
cambios en el potencial de membrana, mientras que la respuesta inhibitoria méas tardia, no
se redujo con la perfusion de Bicuculina mientras que si fue antagonizada mediante la
perfusion del tejido con el antagonista especifico de receptores GABAg, Saclofen, (50uM,

n=11), efecto que no afectd al potencial de membrana.

Control

-70 mvV (\V/W

Bicuculina

-70 mvV [

smv |

98ms

Fig. 16 .- Efecto del blogueante de receptores GABA tipo A (bicuculina) sobre la
actividad inhibitoria evocada. El trazado superior muestra el registro de la actividad
inhibitoria (PIPS) evocada por estimulo del nicleo lateral amigdalino. El trazado inferior
muestra el efecto del bloqueante de receptores GABA tipo A (bicuculina) sobre la actividad
evocada. A la izquierda de cada trazado se muestra el valor del potencial de membrana
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4.6.- Actividad inhibitoria espontanea IPSP

Hemos registrado actividad espontanea inhibitoria en 60 neuronas del BLA (Figura
17). La actividad espontanea inhibitoria observada nunca era precedida de actividad

excitatoria, como ocurria en las respuestas evocadas previamente mostradas.

Estas respuestas espontaneas obtenidas a nivel de reposo de potencial de membrana
estuvieron presentes a frecuencias de 0.28+0.05Hz (n=12) y consistieron en dos tipos de
actividad espontanea inhibitoria, una de ellas presentaba dos componentes, uno rapido
seguido de otro con un curso temporal mas lento; En otros casos la actividad inhibitoria

espontanea estaba constituida solo por el componente rapido.

El componente rapido de la respuesta espontanea inhibitoria presentaba una
amplitud media de 2.9 + 0.6 mV (n= 15) registrandola a —-60 mV de potencial de
membrana. Estos IPSP espontaneos presentaron caracteristicas similares a los IPSP rapidos
evocados por estimulacion en CE presentados anteriormente. Esto es, aumentan en
amplitud con la despolarizacién de la membrana desde los valores RMP, presentan un
potencial de inversion a valores del potencial de membrana mas negativos de —75 mV.
Ocasionalmente, se observdé un IPSP lento tras un espontaneo IPSP répido. Este
espontaneo IPSP lento también presentd las mismas caracteristicas similares a los IPSP
lentos evocados por estimulacién en CE, aumentando su amplitud con la despolarizacién
de la membrana desde valores de RMP, y disminuyendo gradualmente en amplitud con la
hiperpolarizacion de la membrana, alcanzando el potencial de inversion en polaridades
cercanas a —90 mV. Cuando las amplitudes del IPSP lento y rapido se representaron en

funcién del potencial de membrana se observo una clara separacién entre los potenciales
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de inversion. Estos potenciales lentos desaparecieron cuando prefundiamos la preparacion

con bloqueantes glutamatérgicos CNQX (10uM y AP5 (30uM) (Figura 17).

Control

G2V p———_—yp——-y_-—,

CNQX +Ap5
= GOMV b oo o

5mV |

5s

Fig. 17.- Registro de la actividad espontanea en el BLA en situacién control y tras la
perfusion con CNQX + AP5. Notese la desaparicion de la actividad espontanea.
Enmarcado en la parte superior se observa amplificado un IPSP espontaneo.
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4.7.- Efectos del carbacol sobre el potencial de membrana.

La aplicacion del agonista muscarinico carbacol (10 uM) generd en la mayoria de
las ocasiones en primer lugar una lenta y progresiva despolarizacion de la membrana
(8.4£3mV, n=20). Esta despolarizacion que de inicio es lenta se acompafid posteriormente
de disparos de potenciales de accion. Estos efectos se acompafiaron de una pequefia
disminucion en la resistencia de la membrana. Esta despolarizacion de la membrana se
bloque6 completamente perfundiendo la rodaja con el antagonista selectivo de receptores
muscarinicos atropina (a concentracion 1uM). Hay que decir aqui también que la perfusion
de la rodaja exclusivamente con atropina no origind cambios significativos ni en el

potencial de membrana ni en la resistencia de entrada.

