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La amigdala fue descrita por primera vez por Burdach a principios del siglo
XIX como una masa de sustancia gris en forma de almendra -de ahi su nombre- que
aparecia en la porcidon anterior del 16bulo temporal (Burdach, 1819-1822). Hoy en dia
sabemos que este autor solo se referia a una parte de lo que hoy se conoce como

amigdala o complejo amigdalino (CA), el grupo o complejo nuclear basolateral.

Figura 1. Primera ilustracion del “ndcleo amigdalino” (Mandelkern) en el cerebro humano. A
la izquierda se muestra un corte coronal en un nivel anterior del complejo amigdalino y a la
derecha la correspondiente ilustracidon del corte. La flecha a la derecha indica lo que Burdach
defini6 como amigdala, que hoy se sabe que corresponde solamente al complejo basolateral.
Mas tarde se afiadieron los nucleos central, medial y cortical (y la corteza olfatoria adyacente)
y recientemente otras regiones como el nucleo del lecho de la estria terminal o partes de la

substancia innominada (modificacion por Swanson y Petrovich, 1998, de Burdach, 1819-22).

Mas tarde, Meynert (1867) propuso que la amigdala de Burdach era una
extension ventral del claustro en el 16bulo temporal y a continuacidn surgieron otros
autores que afirmaban que la amigdala formaba parte del nucleo lenticular y que
estaba limitada ventralmente por la corteza olfatoria del 16bulo piriforme (Meyer,
1971). Fue Johnston en el afio 1923 quien describid por primera vez el CA al estudiar
esta region en distintas especies de mamiferos, incluidos embriones humanos, y en
otros vertebrados no mamiferos y quien dio nombre a los principales nucleos que lo
constituian en funcién de su posicion dentro del mismo. Sin embargo, hay autores que

piensan que el CA no conforma ninguna unidad ni estructural ni funcional, sino que
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es una agrupacion arbitraria de nucleos con distintos origenes embrioldgicos y

pertenecientes a diferentes sistemas funcionales (Swanson y Petrovich, 1998).

El CA recibe informacién sensorial muy integrada de todas las modalidades y
es necesario para la asociacion de los estimulos sensoriales con su apropiado
significado emocional y motivacional (Aggleton y cols., 1980; Nishijo y cols., 2008);
ademas, esta implicado en la expresién de respuestas autonomas y endocrinas ante
dichos estimulos. Chapman y cols. describieron en 1954 que la estimulacion directa
del CA en humanos producia una percepcion subjetiva de miedo y ansiedad, asi como
un aumento de la frecuencia cardiaca, de la presidon sanguinea y una dilatacion
pupilar. En este sentido, existen numerosisimos estudios que relacionan al CA con la
percepcidon del miedo y la generacidon de las respuestas afectivas apropiadas a ese tipo
de estimulos (Falls y cols., 1992; Lu y cols., 2001; Fanselow y Gale, 2003; Maren y
Quirk, 2004; Herry y cols., 2008; Ciocchi y cols., 2010; Pare y Duvarci, 2012; Maren y
cols., 2013). Sin embargo, también se ha visto en humanos (Straube y cols., 2008;
Garavan y cols., 2001; Davey y cols., 2011), asi como en primates no humanos
(Nishijo y cols., 2008), que la actividad de la amigdala aumenta en respuesta a
estimulos emocionales positivos. De cualquier modo, el CA es necesario para la
adquisicion, consolidacién y extincion de las memorias relacionadas con el miedo, asi
como para la reaparicion o recuperacion de las mismas tras su desaparicion. El
proceso de extincion o desapariciéon de la memoria de miedo tiene una relevancia
clinica obvia en trastornos de ansiedad, ya que algunas terapias como las llamadas de
exposicion se basan en este proceso para impedir que el estimulo que produce aversion

desencadene la ansiedad (Maren y cols., 2013).

La lesion bilateral del 16bulo temporal medial conteniendo al CA produce lo
que se denomina una desconexion visual-limbica (Jones y Mishkin, 1972) o una
disociacion sensorial-afectiva (Geschwind, 1965). Estas alteraciones parecen estar
presentes en el sindrome de Kliiver-Bucy, que fue descrito al realizar una lobectomia
temporal bilateral en monos rhesus (Macaca mulatta) (Kliver y Bucy, 1939), y esta
caracterizado por los siguientes sintomas: una exploracion compulsiva de cualquier
objeto a su alcance sin tener en cuenta su utilidad o significado emocional (lo que se
llamo “ceguera psiquica”), una mayor tendencia a examinar los objetos con la boca en
vez de con las manos, profundos cambios emocionales tales como la ausencia de

conductas asociadas con el miedo y la agresividad, y por ultimo, un aumento de la
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actividad sexual. Posteriormente, otros autores comprobaron que la mayoria de estos
sintomas también estaban presentes cuando la lesién afectaba exclusivamente al CA,
ya que en el estudio de Kliver-Bucy la lesién afectaba también a parte del polo
anterior del 16bulo temporal, no s6lo al CA (Weiskrantz, 1956; Kling y Cornell, 1971;
Aggleton y Passingham, 1981). En el hombre, este sindrome presenta una variada
patologia bitemporal y puede estar asociado con afasia, demencia o amnesia (Lilly y
cols., 1983). Sin embargo, cuando la lesiébn en la amigdala es unilateral, no se
modifica la actividad en la corteza visual ipsi o contralateral ante estimulos
emocionalmente significativos, ya sean adversos o placenteros, segun un estudio
reciente de neuroimagen, a pesar de que se creia que la amigdala era imprescindible en
la modulacién del procesamiento visual ante dichos estimulos (Edmiston y cols.,
2013).

Recientemente se ha descubierto que el CA estd implicado en los procesos de
cataplejia de la narcolepsia, ya que su nucleo central tiene conexiones con regiones del
tronco del encéfalo que controlan el tono muscular durante el sueno REM. Mas aun,
dichos procesos de cataplejia suelen estar desencadenados por estados
emocionalmente positivos (y de vigilia muy activa), que el CA procesa y en funcion de

los cuales elabora una respuesta (Burgess y cols., 2013).

1.1. Organizacion nuclear del CA humano

Los numerosos estudios acerca de la clasificacién nuclear del CA en primates
(Volsch, 1906; Volsch, 1910; Johnston, 1923; Holmgren, 1928; Huber y Crosby, 1929;
Ariens Kappers y cols., 1936; Brockhaus, 1938; Price y cols., 1987; Sims y Williams,
1990; Amaral y cols., 1992; Ledo-Varela y cols., 2007) y la falta de limites precisos
entre algunos de sus nucleos han supuesto un obstdculo a la hora de llegar a un
consenso para la delimitacion y clasificacién de dichos nucleos y sus subdivisiones.
Uno de los primeros autores en describir la organizacion citoarquitectonica del CA de
primates fue Volsch (1906, 1910). Mas tarde, Brockhaus publico una detallada
descripcidon de la arquitectura de la amigdala humana con tinciones de Nissl y de
mielina simplificando las complejas clasificaciones existentes hasta el momento
(Brockhaus, 1938). Sin embargo, ésta seguia siendo compleja, y la nomenclatura
propuesta por Crosby y Humphrey unos afios después (1941, 1944), la cual estd

basada en la clasificacion propuesta por Johnston, es la mas utilizada en la actualidad.
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Todos estos autores observaron que en el CA humano estaban presentes los mismos
nucleos que en otros mamiferos y la mayoria de ellos, exceptuando el ntcleo del tracto
olfatorio lateral, estan mucho mas desarrollados en nuestra especie. Johnston (1923)
diferencio en el CA dos grupos nucleares: un grupo engloba a los nucleos central,
medial y cortical, incluyendo al nucleo del tracto olfatorio lateral, caracterizados por
ser filogenéticamente mas antiguos, por experimentar un menor incremento de
tamano que el resto de los ntcleos en humanos, y estar asociados al sistema olfatorio,
mientras que el otro grupo nuclear incluye los nucleos lateral y basal que han
experimentado un enorme desarrollo en humanos y aparecieron posteriormente en la

evolucion.

Los autores Crosby y Humphrey (1941) diferenciaron cuatro grupos nucleares:
el grupo baso-lateral (nucleos lateral, basal y accesorio basal), el grupo cortico-medial
(incluyendo los nucleos cortical, medial, central y el ntucleo del tracto olfatorio lateral),
el area amigdalina anterior y el drea de transicion cortico-amigdalina. Posteriormente,
Swanson y Petrovich (1998) distinguieron tres porciones en el CA en relacion con su
origen embrioldgico: una expansion ventromedial del estriado (nucleos central y
medial, y area amigdalina anterior), otra considerada corteza olfatoria caudal (nucleo
del tracto olfatorio lateral, nucleo cortical y dreas amigdalinas postpiriforme y
amigdalo-piriforme), y otra que seria una extensioén ventromedial del claustro (ntcleos

basal, lateral y posterior).

Al tratar de la organizacién nuclear del CA es oportuno definir el término
acufiado por Alheid y Heimer (1988) de la “amigala extendida”, que comprende a los
nucleos central y medial del CA. Esta entidad incluye ademas al nucleo del lecho de la
estria terminal y a unas neuronas que mantienen la comunicacién entre estas
estructuras a través de la capsula interna y que quedan asociadas a la estria terminal.
Ya desde el trabajo de Johnston en 1923 se establece asi una dicotomia entre la
llamada amigdala cortico-basolateral (que incluye al grupo basolateral y al nucleo
cortical del CA) y la amigdala extendida, que sigue vigente en la actualidad (Cho y
Fudge, 2010). Estas dos regiones del CA presentan sistemas de neurotransmision
distintos: las neuronas de proyeccion de la amigdala centro-medial, al igual que en el
estriado, son GABAérgicas, mientras que las de la amigala cortico-basolateral, igual

que las de la corteza cerebral, son glutamatérgicas (McDonald, 1992; Esclapez y cols.,
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1993; McDonald y Augustine, 1993; Pitkanen y Amaral, 1994; Swanson y Petrovich,
1998).