4.8.- Efectos del carbacol sobre la respuesta postsinaptica inhibitoria

Una vez aislada la respuesta inhibitoria blogqueando la actividad excitatoria que la
enmascaraba, con CNQX, y AP5, inyectamos corriente mediante DC para mantener el
potencial de membrana fijado a nivel de reposo. En estas condiciones prefundimos la
preparacion con carbacol (10 uM). Los resultados obtenidos (Figura 18) muestran que la
perfusion con carbacol reduce la amplitud de los dos componentes de la respuesta
inhibitoria (n=20), incluso en algunos casos (n=8), llega a bloguear completamente la
respuesta inhibitoria. Este efecto parece afectar antes al componente lento que al rapido

que se anula completamente.
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Control

-72mV

CNQX + AP5S

" Tkt il
i I W A
Lol

Cch+CNQX + Ap5

-72mV NWMMMMMM

Atropina

TAMVY i

-714mV

5mV

98ms

Fig 18.- En el primer trazado se observa el registro de la actividad inhibitoria postsinaptica tras
la perfusion con CNQX y AP5. En el segunda trazado el efecto del agonista muscarinico
Carbacol sobre el potencial inhibitorio postsindptico. Por Gltimo se observa en el trazado inferior
el efecto de la atropina, bloqueante muscarinico, sobre la respuesta colinérgica. A la izquierda de
cada trazado se muestra el valor del potencial de membrana
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Estos efectos del Carbacol sobre la respuesta inhibitoria generada tanto por
estimulacion en CE como en LA, se revirtieron de forma significativa mediante la
perfusion con el antagonista muscarinico atropina (1.5uM; n=10), recuperandose ambos

componentes inhibitorios (Figura 18) y bloqueandose el efecto colinérgico.

Asi mismo, la perfusion con Carbacol (10-20 uM), generd un efecto postsinaptico
en las neuronas amigdalinas que consiste en la mayoria de las ocasiones en una lenta
despolarizacion. Sin embargo, en nuestros experimentos registramos el potencial de
membrana y la respuesta evocada EPSP/IPSP durante 8 a 15 min. (n=8). Observando que
la amplitud del IPSP se redujo antes de que se detectasen modificaciones en la resistencia

de la membrana Yy en el potencial de reposo de la membrana.

CNQX+APS5

-68myV
Cch + CNQX + Ap5
-68mV - “ Yo
5myVv
98ms

Fig 19.- Efecto depresor del carbacol sobre la respuesta evocada por estimulacion en
LA. La disminucién en la amplitud del PIPS aparece sin que aun se haya modificado el
valor del potencial de membrana.
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La inhibicion de la transmision sinéptica inducida por carbacol se revirtié lavando
la preparacion con una solucion Krebs en la que mantuvimos la concentracion de CNQX 'y

de AP5 para mantener bloqueado el efecto glutamatérgico.

Una vez recuperada la respuesta perfundimos la preparacién con bloqueantes
GABA de tipo A (Bicuculina 30uM) y de tipo B (Saclofen 50uM). La perfusion con
bicuculina bloqueé el componente répido de la respuesta inhibitoria, mientras que la

perfusion con saclofen bloque6 el componente lento de la respuesta inhibitoria (Figuras 20

y 21).

4.9.-Caracterizacion del subtipo de receptor muscarinico que media la

modulacion que el carbacol induce en la respuesta inhibitoria.

Tras probar que los efectos del carbacol sobre la respuesta inhibitoria era
bloqueada completamente con atropina, lo que sugiere la implicacion de receptores
colinérgicos de tipo muscarinico, intentamos identificar el subtipo especifico de receptor

muscarinico responsable de estos resultados.

En este contexto, aislamos en primer lugar la respuesta inhibitoria utilizando
antagonistas glutamatérgicos (8.7£0.6uM; n=6) y aplicamos el agonista muscarinico
carbacol (10uM), evocando con ello una severa reduccion de la respuesta inhibitoria
(1.9£0.4mV); p<0.05). A continuacion, como puede observarse en la figura 20,

perfundimos la preparacion con el antagonista muscarinico especifico de receptores M3,
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4DAMP (0.2nM ), observandose una recuperacion parcial del componente rapido de la

respuesta inhibitoria (Figura 20) (4.1+1.7mV); n=6; p<0.05).

CNQX+Ap5

-65mV WWM”WWWMWWWWW

CNQX +Ap5 + Cch

-65mV MWMWMWWWWWWWWWWWWWWWW

CNQX +Ap5 + Cch +4Damp

-65mV wm»wwwwww\ WWMWWWWWWWWWWWWMW

Bicuculina

-65mV MWMWMMW

Fig 20.- Caracterizacion del tipo de receptores implicados en el efecto del carbacol
sobre el Potencial inhibitorio postsinaptico. Obsérvese que el efecto depresor del
carbacol sobre la respuesta evocada es revertido parcialmente por la perfusion con
4DAMP, bloqueante de receptores muscarinicos tipo M1-M3. En el trazado inferior se
observa el efecto del bloqueante de receptores GABA tipo A (bicuculina) sobre La
actividad inhibitoria evocada. A la izquierda de cada trazado se muestra el valor del
potencial de membrana
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Control

oemy WM‘WWW
Cch+4Damp

-65mYV MMWWWWWWWMM
Lavado

“esmV W%WMWWWMMWWWW

Bicuculina

-65mV
Lavado

-65mV W
Saclofen

Fig. 21.- Se muestra el efecto de bicuculina y de saclofen sobre la respuesta inhibitoria
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Finalmente, cuando lavamos la preparacion con bicuculina (30uM) desapareci6 el
componente rapido del IPPS (n=5) pudiéndose observarse aun el componente componente

lento del IPPS.

Hemos utilizado también otros bloqueantes especificos de receptores muscarinicos
como la gallamina (40uM; n=5) y pirencepina (1uM; n=5), antagonistas especificos de
receptores muscarinicos M2 y M1 respectivamente y no se encontraron en ninguno de los

casos efectos sobre las respuestas inhibitorias.
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5.- DISCUSION
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En el presente estudio, hemos explorado en qué medida la actividad sinaptica
inhibitoria evocada en el complejo basolateral de la amigdala tras la estimulacion en

CE/LA puede ser modulada por la accion colinérgica.

Para ello y previamente, hemos caracterizado electrofisiologicamente las neuronas
del complejo basolateral amigdalino. Nuestros resultados indican la existencia de tres tipos

celulares caracteristicos desde el punto de vista electrofisioldgico y morfologico.

5.1. CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DE LAS

NEURONAS DEL COMPLEJO BASOLATERAL AMIGDALINO

Numerosos autores han estudiado las propiedades y caracteristicas morfolégicas y
electrofisiologicas de las neuronas del complejo amigdalino utilizando diferentes técnicas
de marcaje y registro intracelular (Chapman y cols, 1990; Rainnie y cols, 1991; Washburn
y Moisés 1992; Sugita y cols. 1993; Rainnie y cols. 1993; Yajeya y cols. 1997; Faber y

cols, 2001).

Nuestros resultados en este trabajo, en el que hemos tenido en consideracién las
caracteristicas de disparo de las células y el curso temporal de los potenciales de accion en

las neuronas del complejo basolateral amigdalino, han puesto de relieve la existencia de
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tres tipos electrofisiologicamente diferentes, confirman la distribucion en tres tipos

diferentes de neuronas.

Asi, un grupo de ellas presenta a nivel umbral una descarga de tipo burst, cuya
morfologia coincidia con células piramidales amigdalinas. Los potenciales de este burst
presentaron, tanto en el segundo como en el tercero, en su caso, una disminucion en su
amplitud y un aumento de su duracién. Ademas, al aumentar la intensidad del pulso
despolarizante, el burst se seguia de un tren de espigas, todas de la misma amplitud,
aumentando la frecuencia de las espigas a medida que aumentaba la despolarizacion. El
tren de potenciales de accién, presentd una cierta tendencia a la acomodacion y una
marcada hiperpolarizacion. Todas estas caracteristicas, definen un grupo neuronal

denominado principal tipo piramidal (Tipo I).

Otro tipo neuronal muestra descargas de espigas multiples despolarizando la
neurona a nivel umbral, y presentan una morfologia fusiforme. Este segundo grupo de
neuronas las caracterizamos como correspondientes al grupo Il de Chapman (1990) y
Yajeya (1999) que fueron definidas en el apartado de resultados, desde el punto de vista
electrofisiologico. La despolarizacion de estas neuronas, a nivel umbral, gener6 una
respuesta consiste en un tren de potenciales de accién. Cada uno de estos potenciales de
accion se seguia de una marcada hiperpolarizacion y una lenta despolarizacién hasta
alcanzar el umbral. Los sucesivos potenciales de accion no disminuyeron en amplitud ni
aumentaron en duracion tanto como lo hicieron las neuronas del tipo I. El tren de
potenciales de accion presentd habitualmente una rapida acomodacion (Fig. 15). Estas
caracteristicas sugieren que se trata de interneuronas de circuito local. Estas neuronas

corresponden al tipo Il.
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Finalmente un tercer grupo lo constituyen aquellas neuronas que al ser
despolarizadas a nivel umbral respondian con una espiga Unica y la identificamos como

perteneciente al tipo 111 o neuroras de tipo Single Spike (fig. 16).

Estos resultados encajan con estudios realizados por Chapman y colaboradores
(1992), quienes en funcion de las caracteristicas electrofisioldgicas y del tipo de respuestas
obtenidas tras la estimulacion, describieron en otras zonas de la amigdala tres tipos

celulares que denominaron: Burst Response, Multiple Spike y Single Spike.