Los estudios clasicos de delimitacion nuclear del CA realizados a partir de
cortes de Nissl se han ido complementando con datos de trabajos en los que se
utilizaron otros tipos de marcadores regionales como las enzimas acetilcolinesterasa o
nicotinamida adenina dinucleétido diaforasa (Ishii y Friede, 1967) o las tinciones de
Golgi y de lipopigmentos (Braak y Braak, 1983). En la mayoria de los nucleos del CA
pueden distinguirse varias subdivisiones en base a la morfologia de sus células
visualizadas con Nissl, a la intensidad de la tincidon con las enzimas mencionadas
anteriormente, o en funcién de las diferentes proyecciones de las mismas segun
estudios con trazadores axonales. En la Tabla 1 se detallan las clasificaciones y
nomenclatura de las parcelaciones del CA adoptadas por los principales autores de las
tres ultimas décadas y la que se ha seguido en el presente trabajo; ademas, la Tabla 2
de Sorvari y cols. (1995) recoge otras clasificaciones mas antiguas, desde la de

Brockhaus (1938) hasta la propuesta por Sims y Williams (1990).

El grupo basolateral, muy desarrollado en la especie humana, consta de tres
nucleos: lateral, basal y accesorio basal. El nucleo lateral ocupa dos tercios del CA y
hay mucha variacién entre los distintos autores en el nimero de subdivisiones en las
que se divide: desde ninguna (Crosby y Humphrey, 1941; Brady y cols., 1992), dos
(Price y cols., 1987; Sorvari y cols., 1995), hasta cuatro (Sims y Williams, 1990) o
cinco (Mai y cols., 2004), en base a las diferencias en el tamafio y empaquetamiento
de sus células. En el nucleo basal las neuronas presentan un gradiente de tamano, de
forma que son de menor tamano en regiones mediales o ventrales y mas grandes en
regiones mas laterales o dorsales. En funcién de este criterio morfoldgico y del distinto
contenido de acetilcolinesterasa, Crosby y Humphrey (1941) distinguieron dos
subdivisiones del ntcleo basal — lateral (magnocelular) y medial (parvocelular)-, pero
la mayoria de los autores incluyen una subdivision intermedia entre estas dos (Price y
cols., 1987; Sims y Williams, 1990; Brady y cols., 1992; Sorvari y cols., 1995). Bien es
cierto que Crosby y Humphrey (1941) consideraron dentro de la subdivision medial
otras dos porciones, superficial y profunda, ésta ultima quedando a continuacién del
area de transicion cortico-amigdalina. El trabajo de Mai y cols. (2004) diferenci6 hasta
cinco regiones dentro del nucleo basal. Por ultimo, el nucleo accesorio basal ha sido

dividido bien en dos regiones con diferentes nombres - medial y lateral, dorsal y
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ventral o magno y parvocelular - (Crosby y Humphrey, 1941; Sims y Williams, 1990;
Brady y cols., 1992), o en tres regiones afladiendo una porcion ventromedial (Price y
cols., 1987) o en cuatro segun el atlas de Mai y cols. (2004). Esta tercera subdivisioén
ventromedial parece exclusiva de primates (Pitkanen y Amaral, 1998), muy
probablemente por la mayor especificidad de las conexiones. Seguin algunos autores
este nucleo amigdalino esta ausente en algunas especies como el gato (Fox, 1940;

Crosby y Humphrey, 1941).

Dentro del grupo corticomedial todos los autores distinguen el nucleo cortical
del medial. El primero de ellos se ha subdividido a su vez en dos regiones que segin
autores se nombran como lateral y medial (Sims y Williams, 1990) o dorsal y ventral
(Brady y cols., 1992), o bien en una regidén anterior y otra posterior (Price y cols.,
1987; Sorvari y cols., 1995; Kemppainen y Pitkanen, 2000; Mai y cols., 2004). Mai y
cols. (2004) ademas distinguen una porcion dorsal y otra ventral dentro del nucleo
cortical anterior y una porcién anterior dentro del nucleo medial. La mayoria de los
autores mencionados (Price y cols., 1987; Sorvari y cols., 1995; Kemppainen y
Pitkanen, 2000) describen la llamada corteza periamigdalina, dentro de la cual
distinguen varias subdivisiones que varian ligeramente segin el autor: corteza
periamigdalina 1, 2 y 3 y porcion sulcal. La mayor parte de la corteza periamigdalina
estaria incluida dentro del nucleo cortical y el area de transicidon cortico-amigdalina
del resto de los autores; de hecho, la porcién sulcal de la corteza periamigdalina

coincide practicamente con la region de transicidon cortico-amigdalina.

En cuanto al grupo o nucleo central, la mayor parte de los autores distinguen
una subdivision medial y otra lateral, excepto Sims y Williams (1990) que describen
hasta cinco subdivisiones parceladas en funcion de sus propiedades citoarquitectonicas

(Nissl), y su tincion para acetilcolinesterasa y Gallyas.

Otras regiones de menor tamafio que se incluyen en el CA son el area de
transicién cortico-amigdalina, también llamada de transicion cortical o de transicion
parahipocampal-amigdalina, que en el caso de Price y cols. (1987) coincidiria con la
porcion sulcal de la corteza periamigdalina, y el area amigdalina anterior, descrita por
todos los autores aunque su delimitacidon no es consistente entre todos ellos. Algunos
trabajos distinguen ademads un area amigdalo-hipocampal, en niveles del CA

posteriores y ventromediales, aunque no superficiales (Price y cols., 1987; Amaral y
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cols., 1992; Sorvari y cols., 1995; Mai y cols., 2004). Por ultimo, la mayoria de los
autores destacan la presencia de grupos de neuronas muy empaquetadas ubicadas
entre los nucleos del CA que reciben distintos nombres, desde neuronas intercaladas a

nucleos intercalados o grupos celulares intercalados.

La tarea de subdividir el CA adecuadamente es importante porque cada uno de
sus nucleos o grupos nucleares ademas de poseer un particular origen embriologico y
unas proyecciones concretas, codifica para distintos aspectos del miedo (Fanselow y
Gale, 2003). Asi, por ejemplo, el grupo basolateral, y especialmente el nucleo lateral,
procesa el significado emocional de los estimulos en general, no sélo relacionados con
el miedo, permitiendo a otras estructuras el acceso a esta informacion, y esta
implicado en la supresién de las respuestas al miedo y en su reaparicién una vez
extinguidas (Fanselow y Gale, 2003; Maren y Quirk, 2004; Herry y cols., 2006). El
nucleo central es activado por el grupo basolateral y es capaz de iniciar
comportamientos para defenderse de las amenazas especificas de especie que hacen
peligrar su supervivencia (Kapp y cols., 1979; Fanselow y Gale, 2003; Maren y Quirk,
2004; Ciocchi y cols. 2010). Los ntucleos del grupo corticomedial, aunque también el
nucleo lateral, se activan ante la presentacion de caras con expresion de miedo

(Gamer y cols., 2010).
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Tabla 1. Parcelacion nuclear del CA segun distintos autores y en nuestro estudio

*Price y cols., 87;
Sorvari y cols., 1995;
Sims y Williams, Pitkénen y
1990 'Brady, 1992 Kemppainen, 2002 Mai y cols., 2004 Nuestro estudio
NUCLEOS GRUPO BASOLATERAL
____________________________________________ PROFUNDOS (Bl |
LATERAL LATERAL LATERAL LATERAL LATERAL (L)
e Externo e Lateral e Dorsolateral e Externo (Lex)
® Dorsal ® Dorsomedial ® Dorsal (Ld)
e Lateral e Dorsal anterior e Lateral (LI)
* Medial ® Medial e Intermedio e Medial (Lm)
e Ventral
BASAL BASAL BASAL BASOLATERAL BASAL (B)
e Lateral ® Magnocelular ® Magnocelular ® Dorsal ® Magnocelular (Bmc)
e Central o Intermedio ¢ Intermedio o Intermedio ¢ Intermedio (Bint)
e Ventrolateral
® Medial ® Parvocelular e Parvicelular e Ventromedial e Parvocelular (Bpc)
e Paralaminar
“ACCESORIO 7~ ACCESORIO 7 ACCESORIO BASAL ~~~'BASOMEDIAL ~~~~~~~ ACCESORIO BASAL (AB) |
BASAL BASAL
® Dorsal ® Magnocelular ® Magnocelular ® Dorsomedial ® Dorsal (ABd)
e Centromedial
® Ventral ® Parvocelular e Parvicelular e Ventromedial ® Ventral (ABv)
____________________________________________ ° Ventromedial e Dorsolateral |
PARALAMINAR
e Medial*
e Lateral*
GRUPO CORTICO- NUCLEOS Y/O AREAS GRUPO CORTICO-
MEDIAL (CM) SUPERFICIALES MEDIAL (CM)
" CORTICAL 7 CORTICAL 7" CORTICAL 7777 CORTICAL 777 TCORTICAL (Co) ]
e Medial e Ventral ® Anterior ® Anterior ® Medial (Com)
o Lateral e Dorsal e Posterior --porcion dorsal e Lateral (Col)
--porcion ventral
e Posterior
"MEDIAL T MEDIAL T MEDIAL T MEDIAL 7 MEDIAL Me) ]
e Anterior
CORTEZA
PERIAMIGDALINA
NUCLEO DEL TRACTO
OLFATORIO LATERAL
NUCLEOS Y/O AREAS GRUPO CENTRAL (Ce)
____________________________________________ RESTANTES
CENTRAL CENTRAL CENTRAL CENTRAL CENTRAL (Ce)
e Medial e Medial e Medial e Medial e Medial (Cem)
e Lateral e Lateral e Lateral e Lateral e Lateral (Cel)
e Dorsolateral
e Ventrolateral
e Intersticial ]
AREA DE AREA DE AREA DE AREA DE TRANSICION
TRANSICION TRANSICION TRANSICION CORTICO-AMIGDALINA
CORTICO- CORTICAL PARAHIPOCAMPAL- (CTA)
AMIGDALINA AMIGDALINA
AREA AREA AREA AMIGDALINA ~ AREA AMIGDALINA
AMIGDALINA AMIGDALINA ANTERIOR ANTERIOR
ANTERIOR ANTERIOR
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" CLAUSTRO =~ AREA PERIAMIGDALINA
____________________________________________________________________ PREAMIGDALALINO _ (PA)
AREA
____________________________________________________________________ PERIAMIGDALINA ]
GRUPOS NEURONAS NUCLEOS
CELULARES INTERCALADAS INTERCALADOS
INTERCALADOS ...
AREA AMIGDALO- AREA AMIGDALO-
HIPOCAMPAL HIPOCAMPAL

*Subdivisiones afadidas en la clasificacion de Pitkdnen y Kemppainen (2002) con respecto a la de Price y cols.
(1987). En paréntesis se indican las abreviaturas usadas en este estudio. ' Clasificacion realizada en Saimiri
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. 2 . ., . . . . .
sciureus 'y humano; ~ Clasificacion realizada en Macaca fascicularis. El resto de trabajos se refieren a la especie
humana.