Asi mismo, otros autores (Rainnie y cols. 1993) identificaron también estos tres
tipos morfoldgicos de células que poseian propiedades electrofisiologicas diferentes en el
complejo basolateral amigdalino. Segun estos autores el subtipo morfolégico de neuronas
piramidales, denominado como tipo | presentd potenciales de accién de larga duracion y
patrones de disparo regular. En cambio, el segundo grupo morfoldgico de neuronas,
estrelladas, incluido en la tipo Il presento potenciales de accion de corta duracion y
patrones de disparo del tipo burst, caracteristica similar con la encontrada en el tercer
grupo, de morfologia multipolar, que se denomind neuronas de tipo Ill. Neuronas, de

caracteristicas similares a las que mostramos en nuestros resultados.

En nuestro estudio, el tipo 11 o interneuronas de circuito local, es el mas frecuente,
presentandose en el 65% (n=67) de las neuronas registradas, mientras que los tipos de
celulas principal tipo piramidal se presentd en el 28% (n=29) y el de espiga unica 7%

(n=7).

La existencia en el complejo basolateral amigdalino de mas de un tipo celular, de
acuerdo a sus caracteristicas electrofisioldgicas (potencial de accion y del patron de
descarga) y morfoldgicas, concuerda también con los datos descritos por Paré y Gaudreau

(1996) en la amigdala lateral; Womble y Moisés 1993; Yajeya y cols. 1997) si bien,
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Ashenafi y cols. 2005, identifican solo dos tipos de neuronas desde el punto de vista
morfologico, tipo | y tipo Il manteniendo la clasificacion electrofisiologica de los autores
anteriores, pero identificando las neuronas tipo burst y single spike como pertenecientes al

mismo tipo morfologico de neurona tipo 11, en el complejo basolateral amigdalino.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, demuestran la existencia de
estos tres tipos de respuestas en las neuronas del complejo basolateral amigdalino tras la
estimulacion en Capsula Externa. (Yajeya y cols., 1997, 1999, 2000). Estos autores
describen tres tipos de neuronas que se diferencian en el tipo de respuesta que genera su

despolarizacion a nivel umbral.

La caracterizacion celular en rodajas atendiendo a las propiedades funcionales de
las células es un método adecuado ya que los resultados obtenidos en el presente trabajo
son semejantes a los descritos por Pare y Gaudreau (1996) en gatos despiertos. Estos
autores identificaron células de proyeccion con caracteristicas similares a las neuronas
piramidales, e interneuronas con descargas de frecuencia alta, cuyas propiedades eran

similares al grupo de interneuronas de circuito local.

A pesar de las discrepancias halladas en cuanto nimero de neuronas encontradas de
un determinado tipo de neuronas mas frecuentemente presentes en el complejo basolateral
amigdalino, los grupos | y Il conjuntamente representan el 93 % de neuronas, como en
definitiva presentan los diferentes autores. Ademas, no se hallaron diferencias
significativas en cuanto a la distribucion de las células del tipo interneuronas de circuito
local y principal piramidal, lo cual nos sugiere que ambos tipos de neuronas se encuentran

igualmente distribuidas en esta regién amigdalina.
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5.2. MORFOLOGIA DE LAS CELULAS REGISTRADAS

Los resultados del marcaje de las células estudiadas, muestran que las células
marcadas intracelularmente con biocitina presentaron dos tipos morfoldgicos: bipolar y
piramidal. Por un lado, las células identificadas como bipolares correspondieron a
neuronas que desde el punto de vista morfoldgico se clasificaron como interneuronas de
circuito local y de espiga Unica. Por otro, las células con morfologia de tipo piramidal,

electrofisiologicamente fueron definidas como neuronas principales de tipo piramidal.

Otros autores como Sugita y colaboradores (1993), utilizando la técnica de marcaje
con biocitina junto con registro intracelular en ratas, definieron la existencia de varios tipos
de neuronas, agrupadas por su morfologia y propiedades electrofisioldgicas. Sus resultados
demuestran tres tipos electrofisiologicos de células, agrupadas morfolégicamente como:
neuronas piramidales a las células que presentaron postdespolarizacion y neuronas no
piramidales tipo 1l y 11, que presentaron posthiperpolarizacion de larga y corta duracién

respectivamente.

Estos resultados concuerdan con los encontrados por Ashenafi y colaboradores
(2005) que describian dos claros tipos morfoldgicos, si bien desde el punto de vista
electrofisiologico, también describian tres tipos de neuronas. Similares resultados a los

encontrados en nuestro estudio.