1.2. Poblaciones celulares del CA

El CA contiene basicamente tres poblaciones celulares: neuronas, células de
glia y células endoteliales. La morfologia, el nimero y la densidad de las dos primeras
poblaciones en los diferentes nucleos del CA y sus posibles alteraciones en patologias
como la esquizofrenia o el autismo han sido objeto de numerosos estudios durante los
ultimos afios (Pakkenberg, 1990; Bowley y cols., 2002; Hamidi y cols., 2004;
Schumann y Amaral, 2005; Schumann y Amaral, 2006; Berretta y cols., 2007;
Bezchlibnyk y cols., 2007; Kreczmanski y cols., 2007).

1.2.1. Poblaciones neuronales del CA

Los estudios centrados en analizar con el método de Golgi la morfologia de las
neuronas del CA de roedores, gato, pulpo y humano concluyeron que el grupo
basolateral contiene tres tipos principales de neuronas que fueron denominadas como
de clase I, IT y III en roedores (McDonald, 1982; Millhouse y DeOlmos, 1983;
McDonald, 1984;), pulpo (McDonald y Culberson, 1981) y humano (Braak y Braak,
1983) o neuronas de tipos P y S en el gato (Hall, 1972). Las neuronas de clase I (o
espinosas) son células de tipo piramidal similares a las existentes en la corteza cerebral
que conforman la poblacion mayoritaria del CA (alrededor de un 70 %). Tienen una
dendrita apical dirigida hacia el polo rostral del CA y dan una apariencia estrellada en
el plano coronal debido a que su plexo dendritico basal esta orientado en dicho plano;
estas neuronas corresponden a las descritas como células P en el gato, presentan de 3 a
5 dendritas primarias con una de ellas mas gruesa con apariencia de dendrita apical, y
otras dendritas secundarias con menos espinas que las principales. En general, todos
los autores coinciden en que el tamafo de esta clase neuronal varia segin el ntucleo del
CA estudiado, y por otro lado, que las dendritas raramente cruzan los bordes entre los
nucleos. Las neuronas de clase II son mucho menos frecuentes y recuerdan a las
células estrelladas, no espinosas, de la corteza cerebral; corresponden a las neuronas
de tipo S del gato (Hall, 1972). El soma de estas neuronas es solo ligeramente menor
que el de las de clase I, no presentan espinas ni una dendrita apical aparente y su axéon
se ramifica profusamente cerca del soma, por lo que se sugirid6 que se trata de una
poblacion de neuronas locales (Millhouse y DeOlmos, 1983). En el cerebro humano,

la cantidad de pigmento contenido por estas neuronas sirvid de criterio para
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subdividirlas en dos clases (Braak y Braak, 1983): II (mucho pigmento) y III (poco o
nulo). Otras poblaciones celulares menos numerosas descritas hasta el momento en el
CA son: las llamadas “neuronas extendidas” grandes, caracterizadas por tener
dendritas largas y gruesas no muy numerosas, con escasas espinas, que se localizan en
la porcion rostral del nucleo basal y sus dendritas quedan en el limite entre los ntcleos
basal y lateral (Millhouse y DeOlmos, 1983); las células estrelladas pequefias y sin
espinas dendriticas (denominadas células neurogliaformes por Tombol y Szafranska-
Kosmal (1972), McDonald (1982) y McDonald (1984) y las llamadas células “cono”
por la forma en cono de sus plexos de dendritas moderadamente espinosas (Millhouse

y DeOlmos, 1983).

Tanto en el grupo central (McDonald, 1982) como en los nucleos intercalados
(Millhouse, 1986) y en el medial (Dall'Oglio y cols., 2012) la composicion celular varia
con respecto a la descrita en el grupo basolateral. El ntcleo central presenta distintos
tipos neuronales segun la regién considerada. Asi, en la subdivision medial se
encontraron dos grupos de neuronas: unas con soma ovoideo, piriforme o fusiforme,
con 3-4 dendritas primarias no espinosas que se ramifican en otras dendritas que si
presentan espinas, y cuyo axon abandona el nucleo tras dejar escasas colaterales; las
otras neuronas, también consideradas de proyeccidn, estan situadas ventralmente y
presentan un soma grande y dendritas gruesas no espinosas. En la subdivision lateral
se describi6 una poblacion homogénea de neuronas espinosas de mediano tamano y
de morfologia estrellada que se asemejan a las del estriado (Hall, 1972; McDonald,
1982a); del soma emergen de 3 a 5 dendritas primarias que a medida que se dividen en
dendritas de mayor orden aparecen pobladas de una mayor cantidad de espinas. Al
igual que ocurria en la subdivision medial, el axon de estas neuronas generalmente
abandona el nucleo tras dejar alguna colateral en él. Por otro lado, las neuronas
situadas en la periferia de esta subdivision del nucleo central tienden a extender sus
dendritas paralelamente al perimetro de la misma, sin rebasar sus limites. En el nucleo
medial humano se han descrito hasta cinco tipos morfoldgicos de neuronas; todas son
multipolares y su cuerpo celular puede ser de forma redondeada, ovoidea, fusiforme o
angular (Dall'Oglio y cols., 2012), siendo el fenotipo mas comun el fusiforme y no
encontrandose neuronas de morfologia tipica piramidal, como ocurre en el grupo
basolateral. Las neuronas de tipo fusiforme presentan espinas de diferentes

morfologias tanto en las dendritas como en el cuerpo celular y se ha visto que las
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espinas se localizan en ramificaciones dendriticas medias y distales, y no en dendritas

proximales (Dall'Oglio y cols., 2012).

Ademas, se ha visto que las neuronas de los nucleos central y medial son
similares a las de las subdivisiones medial y lateral del nucleo del lecho de la estria
terminal (McDonald, 1983); esto contribuye a la idea de que ambas subdivisiones de
este nucleo y los nucleos central y medial estan relacionados anatémicamente aunque
estén separados fisicamente por la capsula interna y situadas en extremos opuestos de

la estria terminal.

1.2.1.1. Poblaciones de interneuronas

Las interneuronas (IN) o neuronas locales del CA estan conectadas tanto con
neuronas de proyeccion (McDonald y cols., 2005; Muller y cols., 2006) como con IN
(Muller y cols., 2003; Muller y cols., 2005). Las neuronas locales pueden subdividirse
en distintas poblaciones caracterizadas histoquimica y electrofisiolégicamente (véase
Mascagni y cols. (2009)). Cada tipo de IN presenta patrones caracteristicos de
actividad eléctrica, se relaciona con dominios subcelulares concretos de las neuronas
de proyeccion y esta modulado de forma especifica por estimulos sensoriales externos

(Bienvenu y cols., 2012).

En roedores se han descrito al menos cuatro poblaciones de IN quimicamente
bien definidas: (1) IN parvalbumina (PV) positivas (+) (80 % de las cuales contienen
calbindina (CB) (Kemppainen y Pitkanen, 2000; McDonald y Betette, 2001;
McDonald y Mascagni, 2001), (2) IN somatostatina (SOM)+ (67-91 % de las cuales
expresan también CB y la mayoria de ellas neuropéptido Y (McDonald y Pearson,
1989; McDonald y Mascagni, 2002; McDonald y cols.,, 2012), (3) IN
colecistoquinina+ (30-40 % de las cuales contienen CB) (Mascagni y McDonald,
2003) y (4) IN calretinina (CR)+/péptido intestinal vasoactivo+ (lo contienen un 66-
71 % del total de CR+)/ colecistoquinina+ (10-31 % del total de CR+) (Kemppainen y
Pitkanen, 2000; McDonald y Mascagni, 2001; Mascagni y McDonald, 2003). En
primates también se han identificado cuatro poblaciones de IN quimicamente
definidas, aunque serian necesarios nuevos estudios de colocalizacién para asegurar
que son poblaciones realmente independientes y no se solapan entre ellas: (1) IN PV+
(25 % de las cuales contienen CB) (Pitkanen y Amaral, 1993b; Sorvari y cols., 1995;
Pantazopoulos y cols., 2006; Mascagni y cols., 2009), (2) IN CB+ (30-35 % de las
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cuales contienen PV) (Pitkanen y Amaral, 1993a; Sorvari y cols., 1996b; Mascagni y
cols., 2009), (3) IN SOM+ (Amaral y cols., 1989; Desjardins y Parent, 1992;
McDonald y cols., 1995; Mascagni y cols., 2009), (4) IN CR+ (Sorvari y cols., 1996c;
Mascagni y cols., 2009). De estos estudios, solamente algunos se refieren al CA
humano y no son suficientes para definir con certeza el nimero de poblaciones de IN

existentes ni las cantidades relativas de cada una en los distintos nucleos del CA.

De las poblaciones de IN del CA de primates que contienen proteinas ligadoras
de calcio, las PV+ y las CR+ son las mas abundantes y no se solapan entre si
(Mascagni y cols., 2009). Se cree que todas o la gran mayoria de las IN PV y CR+ son
GABAérgicas; en primates no humanos se ha visto que un 90-94 % de las PV+ lo son
(Mascagni y cols., 2009), y en el caso de las CR+, a pesar de que no existen estudios
de colocalizacién en primates, esta descrito que la mayoria presentan una morfologia
no piramidal propia de neuronas locales (McDonald, 1994). En el CA humano no
existen datos que determinen si las neuronas que contienen estas proteinas ligadoras
de calcio expresan GABA, aunque por su morfologia se piensa que la mayoria son IN

(Sorvari y cols., 1996a; Sorvari y cols., 1996¢; Pantazopoulos y cols., 2006).

Las IN PV+ del CA han sido caracterizadas morfolégicamente como células en
cesto o en candelabro (Pitkanen y Amaral, 1993b; Sorvari y cols., 1995; Sorvari y
cols., 1996a); estos nombres se deben a la morfologia de los terminales axdnicos de
estas neuronas, que, o bien forman una cesta que envuelve a neuronas piramidales, o
bien forman unos “cartuchos” constituidos por filas paralelas de botones que se sitian
sobre el segmento inicial del axén de neuronas piramidales formando sinapsis
simétricas. La densidad de estos cartuchos en el nucleo lateral llega a ser de 148
cartuchos/mm?, y esta gran cantidad sugiere que estas IN deben desempefiar un
importante papel inhibitorio sobre las neuronas de proyeccién (Sorvari y cols., 1996a).
Por otro lado, el trabajo de Pantazopoulos y cols. (2006) en el CA humano diferencia
cuatro subpoblaciones de IN que contienen PV: una poblaciéon que también expresa
CB (18 %), otra caracterizada por estar envuelta en “cestas perineuronales” (31 %),
otra que expresa CB y al mismo tiempo esta envuelta en dichas cestas (7 %), y el 44 %
restante que no expresa ninguna de las dos cosas. Se cree que cada subpoblacion de IN
desempena una funcion diferente en el procesamiento de la informacidén que ocurre en

el CA.
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En cuanto a la distribucion de las poblaciones de IN en el CA, las PV+ se
restringen practicamente al grupo basolateral, mientras que las CR+ y las CB+ se
distribuyen ampliamente y de forma homogénea en todo el CA, incluyendo el grupo
cortico-medial y el central que no contienen apenas IN PV+. Cabe destacar que las
neuronas CR+ son muy abundantes en el nacleo accesorio basal, a diferencia de las
PV+, que abundan en el nucleo lateral pero disminuyen radicalmente hacia regiones
mas mediales del grupo basolateral (Sorvari y cols., 1995; Sorvari y cols., 1996b;

Sorvari y cols., 1996¢; Pantazopoulos y cols., 2006).

Funcionalmente las IN PV+ son especialmente importantes por su capacidad
de regular la actividad de las neuronas piramidales de proyeccién por medio de su
inervacion perisomatica o dendritica (Sorvari y cols., 1996a; Rainnie y cols., 2006;
Woodruff y Sah, 2007a; Woodruff y Sah, 2007b). Al mismo tiempo, estas IN PV+
reciben entradas excitadoras de colaterales axonicas de neuronas piramidales locales,
lo cual forma una potente inhibicidn feedback sobre las de proyeccion (Woodruff y Sah,
2007a). Se piensa que las conexiones entre las IN PV+ y las neuronas de proyecciéon
son el substrato anatomico para la generacion de oscilaciones ritmicas sincronizadas
en el complejo basolateral relacionadas con la vigilia y la memoria emocional (Paré y
Gaudreau, 1996; Muller y cols., 2006). A diferencia de las IN PV+, la bibliografia

referida a la funcién de las neuronas CR+ en el CA es practicamente inexistente.

El estudio de Rainnie y cols. (2006) describe cuatro patrones electrofisiologicos
distintos de las IN del CA, y analiza la morfologia y el contenido en péptidos o
proteinas ligadoras de calcio de estos cuatro tipos de IN. Mientras que las IN PV+ se
asocian con dos de esos patrones, los de disparo “rapido” y “en rafaga”, las IN CR+
presentan un patron de disparo “regular”. Las IN de disparo “rapido” responden de
forma caracteristica a las corrientes despolarizantes con un tren de potenciales de
accion de alta frecuencia que no se adapta hasta pasado un tiempo determinado (750
ms); las de disparo “en rafaga”, a su vez, presentan, sin ningun estimulo exogeno,
rafagas espontaneas de potenciales de accidon debidas a la sumacién de corrientes
excitatorias postsinapticas; las de disparo “regular” se diferencian del resto de patrones
por presentar una mayor resistencia de membrana en reposo que el resto de patrones,
y, al igual que las de disparo “en rafaga”, responden a las corrientes despolarizantes
con una corta rafaga de potenciales de accién seguida de un patréon de actividad

relativamente ritmico. Segun estos datos, y teniendo en cuenta que no se ha
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demostrado la existencia de contactos directos entre las IN CR+ y las neuronas de
proyeccion del CA, a diferencia de lo que ocurre con las PV+, la funcion de cada una
de estas dos poblaciones de IN, CR+ y PV+, en el CA sera probablemente muy

distinto.

1.2.2. Poblaciones de células de glia

Los trabajos centrados en estudiar las poblaciones de glia en el CA son escasos
(Dall'Oglio y cols., 2012; Johnson y cols. 2012) y la mayor parte se ha ocupado de
analizar los astrocitos visualizados mediante inmunohistoquimica frente a la proteina
fibrilar acidica de la glia. El trabajo de Dall'Oglio y cols. (2012) pone de manifiesto la
existencia de distintos patrones de ramificacion de los astrocitos en el nucleo medial
del CA, pudiendo esta heterogeneidad morfoldgica estar relacionada con una

especifica contribucion en las llamadas sinapsis tripartitas (Araque y cols., 1999).

El estudio estereoldgico de Chareyron y cols. (2011) demostrd que la densidad
de células de glia en el CA disminuye en el mono con respecto a la rata, aunque esta
disminucién no es tan acusada como la que afecta a las neuronas. Mediante la técnica
de Nissl estos autores distinguen morfolégicamente los astrocitos de los
oligodendrocitos en el mono rhesus, pero no les es posible diferenciar estas dos
poblaciones gliales en la rata debido a su menor tamafio, por lo que no pudieron
determinar si la menor densidad de glia en primates frente a roedores es debida al

descenso de una sola o de ambas poblaciones gliales (Chareyron y cols., 2011).

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que la glia experimenta cambios
cuantitativos en varias enfermedades psiquiatricas (véase el apartado 1.5.2.2.), y el
trabajo de Hamidi y cols. (2004) destaca la importancia de diferenciar en el CA los
astrocitos, oligodendrocitos y la microglia para poder estudiar su funcioén especifica en

esta regidon cerebral y su posible alteracidén en este tipo de enfermedades psiquiatricas.

1.2.3. Células endoteliales

Las células endoteliales constituyen otro grupo celular presente en el CA.
Aunque los datos existentes son bastante escasos, si se han realizado algunos estudios
de cuantificacion en primates no humanos y en el cerebro humano centrados en
analizar la cantidad de células endoteliales, ademds de las neuronas y la glia, o la

longitud de los microvasos, con el fin de evaluar el efecto que sobre el numero de
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células pueda tener la medicacién con antipsicoticos o la posible alteracion en la
microcirculacion sanguinea en los enfermos esquizofrénicos (Konopaske y cols., 2007;

Kreczmanski y cols., 2009).

1.3. Volumen del CA

El volumen del CA y de algunos de sus nucleos ha sido determinado tanto en
cerebros de individuos sanos como en el de pacientes psiquiatricos (Heckers y cols.,
1990; Pakkenberg, 1990; Chance y cols., 2002; Schumann y Amaral, 2006; Berretta y
cols., 2007; Kreczmanski y cols., 2007) y los valores de las estimaciones de volumen
de los individuos controles varian enormemente entre los estudios existentes. Asi,
Schumann y Amaral (2006) estimaron que el CA en su conjunto ocupaba 1380 mm’,
al 1gual que Heckers y cols. (1990), que estimaron un volumen de alrededor de 1200
mm’, mientras que Chance y cols. (2002) obtuvieron un volumen para el CA de 630
mm®. En cuanto al volumen de los nucleos del CA, el nucleo lateral ocupaba un
volumen de entre 250 mm’ (Berretta y cols., 2007) y 400 - 450 mm?® (Schumann y
Amaral, 2006; Kreczmanski y cols., 2007); el basal desde 150 (Berretta y cols., 2007) 6
200 mm® (Pakkenberg, 1990; Kreczmanski y cols., 2007) hasta 343 mm’ (Schumann y
Amaral, 2006); el accesorio basal ocupaba desde 70 mm’ (Berretta y cols., 2007;
Kreczmanski y cols., 2007) hasta 150 mm?® (Schumann y Amaral, 2006); y el central
tan solo ocupaba 34 mm?® (Schumann y Amaral, 2006). Gran parte de estas diferencias
entre estudios parecen deberse a una distinta delimitacion del CA y de sus nucleos,
aunque también podrian haber influido las diferencias en el procesamiento del tejido o

en la metodologia empleada para estimar el volumen.