Por otro lado, en estudios realizados en humanos, otros autores (Tosevski y cols.,
2002), clasificaron las neuronas del complejo basolateral amigdalino mediante la técnica
del Golgi y encontraron tres tipos de neuronas: neuronas tipo I, que denominé como—

piramidales-, neuronas tipo Il definidas por ellos como —células piramidales modificadas-,
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y neuronas tipo Il -consideradas como células no piramidales-. Estos autores muestran
discrepancias con nuestros resultados, si bien hay que tener en cuenta que el estudio es en
humanos y que las técnicas para el estudio morfologico es diferente al utilizado en nuestro
estudio. A pesor de ello, existen similitudes entre ambos estudios. Ellos diferencian dos
tipos de células, por un lado células piramidales con caracteristicas diferentes y otro de

células no piramidales.

5.3. ACTIVIDAD SINAPTICA EVOCADA

El complejo amigdalino recibe importantes aferencias desde diferentes estructuras
del sistema nervioso central. La capsula externa ocupa un lugar significativo como via de
acceso de estas aferencias a las neuronas de la amigdala. Diversos autores (Yajeya y cols,
2000; Meis y Pape, 2001; Chapman y cols. 1992; Li y cols., 1998) han demostrado que la
estimulacion de la céapsula externa evoca en las neuronas amigdalinas potenciales
postsinapticos tanto excitatorios como inhibitorios existiendo una relacion directa entre la
amplitud de las respuestas con la intensidad del estimulo y su modificacion tras la

aplicacion de farmacos.

5.3.1.- RESPUESTAS SINAPTICAS DE LAS NEURONAS DEL COMPLEJO

BASOLATERAL AMIGDALINO

La estimulacion de aferencias al nucleo basolateral procedentes de CE y L.A,,

generé dos tipos de respuesta en el ndcleo basolateral amigdalino: una es la clésica
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respuesta trifasica que aparece tras la estimulacion tanto en CE como LA, y otro tipo de
respuesta consistente en una respuesta postsindptica inhibitoria con dos componentes,
ambos inhibitorios y de distinto curso temporal. También hemos registrado en el nicleo

basolateral actividad espontanea de tipo inhibitorio.

En relacién con el tipo de respuesta méas frecuentemente observada consistente en
tres componentes, un componente excitatorio seguido de dos componentes inhibitorios. El
componente excitatorio de las respuestas de las neuronas del BLA tras la estimulacion en
(EC/LA) fue completamente bloqueado tras la perfusion con CNQX (antagonista
competitivo de receptores AMPA/Kainato ) y AP5 (antagonista potente y selectivo de los
receptores glutamatérgicos NMDA), lo que nos indica que en nuestras condiciones de
registro, la transmision sinaptica es mediada por glutamato actuando sobre receptores
AMPA/Kainato. El caracter glutamatérgico de esta respuesta ha sido también puesto de
manifiesto por otros autores (Ashenafi, 2005; Yajeya, 2000; Faber y cols., 2005; Sah,

2003; Washburn, 1992).

En cuanto a los dos componentes inhibitorios de esta respuesta, nuestros resultados
muestran que la respuesta postsinaptica inhibitoria registrada en las neuronas piramidales
del BLA se bloguea utilizando antagonistas GABAérgicos. En concreto, la perfusion de la
preparacion experimental con bicuculina, que es un antagonista competitivo de receptores
GABAA, bloqueo el componente mas rapido del IPSP-rapido. Sin embargo, la perfusion
con Saclofén, que es un antagonista selectivo de receptores GABAg no modifico este
componente rapido de la respuesta inhibitoria, lo que sugiere que el primer componente de
la respuesta esta mediado por activacion de receptores de tipo GABAA. Sin embargo, el
Saclofen si bloqueo el componente tardio del IPSP-lento, lo que sugiere que esta respuesta
estd mediada por receptores de tipo GABAg. Estos resultados indican que la respuesta

compleja de tipo inhibitorio registrada en las células piramidales del basolateral
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amigdalino esta mediada por activacion de ambos tipos de receptores GABAA Yy GABAg.
Este tipo de respuesta compleja ha sido previamente descrita en otras regiones cerebrales
incluyendo el hipocampo (Alger y Nicoll, 1982; Fujiwara-Tsukamoto y cols. 2007; Janigro
y Schwartzkroin, 1988), corteza (Connors y cols., 19888, tdlamo (Crunellli y cols., 1988) y

también en amigdala (Washburn, 1992).