1.4. Numero y densidad de células en el CA

En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios centrados en
cuantificar el nimero de neuronas y de glia en el CA de diversas especies. A
continuacién describiremos los datos existentes en la literatura acerca del nimero y la
densidad de neuronas, glia y células endoteliales, centrandonos especialmente, aunque
no exclusivamente, en la informaciéon obtenida en primates no humanos y en el

hombire.
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1.4.1. Neuronas

El nimero y la densidad de neuronas del CA procedente de sujetos humanos
controles, es decir, fallecidos sin ningun diagnostico de enfermedad neuroldgica o
psiquiatrica, ha sido analizado en numerosos trabajos (Pakkenberg, 1990; Bowley y
cols., 2002; Schumann y Amaral, 2005; Bezchlibnyk y cols., 2007; Kreczmanski y
cols., 2007). Estos estudios cuantitativos se realizaron usando técnicas estereologicas
sobre cortes del CA tefiidos con Nissl, que es una tincidon que permite diferenciar
neuronas de células de glia, pero no distinguir entre neuronas de proyeccion e IN. Los
resultados de estos estudios pusieron de manifiesto una cierta heterogeneidad en
cuanto a la densidad neuronal existente en los distintos nucleos del CA, siendo ésta
mayor en los nucleos central (10.600 neuronas/mm?), cortical (9.200 neuronas/mm?)
y algo menor en el lateral, basal y accesorio basal (alrededor de 8.500 - 9.000
neuronas/mm?’). En primates no humanos el nucleo lateral presenta mayor densidad
neuronal (42.000 neuronas/mm’) que el resto de los nucleos del CA, por encima
incluso del central (37.000 neuronas/mm’) y el accesorio basal (36.000

neuronas/mm?’) (Chareyron y cols., 2011).

Algunos de los estudios mencionados anteriormente calcularon también el
numero absoluto de neuronas encontrando que el CA completo en la especie humana
contiene unos 12 millones y el nucleo lateral, que es region amigdalina que mayor
numero de neuronas presenta, alrededor de 4 millones (Schumann y Amaral, 2005).
También en primates no humanos, el nucleo lateral contiene el mayor numero de
neuronas del CA entre 1,3 y 1,6 millones, seguido por el basal, con 1,2 millones
aproximadamente o el accesorio basal con unas 500.000 a 800.000 neuronas (Carlo y
cols., 2010; Chareyron y cols., 2011). En el caso del nucleo basal, los datos
cuantitativos de la cantidad de neuronas varian considerablemente entre los distintos
estudios debido a la inclusién o no dentro del nucleo de la regidn paralaminar, de gran

densidad neuronal (Chareyron y cols., 2011).

El estudio estereoldgico de Chareyron y cols. (2011), centrado en analizar la
cantidad de neuronas y de glia en el CA de roedores y primates, ha demostrado que
pese a que el nimero de neuronas del CA en primates es muy superior al de roedores,
la densidad neuronal es unas 3 veces menor en primates no humanos que en roedores,
y unas 3,8 veces menor en humanos que en primates no humanos. El descenso en la

densidad neuronal en el CA de primates va acompafiado de un aumento en la
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cantidad de neuropilo (Chareyron y cols., 2011). También se ha visto que el aumento
del nimero de neuronas de roedores a primates en los nucleos del grupo basolateral es
proporcional al aumento en el numero de neuronas que experimenta el CA
considerado en su conjunto; sin embargo, el incremento en cantidad neuronal
observado en los nucleos central y medial, cuando se comparan roedores y primates,
es mucho menos marcado y no es proporcional al del CA en su conjunto (Carlo y

cols., 2010).

Los estudios cuantitativos que diferencian poblaciones especificas de neuronas
del CA suelen referirse a poblaciones GABAérgicas consideradas como IN. Estos
trabajos no utilizan técnicas estereoldgicas de contaje, y en algunos casos utilizan
métodos de cuantificacién sesgados, pero proporcionan una valiosa informacién
acerca de la distribucion de los distintos tipos de neuronas en el CA. De esta forma,
existen estudios centrados en la distribucion y densidad de neuronas que contienen
proteinas ligadoras de calcio como la PV (Sorvari y cols., 1995; Pantazopoulos y cols.,
2006), la CR (Sorvari y cols., 1996c) 6 la CB (Sorvari y cols., 1996b) en los distintos
nucleos del CA humano. Asi mismo, se han realizado estudios al respecto en otras
especies como la rata (Kemppainen y Pitkanen, 2000). En el grupo basolateral del
primate, las neuronas PV+ constituyen entre un 29 y un 38 % del total de células
GABA¢érgicas, las CR+ suponen entre un 23 y un 27 %, y las CB+ entre un 30 y 46 %
en las subdivisiones dorsal/intermedia del nucleo lateral y en la magnocelular del
nucleo basal, respectivamente (Mascagni y cols., 2009). En el CA de la rata, del total
de neuronas GABAérgicas en las subdivisiones ventromedial del nucleo lateral y en
las subdivisiones posterior y anterior del basolateral, las PV+ suponen el 19, el 36 y el
43 %, las CR+ el 20, 21 y 17 % y las CB+ el 41, 58 y 56 %, respectivamente
(Kemppainen y Pitkanen, 2000). En conjunto, estas tres poblaciones conforman un 80
% de las neuronas GABA¢érgicas totales en el nucleo basolateral anterior, mientras que
solamente suponen un 58 % en el nucleo lateral, porcion ventromedial. Ademas, las
neuronas SOM+ constituyen entre un 11-18 % de las neuronas GABAérgicas del CA
de la rata (McDonald y Mascagni, 2002), aunque recientemente se ha demostrado la
existencia de neuronas de proyecciéon no piramidales que contienen SOM y GABA,
por lo que este porcentaje puede incluir a este tipo de neuronas (McDonald y cols.,

2012).
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1.4.2. Células de glia

Los estudios dedicados a determinar el numero y la densidad de células de glia
en el CA son menos numerosos que los centrados en neuronas (Pakkenberg, 1990;
Bowley y cols., 2002; Hamidi y cols., 2004; Bezchlibnyk y cols., 2007), y solamente
uno de ellos analiza estos aspectos diferenciando los nucleos amigdalinos
(Bezchlibnyk y cols., 2007), en lugar de estimarlos en el conjunto del CA. El analisis
por nucleos puso de manifiesto que existen ligeras diferencias tanto en la densidad
como en el tamano de las células de glia entre los nucleos del grupo basolateral
(Bezchlibnyk y cols., 2007), siendo el nucleo basal el que mayor densidad de glia
presenta. El estudio de Hamidi y cols. (2004) realizado en cerebros humanos es el
unico que diferencia las tres poblaciones de células de glia utilizando técnicas
inmunohistoquimicas, y proporcion6 datos de densidad del conjunto de poblaciones
de glia, unas 60.000 células/mm?, de astrocitos y oligodendrocitos por separado, entre
24.700 - 25.500 células/mm’, y de la microglia, unas 3.500 células/mm’. El estudio de
Chareyron y cols. (2011) analiza la densidad y el numero de células de glia en el mono
rhesus en comparacion con la rata, y diferencia astrocitos de oligodendrocitos. Los
resultados de este estudio indican que los nimeros de estas dos poblaciones gliales
difieren en los distintos nucleos del AC, existiendo mayor cantidad de una poblacién u
otra segun el nucleo amigdalino estudiado. Asi, los ntucleos central y medial contienen
una menor cantidad de oligodendrocitos que astrocitos, mientras que en el lateral y el
basal sucede al contrario, habiendo mayor cantidad de oligodendrocitos (Chareyron y
cols., 2011). La mayor cantidad de oligodendrocitos puede estar relacionada con el
considerable desarrollo del grupo basolateral del primate, y la consecuente mayor
cantidad de conexiones que parten o llegan a sus nucleos lateral y basal y requieren de

los oligodendrocitos para transmitir la informaciéon de manera mas eficiente.

Chareyron y cols. (2011) describen en su estudio un ratio glia-neurona en el CA
que es mucho mayor en humanos que en el resto de primates. Ademas, este ratio en el
CA excede al que hay en diferentes regiones de la corteza cerebral, lo cual parece
deberse a la menor densidad neuronal en el CA en comparacion con las distintas
regiones neocorticales, quizas relacionada con la gran cantidad de conexiones
intrinsecas y extrinsecas que atraviesan el CA. También se ha visto que este ratio glia-
neurona aumenta a lo largo de la escala filogenética, principalmente por el incremento

en el namero de glia; asi, en el CA humano el ratio es de 5,36 (Hamidi y cols., 2004;
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Schumann y Amaral, 2005), mientras que en mono es de 1,55 y en la rata de 0,86
(Chareyron y cols., 2011), por lo que la mayor cantidad de glia por neurona esta

relacionada con una mayor complejidad en esta region cerebral.

1.4.3. Células endoteliales

En la literatura no existen trabajos dedicados a cuantificar las células
endoteliales en el CA. El estudio realizado por Kreczmanski y cols. (2009)
(Kreczmanski y cols., 2009) se centrd en estimar en el nucleo lateral del CA humano
la longitud absoluta, densidad de longitud y longitud por neurona de microvasos,
demostrando que en este nucleo la densidad de longitud es de alrededor de 600
mm/mm’. En la corteza parietal de macacos, el estudio de Konopaske y cols. (2007)

estimo el numero de células endoteliales en 25.000 cells/mm?.

1.5. Alteraciones morfoldgicas del CA en condiciones patologicas

1.5.1. Alteraciones en el volumen

Las variaciones del volumen del CA en enfermedades psiquiatricas como la
esquizofrenia, el trastorno bipolar o la depresion, y en el autismo han sido objeto de
numerosos estudios (Heckers y cols., 1990; Pakkenberg, 1990; Chance y cols., 2002;
Schumann y Amaral, 2006; Berretta y cols., 2007; Kreczmanski y cols., 2007). De
estos trabajos, solo el de Kreczmanski y cols. (2007) y el de Berretta y cols. (2007)
consiguieron demostrar una modificacion del tamano del CA. Asi, el primero de estos
estudios demostré que en pacientes esquizofrénicos el volumen del nucleo basal del
CA disminuye aproximadamente un 11 % y el del nucleo lateral entre un 12 y un 17 %
(Kreczmanski y cols., 2007). Por su parte, Berreta y cols. (2007) describieron una
disminucién de un 29 % en el volumen del nucleo lateral en pacientes con trastorno

bipolar.

1.5.2. Alteraciones en el nimero de células

1.5.2.1. Neuronas

Los estudios que han comparado el numero y la densidad de neuronas en el
CA de individuos controles y aquellos con esquizofrenia o trastorno bipolar y autismo
han puesto de manifiesto una disminucién significativa del nimero absoluto de

neuronas en el nucleo lateral amigdalino, que puede llegar a ser del 23 % en pacientes
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esquizofrénicos (Berretta y cols., 2007; Kreczmanski y cols., 2007), de un 13 % en
sujetos autistas (Schumann y Amaral, 2006), y del 41 % en individuos con trastorno
bipolar (Berretta y cols., 2007). En este ultimo trabajo se observd también una
disminucidn de la densidad neuronal en los ntcleos lateral y accesorio basal, y en el de
Schumann y Amaral (2006) una disminucién del nimero absoluto de neuronas en el
CA en conjunto. Bien es cierto que algunos de estos resultados, en concreto el de los
pacientes esquizofrénicos del estudio del grupo de Berretta, dejaron de ser
significativos cuando se tuvo en cuenta la influencia que el tratamiento con
antipsicoticos pudiera tener en estos cambios; y esto a pesar de que el estudio del
grupo de Konopaske y cols. (2007) demuestra que la exposicion cronica a
antipsicoticos no afecta al nimero de neuronas del CA. Este mismo estudio, realizado
en macacos, demuestra sin embargo que los antipsicoticos producen una disminucién
en el volumen de sustancia blanca, el numero de células de glia (lo cual parece deberse
a una disminucidn especifica de astrocitos (Konopaske y cols., 2008)), y un aumento
en la densidad neuronal. El estudio de Bezchlibnyk y cols. (2007) demuestra la
existencia de una disminucién en el tamafio del soma neuronal en los nucleos lateral y
accesorio basal (porcidon parvocelular) de pacientes con trastorno bipolar; sin embargo,
la metodologia utilizada lleva implicito un posible sesgo por la orientacién de los

cortes histologicos.

1.5.2.2. Células de glia

Los estudios dedicados a comparar la cantidad de células gliales en el CA
procedente de sujetos controles y de pacientes con depresion mayor demuestran que
hay una reduccion de un 24-29 % en la densidad glial y de un 36 % en el ratio glia-
neurona (Bowley y cols., 2002; Hamidi y cols., 2004), la cual parece deberse a una
disminucién en el numero de oligodendrocitos (Hamidi y cols., 2004). Sin embargo,
otros trabajos realizados en cerebros procedentes de enfermos con trastorno bipolar
(Bowley y cols., 2002; Hamidi y cols., 2004) o esquizofrenia (Pakkenberg, 1990) no

encontraron ninguna variacion significativa en la cantidad de glia.

1.5.2.3. Células endoteliales

El tnico trabajo existente en la literatura relacionado con los posibles cambios
que las células endoteliales pueden sufrir en condiciones patoldgicas se centra en

comparar entre sujetos controles y esquizofrénicos la longitud de los microvasos en el
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nucleo lateral del CA, no pudiendo demostrar ninguna variacion (Kreczmanski y cols,
2009). En cambio, si se ha visto que el tratamiento con antipsicéticos aumenta la
densidad de células endoteliales, al menos en la corteza parietal de macacos

(Konopaske y cols., 2007).

1.6. Cambios morfologicos del CA en el envejecimiento

Aunque no existen investigaciones centradas en analizar los posibles cambios
en la cantidad de neuronas del CA entre individuos jovenes y ancianos, si se ha
demostrado una reduccion en el numero de neuronas neocorticales durante el
envejecimiento (Pakkenberg y Gundersen, 1997). Una investigacion llevada a cabo en
roedores analizd el nimero de neuronas y de células gliales en el ntucleo basolateral
del CA de la rata desde un periodo previo a su destete hasta que alcanzan una edad
avanzada, demostrando un incremento del numero de células de glia y una hipertrofia
dendritica segin aumenta la edad (Rubinow y cols., 2009a; Rubinow y cols., 2009b;
Rubinow y Juraska, 2009). También se ha visto en un estudio de resonancia
magnética funcional que con la edad disminuye la conectividad funcional del CA (St
Jacques y cols., 2009), cambio que podria estar relacionado con una pérdida de

neuronas en esta region.

1.7. Flyjo de la informacion nerviosa a través del CA

El CA proyecta y recibe proyecciones de muchas estructuras del sistema
nervioso central, desde la médula espinal hasta regiones corticales frontales, insulares,
temporales y occipitales. Ademas, los diversos nucleos del CA estdn conectados por
numerosas proyecciones intrinsecas, que seran las primeras que tratemos en este

capitulo.

1.7.1. Conexiones intrinsecas

Las conexiones entre los distintos nucleos del CA se organizan de tal forma que
el flujo de la informacion es principalmente unidireccional desde los nucleos laterales
a los mas mediales (Price y cols., 1987; Amaral y cols., 1992; Pitkanen y Amaral,
1998; Freese y Amaral, 2009). Segin lo descrito en monos, las conexiones
intraamigdalinas de los nucleos del grupo basolateral se dirigen fundamentalmente a
los nucleos medial, cortical anterior y posterior y a la subdivision medial del nucleo

central (Price y cols., 1987). A su vez, el nucleo central, siendo el que recibe la



40 Introduccion

mayoria de las proyecciones intraamigdalinas, apenas proyecta a ningun nucleo del
CA (Price y Amaral, 1981; Pitkanen y Amaral, 1998). Ademas de las conexiones entre
los nucleos amigdalinos, existen numerosas conexiones entre las propias subdivisiones
de un mismo nucleo, las cuales reflejan en muchos casos que el flujo de la informacién

a través del CA es en gran parte unidireccional (Freese y Amaral, 2009).
Grupo basolateral

El ntcleo lateral proyecta a todos los demds nucleos del CA, aunque con
diferente intensidad. De este nucleo emergen importantes proyecciones a todas las
subdivisiones de los nucleos basal y accesorio basal y a la corteza periamigdalina
(Aggleton, 1985; Pitkanen y Amaral, 1991; Amaral y Insausti, 1992; Pitkanen y
Amaral, 1998), y otras menores hacia los nucleos paralaminar, medial, corticales
anterior y posterior, central (Smith y Paré, 1994) (esta proyecciéon no llega a la
subdivision medial como ocurre desde otros nucleos), al nucleo del tracto olfatorio
lateral, area amigdalina anterior, area amigdalo-hipocampal y a los nucleos
intercalados (Price y Amaral, 1981; Aggleton, 1985; Pitkanen y Amaral, 1998). De
todas estas conexiones solamente son reciprocas, y es ésta una proyeccién pequefia,
las que se establecen entre el nucleo lateral y la subdivision parvocelular del accesorio
basal (Russchen, 1982; Aggleton, 1985). Existen ademds abundantes conexiones
intrinsecas entre las propias subdivisiones del nucleo lateral, desde sus regiones
dorsales, donde terminan las aferencias neocorticales, hacia sus subdivisiones

ventrales (Pitkanen y Amaral, 1998).

El ntucleo basal recibe una importante proyeccion del nucleo lateral (Pitkanen y
Amaral, 1991). Dentro del nucleo basal existe un flujo de informacién en sentido
dorsoventral, que parte de su subdivision magnocelular y haciendo relevo en la
subdivision intermedia llega a la parvocelular (Price y cols., 1987). Desde todas las
subdivisiones de este nucleo parten conexiones principalmente a los nucleos medial,
central (fundamentalmente a su subdivision medial), cortical anterior y al area
amigdalo-hipocampal, asi como proyecciones menores a los nucleos lateral y

accesorio basal y a la corteza periamigdalina.

El nucleo accesorio basal, como ya se ha dicho, recibe una gran proyeccion del
nucleo lateral (Pitkanen y Amaral, 1991), ademas de algunas fibras de los nucleos

basal, central y medial y de la corteza periamigdalina (Krettek y Price, 1978b;
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Russchen, 1982; Aggleton, 1985; Pitkanen y Amaral, 1998; Fudge y Tucker, 2009).
Ademads, presenta conexiones bidireccionales entre sus dos subdivisiones,
magnocelular y parvocelular, las cuales a su vez proyectan intensamente a la
subdivision medial del ntcleo central (Price y Amaral, 1981), asi como a los nucleos
corticales anterior y posterior, medial, a la corteza periamigdalina, al area amigdalo-

hipocampal y a los nucleos intercalados (Aggleton, 1985).

Grupo corticomedial

El nacleo medial de primates proyecta al nucleo central, al tercio dorsal del
nucleo accesorio basal, al ntucleo cortical anterior, a la corteza periamigdalina y al area
amigdalo-hipocampal y recibe proyecciones del basal, accesorio basal y de la corteza

periamigdalina (Aggleton, 1985; Everitt, 1995; Freese y Amaral, 2009).

En primates, el nucleo cortical anterior recibe proyecciones de los nucleos
lateral, accesorio basal, central y medial (Price y Amaral, 1981; Price y cols., 1987,
Pitkanen y Amaral, 1998). Las conexiones intraamigdalinas del ntucleo cortical
posterior se han descrito junto con las del area amigdalo-hipocampal por la dificultad
de distinguir ambas regiones. Estas regiones proyectan al nucleo medial (Ottersen,

1982; Price y cols., 1987), a la corteza periamigdalina y al nucleo accesorio basal.

La corteza periamigdalina de primates proyecta a los ntucleos basal (subdivision
parvocelular), accesorio basal, central, medial y cortical posterior (Price y Amaral,
1981) y recibe fibras de los nucleos lateral, basal, accesorio basal, medial y central
(Price y Amaral, 1981; Aggleton, 1985).