Diversos autores han demostrado que el componente inhibitorio répido (IPSP-
rapido) parece implicar a receptores de tipo GABA, aumentando la conductancia al cloro,
mientras que el componente inhibitorio lento de la respuesta (IPSP-lento) depende de un
aumento en la conductancia al potasio mediada a través de receptores GABAg (Washburn,
1992). Estos resultados concuerdan con la medida de los potenciales de inversion de la
actividad inhibitoria espontanea (componente rapido: -75 £ 2mV; componente lento -90 +
3mV), lo que encaja con la mediacion a través de receptores GABAA Yy GABAg de los dos

componentes de la respuesta inhibitoria respectivamente (Washburn y Moises, 1992).

Al igual que otros autores (Washburn y Moises, 1992; Yajeya y cols., 1997, 2000),
la aplicacion del agonista colinérgico Carbacol (10-20 M), genera en las neuronas
amigdalinas un efecto postsindptico que consiste en la mayoria de las ocasiones en una
lenta despolarizacion. Este efecto es mediado por la activacion de receptores postsinaticos
de tipo muscarinico. Sin embargo, y como expusimos en el apartado de resultados, en
nuestros experimentos registramos el potencial de membrana y la respuesta evocada
EPSP/IPSP durante ocho a quince minutos observando que la amplitud del IPSP se redujo
antes de que se detectasen modificaciones en la resistencia de la membrana y en el
potencial de reposo de la membrana. Por tanto, los efectos del carbacol sobre la membrana
postsinaptica pueden no intervenir en la reduccién de la amplitud de la respuesta

postsinaptica evocada EPSP/IPSP.
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Estos resultados sugieren que el carbacol tiene un doble efecto sobre las neuronas
del complejo amigdalino: actuando sobre receptores postinapticos de tipo muscarinico,
despolarizando la célula, y actuando sobre receptores a nivel presinaptico, deprimiendo la
transmision inhibitoria mediada por el &cido glutdmico, a través de receptores

AMPA/kainate que median la transmision gabaérgica en la amigdala.

5.3.2.- CARACTERIZACION DEL SUBTIPO DE RECEPTOR MUSCARINICO QUE

MEDIA LA MODULACION DE LA RESPUESTA SINAPTICA INHIBITORIA

La perfusion con el agonista muscarinico carbacol provoca una poderosa supresion
de la respuesta postsinaptica inhibitoria IPSP en las neuronas amigdalinas, disminuyendo
marcadamente la amplitud de los dos componentes del IPSP evocados por estimulacién de
CE/LA (IPSP-répido y IPSP-lento). El hecho de que la atropina, que es un antagonista
competitivo del receptores muscarinicos, bloguee este efecto sugiere que el efecto
colinérgico resulta de activacién muscarinica. Un posible mecanismo puede ser por una
disminucion en la resistencia de entrada de la membrana en la célula postsinaptica, lo que
dispararia y después deprimiria el IPSP. Observamos, sin embargo, que en la mayoria de
las células postsinapticas, la resistencia de entrada permanece sin cambios mientras se
observaba el efecto supresivo. Todos estos hallazgos nos indican una accion presinaptica

del carbacol.

Este tipo de efecto ha sido también descrito en hipocampo en ratas (Ben-Ari, 1981;
Haas, 1982; Pitler, y Alger, 1992; Dutar y Nicoll, 1988; Sheridan y Sutor, 1990), en

corteza (Hasselmo y Bower, 1992), en estriado (Hsu y cols., 1995), en septum y en el
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nucleo dorsolateral septal (Hasuo y cols., 1988) en base del encéfalo (Szerb y cols., 1994),

e incluso en amigdala (Wasburn y Moises, 1992c; Yajeya y cols., 1997, 1999, 2000).

En definitiva, el efecto supresor presinaptico del carbacol observado en este trabajo,
y de su accion postsinaptica, parece sugerir que las células piramidales de la amigdala se
encuentran bajo un extenso control colinérgico (Washburn and Moises, 1992; Yajeya et al.,

2000).

Con el objetivo de identificar el subtipo especifico de receptor muscarinico que
media el efecto supresor sobre la neurotransmision inhibitoria, hemos utilizado diferentes

drogas bloqueantes especificas de receptores muscarinicos.

Por un lado hemos utilizado Gallamina que es un antagonista especifico de
receptores muscarinicos M,. La perfusion con Gallamina no genero efecto alguno sobre la

respuesta inhibitoria postsinaptica.

Sin embargo, en este estudio, el efecto depresor del carbacol (10uM) sobre la
respuesta inhibitoria a la estimulacion de CE y LA fue revertido mediante la perfusion con
4-DAMP (1 uM), que es un antagonista especifico de receptores muscarinicos Ms, lo que
sugiere que la depresién muscarinica de la respuesta inhibitoria era mediada por activacion
de receptores de tipo Ms. Este mecanismo no es exclusivo en amigdala ya que ha sido
observado, por ejemplo, en neuronas dopaminergicas de la region mesencefalica (Michel,

2004).