Grupo central

Es el nucleo que recibe el mayor numero de proyecciones del resto de nucleos
del CA, y a su vez, se cree que tiene pocas proyecciones de retorno, salvo algunas al
nucleo cortical anterior, a la corteza periamigdalina, al drea amigdalo-hipocampal, al
area amigdalina anterior y proyecciones muy pequenas al lateral, al basal (subdivision
parvocelular) y al accesorio basal (subdivision parvocelular) (Price y Amaral, 1981;
Aggleton, 1985). La subdivision medial recibe conexiones de practicamente todos los
nucleos amigdalinos (especialmente del basal y accesorio basal), mientras que las
proyecciones aferentes que llegan a la subdivision lateral principalmente provienen del

area de transicion cortico-amigdalina (Fudge y Tucker, 2009) y del nucleo lateral, el
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cual no proyecta directamente a la subdivision medial (Smith y Paré, 1994). Entre las
subdivisiones del nucleo central existe una proyeccion de la subdivision lateral a la

medial (Pitkanen y cols., 1997).

Otras regiones

El area amigdalina anterior recibe aferencias de los nucleos lateral y central
mientras que los nucleos intercalados reciben proyecciones de los nucleos lateral y

accesorio basal (Aggleton, 1985; Pitkanen y Amaral, 1998).

1.7.2. Conexiones extrinsecas

Clasicamente se distinguen tres vias principales de comunicacién del CA con el
resto de regiones cerebrales: la estria terminal, la via amigdalifuga ventral y la estria
olfatoria lateral, siendo ésta la tnica via exclusivamente aferente. Hay autores que
opinan que es mas correcto pensar en las dos primeras vias como dos componentes de
una sola, dividida en dos por la cdpsula interna (Price y cols., 1987). La via
amigdalifuga ventral recoge fibras que se agrupan a lo largo del borde dorsomedial del
CA en toda su extension rostrocaudal, mientras que la estria terminal agrupa fibras de
regiones ventromediales del CA en niveles caudales (Freese y Amaral, 2009). Ademas
de esta organizacion clasica de las conexiones, hoy se sabe que estas vias no llevan
distintos tipos de informacidn, sino que muchas proyecciones cruzan de una via a otra
y que hay fibras que desde la misma region pueden utilizar ambos caminos para llegar
al mismo destino. Existen muchas conexiones neocorticales de entrada y salida al CA
que no utilizan estos grandes haces de fibras sino que forman pequenos fasciculos
dentro de la sustancia blanca subcortical, como los que conectan regiones occipitales y

temporales con el CA (Freese y Amaral, 2005).

1.7.2.1. Conexiones aferentes

De la corteza cerebral: el CA recibe conexiones de regiones uni- y polimodales de
la corteza frontal, cingular, insular y temporal. Las proyecciones desde la corteza
inferotemporal rostral al surco occipito-temporal y posterior al uncus, que es un area
de procesamiento visual de alto nivel, constituyen la principal via de entrada de
informacion visual al CA y llegan principalmente al nucleo lateral (regiones dorsales),
con ligeras proyecciones a los nucleos basal (subdivision magnocelular) y accesorio

basal y al area amigdalina anterior (Aggleton y cols., 1980; Ghashghaei y Barbas,
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2002; Freese y Amaral, 2009). De las regiones auditivas de la corteza temporal
solamente llegan proyecciones aferentes al CA desde regiones rostrales de la
circunvolucion temporal superior (Kosmal y cols., 1997; Yukie, 2002), consideradas
como corteza auditiva asociativa unimodal (Pandya y Yeterian, 1985). A diferencia de
las proyecciones de la corteza visual, éstas terminan sobre la porcion ventrolateral del

nucleo lateral.

El CA recibe también proyecciones de regiones asociativas multimodales del
lébulo temporal como la corteza perirrinal , la corteza parahipocampal, la regién
polisensorial de la circunvolucion temporal superior y del labio dorsal del surco
temporal superior; estas proyecciones inervan la mayoria de los nucleos amigdalinos
(Amaral y Insausti, 1992; Ghashghaei y Barbas, 2002; Stefanacci y Amaral, 2002). La
corteza orbitofrontal y la prefrontal medial proyectan moderadamente al CA,
especialmente a los nucleos lateral, basal, accesorio basal, medial, corticales anterior y
posterior, central y a la corteza periamigdalina (Carmichael y Price, 1995; Cavada y
cols., 2000; Stefanacci y Amaral, 2002). Por ultimo, de la corteza prefrontal lateral
(Amaral y cols., 1992; Ghashghaei y Barbas, 2002) y de la corteza premotora
(Avendano y cols., 1983) parten ligeras proyecciones que terminan en el nucleo basal.
La corteza cingular anterior proyecta moderadamente a los nucleos lateral y basal
(Pandya y cols., 1973; Amaral y Insausti, 1992; Stefanacci y Amaral, 2000; Stefanacci
y Amaral, 2002). La conectividad funcional y estructural entre la corteza cingular
anterior y el CA esta alterada en los pacientes con trastorno bipolar (Wang y cols.,

2009).

La proyeccion de la corteza insular es una de las entradas corticales al CA mas
importantes; asi, la insula rostral proyecta densamente a la porcion dorsomedial del
nucleo lateral, la subdivisidon parvocelular del basal, y el nucleo central (Aggleton y
cols., 1980; Amaral y Insausti, 1992; Carmichael y Price, 1995; Stefanacci y Amaral,
2000; Stefanacci y Amaral, 2002). La proyeccion desde la corteza insular caudal es
mucho menos densa y llega al nucleo central y a la subdivision dorsal intermedia del
lateral (Aggleton y cols., 1980; Friedman y cols., 1986; Amaral y Insausti, 1992;
Stefanacci y Amaral, 2000; Stefanacci y Amaral, 2002), siendo esta ultima la mayor
ruta de entrada de informacién somatosensorial al CA, ya que el area somestésica
secundaria estd conectada reciprocamente con las cortezas insulares granular y

disgranular, que proyectan al lateral. El opérculo fronto-parietal, un area gustativa
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cortical, proyecta a la porcién dorsomedial del nucleo lateral (Van Hoesen, 1981).
Todas estas proyecciones entre la corteza insular y el CA parecen ser una ruta para el
procesamiento de la informacion gustativa y autonoma en el CA (Freese y Amaral,
2009).

Se han descrito también proyecciones desde la corteza entorrinal que llegan a
los nucleos lateral y basal y la corteza periamigdalina (Van Hoesen, 1981; Aggleton,

1986; Stefanacci y Amaral, 2000).

Del sistema olfatorio: tanto el bulbo olfatorio como la corteza piriforme proyectan
al nuacleo del tracto olfatorio lateral, al nucleo cortical anterior y a la corteza
periamigdalina, estructuras consideradas corteza olfatoria primaria (Price, 1973;

Turner y cols., 1978; Carmichael y cols., 1994).

Del prosencéfalo basal: el nicleo basal de Meynert, con una pequefia contribucion
de los nucleos horizontal y vertical de la banda diagonal, proyecta densamente a la
subdivision magnocelular del nucleo basal (Amaral y Bassett, 1989), y al nucleo del

tracto olfatorio lateral (Aggleton y cols., 1980; Mesulam y cols., 1983).

De la formacion del hipocampo: estas proyecciones son mucho menos abundantes
que las que van en sentido opuesto, se originan principalmente en regiones rostrales
del hipocampo (CA1l), y llegan a los nucleos basal, accesorio basal, cortical,
paralaminar y corteza periamigdalina (Rosene y Van Hoesen, 1977; Van Hoesen,
1981; Aggleton, 1986; Saunders y cols., 1988). Ademads, existe una proyeccion desde
neuronas situadas en el limite del subiculo con CA1l a la subdivision parvocelular del

nucleo basal y a la corteza periamigdalina.

Del talamo: el nucleo mediodorsal del tdlamo, a pesar de ser el mas inervado por
el CA, no proyecta a su vez a éste. Si lo hacen los nucleos de la linea media, en
concreto sobre los nucleos amigdalinos central y basal (en su porcion magnocelular)
(Aggleton y cols., 1980; Mehler, 1980). Al menos en la rata y en el gato, la porcién
parvocelular del nucleo ventral posteromedial, que es el area de relevo de informacién
gustativa o visceral del tronco del encéfalo y que a su vez estd conectada con la corteza
gustativa primaria, proyecta al CA; estas fibras del tdlamo curiosamente terminan en
una region del nucleo lateral que a su vez esta conectada, en el gato, con esa corteza

gustativa o visceral (Ottersen y Ben-Ari, 1979; Yasui y cols., 1987). También suponen
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una aferencia substancial al CA las fibras que parten del tdlamo posterior, dentro y
alrededor del nucleo geniculado medial, que inervan los nucleos lateral, accesorio
basal, medial y central (Mehler, 1980; Russchen, 1982; LeDoux y cols., 1990b). Estas
regiones talamicas reciben proyecciones auditivas a su vez del coliculo inferior, por lo
que la via talamo-amigdalina parece estar implicada en la generacién de respuestas
emocionales condicionadas a estimulos auditivos (LeDoux y cols., 1990a; LeDoux y
cols., 1990b). Por ultimo, se ha descrito una pequefa proyeccion desde el nucleo
medial del complejo pulvinar que llega al nucleo lateral (Jones y Burton, 1976;

Aggleton y cols., 1980).

Del hipotdalamo: en relacion con la enorme proyeccién amigdalo-hipotalamica,
las conexiones del hipotalamo con el CA son muy escasas. Estas se originan en el
nucleo ventromedial y en regiones caudales del area hipotalamica lateral y se dirigen
principalmente a la subdivisién medial del ntcleo central, y a los nucleos medial y
accesorio basal (subdivision parvocelular), asi como a la subdivisién parvocelular del
nucleo basal (Mehler, 1980; Amaral y cols., 1982). Estas proyecciones son bilaterales,

aunque la contralateral es mucho mas pequefia (Amaral y cols., 1982).