El hecho de que en nuestros resultados, el efecto generado por el 4ADAMP sea
parcial, nos sugiere la implicacion de varios subtipos de receptores muscarinicos en la

modulacion del la neurotransmision inhibitoria en el complejo basolateral de la amigdala.
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La posibilidad de que el carbacol pueda modular la neurotransmisién inhibitoria
utilizando diferentes tipos de receptores concuerda con resultados como los descritos en la
corteza olfatoria por Bagetta y Constanti (1990) quienes encontraron que el carbacol
deprime la neurotransmision de tipo excitatorio mediante activacion de receptores
muscarinicos presinapticos de tipo M1. Sin embargo, en el nucleo acumbens, estriado y
amigdala, Sugita y cols., (1991, 1993) sugieren que la accion de antagonistas selectivos
en la supresion muscarinica de respuestas sinapticas excitatorias era consecuente con un
mecanismo Mg, mientras que no lo era con la implicacion de receptors My 0 Ms. En
neuronas corticales, Kimura and Baughman, (1997) mostraron que receptores muscarinicos
de tipo M, mediaban el efecto supresor del carbacol sobre el EPSP y que eran receptores
especificos tipo M; los que mediaban el efecto supresor del carbacol sobre el IPSP. Hsu y
colaboradores (1995) tambien se muestran a favor de un mecanismo mediado a través de
receptores M3 en relacion con el efecto supresor muscarinico en este caso, del EPSP en el

estriado.

Sheridan and Sutor (1990) mostraron que la accion presinaptica inhibitoria del
carbacol en la region CA1 del hipocampo estaba mediada por receptores muscarinicos del
subtipo M. Estas diferencias que encontramos en la bibliografia pueden ser consecuencia
del hecho de que fibras diferentes expresan o pueden expresar distintos tipos de receptores
muscarinicos, y que cada célula puede expresar simultaneamente mas de un subtipo de

receptor muscarinico (Hulmen y cols., 1990).

Otra posibilidad, que no se debe descartar, es que los agentes farmacologicos que
existen en el mercado no son lo suficientemente selectivos como para discriminar

rotundamente un tipo particular de receptor (Dorje et al., 1991).
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Por altimo, la respuesta muscarinica aislada era revertida completamente mediante
la perfusion del tejido con bicuculina y saclofen, demostrando con ello la naturaleza
GABAérgica del IPSP. EIl sustrato anatbmico de estos mecanismos ha sido sugerido por
estudios inmunocitoquimicos que revelan la existencia de fibras terminales ChAT-
inmunorreactivas en aposicion cercana a sinapsis entre terminales GABAérgicos y el soma
de células piramidales en el complejo BLA (Carlsen, 1988, 1989; Nitecka y Frostcher,

1989).

5.3.3.- CONSECUENCIAS FUNCIONALES DE LA ACTIVACION DE

RECEPTORES GABA, Y GABAg EN EL BLA

Existen otras estructuras en el Sistema Nervioso Central, que también poseen estos
dos tipos de IPSPs de manera similar a los que encontramos en el BLA. Se han encontrado
en hipocampo (Alger 1984; Davies et al., 1990; Lambert et al., 1989; McCarren y Alger
1985), en el nucleo geniculado lateral (Turner 1990; Crunelli et al. 1988; Soltesz et al.
1989), en el septum lateral (Stevens et al., 1987), en corteza y neocortex (Connors et al.
1988; Howe et al., 1987; Tseng y Haberly 1988). Aunque las caracteristicas de los dos
tipos diferentes de IPSPs encontrados en estas areas poseen caracteristicas especificas en
cada tipo de célula, dada la semejanza entre las regiones del cerebro, parece razonable
asumir que los IPSPs jueguen papel funcional similar en todas estas regiones (Rainnie y

cols., 1991b).

La gran disminucién de la resistencia y el posible origen somatico del f-IPSPs,
sugiere que las neuronas del BLA se inhibiran de forma eficaz por estimulos excitatorios.

Las caracteristicas de estos (IPSP-lento), del inicio rapido y de corta duracion, permiten un
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ajuste preciso de la respuesta neuronal ante estimulos excitatorios. Por el contrario, el
pequefio aumento de la conductancia y asociada a una larga duracion con el IPSP-lento
podria indicar que estos estimulos sélo podrian regular los estimulos excitatorios de baja
frecuencia durante el funcionamiento neuronal (Rainnie y cols., 1991a,b). A conclusiones
similares llegd Soltesz y colaboradores (1989). Ademas, estos autores encontraron que los
IPSP-répido serian los determinantes primarios de la sincronicidad en la BLA. En la misma
linea, esta apreciacion coincide con los resultados de los trabajos de Traub y colaboradores
(1987), quienes demostraron, en un modelo computarizado de la region CA3 del
hipocampo, que son necesarios los IPSP-rapido para bloquear la actividad excitatoria tipo
burst, mientras que los IPSP-lento podria bloquear el desarrollo completo de la

sincronizacion.

En nuestro estudio, debido a que la transmision sinéptica en el BLA tiene ambos
tipos de respuesta inhibitoria, tanto un IPSP-rapido, mediado por GABAA, como un
componente inhibitorio lento, IPSP-lento, mediado por GABAg, cualquier reduccion en la
expresion de uno o ambos de estos potenciales puede mover al nicleo basolateral hacia un
estado que favorezca cuadros epilépticos, como defienden Rainnie y cols. (1991b).
Concluyendo, la complejidad del circuito sinaptico inhibitorio dentro el BLA sugiere que
la modulacion de esta inhibicién puede jugar un papel clave en las probables propiedades

integrativas del BLA.
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6.- CONCLUSIONES.
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1.- Nuestros resultados indican la existencia en el BLA de tres tipos celulares
caracterizados desde el punto de vista electrofisioldgico, que se corresponden con dos tipos

de neuronas caracterizadas morfolégicamente.

2.- La estimulacion de aferencias al BLA procedentes de CE y LA, gener6 dos tipos de
respuesta en el nucleo basolateral amigdalino: una es la clésica respuesta trifasica con un
componente excitatorio seguido de dos componentes inhibitorios, y otro tipo de respuesta
consistente en una respuesta postsinaptica inhibitoria con dos componentes de distinto

curso temporal.

3.- El componente excitatorio de las respuestas de las neuronas del BLA tras la
estimulacion en (EC/LA) fue bloqueado completamente tras la perfusion con CNQX vy
AP5, lo que indica que la transmision sinéptica estaria mediada por glutamato actuando

sobre receptores AMPA/Kainato.

4.- La respuesta compleja de tipo inhibitorio registrada en las células piramidales del BLA
esta mediada por activacion de ambos tipos de receptores GABAA (al ser bloqueada por

bicuculina) y GABAg (al ser bloqueada por saclofen).

5.- La aplicacion del agonista colinérgico Carbacol (10-20 uM), genera en las neuronas del
BLA un efecto postsinaptico consistente en una lenta despolarizacién mediada por la

activacion de receptores postsinaticos de tipo muscarinico.

6.- Los efectos del carbacol sobre la membrana postsinaptica sugieren que el carbacol tiene
un doble efecto sobre las neuronas del BLA: 1) actuando sobre receptores postinapticos de
tipo muscarinico, despolarizando la célula, y 2) actuando sobre receptores a nivel
presinaptico, deprimiendo la transmisién inhibitoria mediada por el &cido glutamico, a

través de receptores AMPA/kainate que median la transmision gabaérgica en la amigdala.
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7.- La respuesta postsinaptica inhibitoria (IPSP) en las neuronas del BLA es inhibida por la
perfusion con el agonista muscarinico carbacol lo que sugiere que el efecto colinérgico

resulta de activacion muscarinica, ya que éste es a su vez bloqueado por atropina.

8.- El efecto depresor del carbacol (10uM) sobre la respuesta inhibitoria a la estimulacion
de CE y LA fue revertido mediante la perfusion con 4-DAMP (1 uM), que es un
antagonista especifico de receptores muscarinicos Ms, lo que sugiere que este efecto es

mediad por activacion de receptores de tipo Ms.

9.- Las respuestas inhibitorias se revertian completamente mediante la perfusién del tejido
con bicuculina, en el caso del f-IPSP y con saclofen, en el caso del s-IPSP, demostrando

con ello la naturaleza GABAérgica de la respuesta.
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AChE: Acetilcolinesterasa

AP5: Acido 2-Amino-5-fosfonovalerianico
BLA: Nucleo basolateral amigdalino

CE: Cépsula externa

ChAT: Colina acetiltransferasa

CNQX: 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
DC: Corriente continua

EPSP: Potencial excitatorio postsinaptico
GABA : Acido y-amino butirico

GAD: Enzima glutamato descarboxilasa
IPSP: Potencial inhibitorio postsinaptico
LA: Nucleo lateral amigdalino

NMDA: N-metil-D-aspartato

RMP: Potencial de reposo de la membrana
SNC: Sistema Nervioso Central

SNP: Sistema nervioso Periférico

ST: Estria terminal

4-DAMP: 4-diphenylacetoxy-N-methylpiperidine methiodide
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