Del tronco del encéfalo: muchos de los nucleos troncoencefalicos a los que
proyecta el nucleo central proyectan a su vez al CA (Mehler, 1980; Norita y
Kawamura, 1980). Asi, el nucleo peripeduncular del mesencéfalo envia una fuerte
proyeccion a los nucleos lateral y medial del CA (Jones y cols., 1976; Aggleton y cols.,
1980; Mehler, 1980; Amaral y Insausti, 1992). También proyectan al CA el nucleo
linearis y el nucleo dorsal del rafe (Mehler, 1980; Price y cols., 1987); la sustancia gris
periacueductal proyecta a los nucleos accesorio basal, central y medial (Aggleton y
cols., 1980; Hasue y Shammah-Lagnado, 2002). El nucleo parabraquial proyecta
principalmente a los nucleos central y medial (Mehler, 1980; Norita y Kawamura,
1980; Cho y Fudge, 2010). También se sabe que existe una gran proyeccion
noradrenérgica desde el locus coeruleus hacia todos los nucleos del CA, aunque ésta
es mas intensa sobre los nucleos central y basal (Cho y Fudge, 2010). Las proyecciones
dopaminérgicas desde el mesencéfalo ventral, en concreto del area tegmental ventral
(A10), la substancia negra (A9) y el area retrorubral (A8) inervan intensamente el
nucleo central, y la mayoria de los nucleos del CA (Aggleton y cols., 1980; Mehler,
1980; Cho y Fudge, 2010) (véase el apartado 1.8. La inervacion dopaminérgica del

complejo amigdalino).
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1.7.2.2. Conexiones eferentes

La estria terminal tiene su origen principalmente en el grupo corticomedial
mientras que la via amigdalifuga ventral, el principal haz eferente del que dispone el
CA, tiene su origen en los grupos basolateral y central, y segun donde nazca, seguira
un recorrido u otro. Un pequeiio numero de fibras de esta via se une a la estria

medular del talamo y con ella entra en dicha estructura.

Proyecciones corticales: el CA inerva a un extenso territorio de la neocorteza,
regulando de esta forma tanto los primeros estadios del procesamiento de la

informacién sensorial como los procesos cognitivos de mas alto nivel.

El CA inerva todas las regiones temporales y occipitales relacionadas con el
procesamiento visual (V1, V2, V3 y V4 y la regidén visual temporal media); asi, la
subdivision magnocelular del nucleo basal proyecta a la corteza visual primaria y a la
corteza preestriada de primates (Amaral y Price, 1984; Iwai y Yukie, 1987, Weller y
cols., 2002; Amaral y cols., 2003; Freese y Amaral, 2005), y todo el complejo
basolateral proyecta a la mayoria de la corteza temporal inferior. Es importante tener
en cuenta que el nucleo lateral, que recibe principalmente la entrada de la informacion
visual, no proyecta de vuelta a la corteza visual, sino que es el nucleo basal el que lo
hace, el cual no recibe apenas proyecciones visuales directas. El CA envia
proyecciones a la corteza auditiva primaria y a regiones auditivas asociativas
adyacentes a ésta situadas en la parte caudal de la circunvolucion temporal superior
que se originan en la porciones magnocelular e intermedia del nucleo basal, asi como
a regiones mas anteriores desde los nucleos lateral, basal y accesorio basal (Amaral y
Price, 1984; Yukie, 2002). En general, la inervacién de la corteza auditiva es mucho

menos abundante que la que llega a la corteza visual.

Las proyecciones del CA a la corteza perirrinal parte del complejo basolateral y
de la corteza periamigdalina, y en menor medida de los ntcleos medial y corticales
anterior y posterior (Amaral y Price, 1984; Iwai y Yukie, 1987; Moran y cols., 1987;
Stefanacci y cols., 1996; Yukie, 2002). La amigdala proyecta a la corteza
parahipocampal desde la subdivision magnocelular del nucleo basal principalmente

(Amaral y Price, 1984; Stefanacci y cols., 1996).

Dentro de la corteza frontal, el CA envia proyecciones a la corteza

orbitofrontal y mediolateral, con ligeras aferencias a la corteza prefrontal dorsolateral
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(Llamas y cols., 1977; Porrino y cols., 1981; Amaral y Price, 1984; Llamas y cols.,
1985; Barbas y De Olmos, 1990; Carmichael y Price, 1995; Ghashghaei y Barbas,
2002). Las proyecciones desde la corteza prefrontal al CA son mas extensas e incluyen
mas nucleos amigdalinos que las que van en sentido opuesto (Cavada y cols., 2000).
El nucleo de origen de la mayoria de estas proyecciones es el basal, con una menor
contribucién de los nucleos lateral y accesorio basal en la corteza orbitofrontal, y los
nucleos medial, corticales anterior y posterior y accesorio basal en la prefrontal
medial. En la corteza orbitofrontal las proyecciones del CA son muy densas en
regiones mas caudales, aunque llegan hasta el polo frontal. E1 CA puede actuar sobre
la corteza prefrontal a través de sus proyecciones al nucleo mediodorsal del talamo,
intimamente relacionado con esa corteza (Krettek y Price, 1977; Porrino y cols., 1981;
Aggleton y Mishkin, 1984); ademas, se ha demostrado que las células amigdalinas que
proyectan a la corteza orbitaria directamente o a través del nucleo mediodorsal estan
conectadas entre si. La amigdala envia también una proyeccion a la corteza
premotora, que parte de regiones caudales de la subdivision magnocelular del ntcleo
basal y es mucho menor que las demas proyecciones a la corteza frontal (Llamas y
cols., 1977; Avendano y cols., 1983; Llamas y cols., 1985; Amaral y Price, 1984).

El CA envia proyecciones de regreso a la corteza insular, sobre todo a sus
regiones anteriores que se originan en los nucleos lateral, basal, accesorio basal,
medial, cortical anterior, corteza periamigdalina y area amigdalina anterior (Amaral y
Price, 1984; Carmichael y Price, 1995). Las proyecciones eferentes que llegan a
regiones caudales de la corteza insular provienen exclusivamente de los nucleos basal
y accesorio basal, y algo del lateral; ademas, algunas fibras que parten del basal y del
accesorio basal terminan en el opérculo fronto-parietal y en la corteza peri-insular

(Amaral y Price, 1984).

El CA envia una gran proyeccion sobre la corteza cingular anterior, y no la
posterior, que se origina en los nucleos basal y accesorio basal con una pequefia
contribucién del nucleo lateral (Porrino y cols., 1981; Amaral y Price, 1984; Vogt y
cols., 1987).

La mayor cantidad de fibras a la corteza entorrinal proviene del nucleo lateral.
La parte rostral de esta corteza recibe proyecciones de los nucleos lateral, accesorio

basal, cortical anterior, medial, paralaminar y de la corteza periamigdalina (Aggleton,
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1986; Amaral, 1986; Insausti y cols., 1987; Pitkanen y cols., 2002), ademas de una

pequefia entrada procedente del nucleo basal (porcion parvocelular).

Proyeccion estriatal: es una de las conexiones mas prominentes del CA e inerva
muy abundantemente al estriado ventral, sobre todo el nucleo accumbens y el
tubérculo olfatorio, asi como al caudado y el putamen (Nauta, 1962; Parent y cols.,
1983; Russchen y cols., 1985b; Fudge y cols., 2002). Esta proyeccién se origina
principalmente en los nucleos basal y accesorio basal, con una menor contribucién de
los nucleos lateral, medial, central y corticales anterior y posterior, de la corteza
periamigdalina y del area de transiciéon amigdalo-hipocampal (Parent y cols., 1983;
Russchen y cols., 1985b), y esta topograficamente organizada de tal forma que la
subdivision parvocelular del nucleo basal proyecta sobre todo al ntcleo accumbens
medial, mientras que la magnocelular lo hace al cuerpo y cola del caudado y al
putamen; siendo la region lateral del accumbens el lugar de solapamiento de las fibras

procedentes de ambas subdivisiones (Russchen y cols., 1985b).

Proyeccion al prosencéfalo basal: los nucleos basal de Meynert y del brazo
horizontal de la banda diagonal reciben una importante inervacidon que se origina
principalmente en la subdivision parvocelular y la parte caudal de la magnocelular del
nucleo basal (esta ultima region a su vez recibe la mayor cantidad de proyecciones del
prosencéfalo basal), la subdivisibn magnocelular del accesorio basal y el nucleo central
(Price y Amaral, 1981; Russchen y cols., 1985a). También llegan ligeras proyecciones
del CA al nucleo vertical de la banda diagonal y al palido ventral, pero no a los

nucleos septales (Price y Amaral, 1981; Russchen y cols., 1985a).

Proyeccion talamica: la mayor conexidn se origina en la subdivision parvocelular
del nucleo basal e inerva la porcidon magnocelular del niacleo mediodorsal del talamo
(Porrino y cols., 1981; Aggleton y Mishkin, 1984; Russchen y cols., 1987; Reardon y
Mitrofanis, 2000); también contribuyen a esta proyeccion el resto del grupo
basolateral, la corteza periamigdalina y el 4rea de transicion amigdalo-hipocampal
(Aggleton y Mishkin, 1984). Las aferencias amigdalinas al nucleo mediodorsal
terminan en regiones que a Su vez proyectan a regiones corticales orbitarias y
prefrontales mediales, las cuales reciben también aferencias directas del CA (Porrino y
cols., 1981; Aggleton y Mishkin, 1984; Goldman-Rakic y Porrino, 1985; Russchen y
cols., 1987).
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Los nucleos central y medial del CA proyectan a los nucleos taldmicos de la
linea media y el nucleo central también proyecta al nucleo pulvinar medial (Price y
Amaral, 1981; Aggleton y Mishkin, 1984). Recientemente se han descubierto
importantes proyecciones desde los nucleos basal y cortical del CA al nucleo reticular

del talamo (Zikopoulos y Barbas, 2012).

Proyecciones al bulbo olfatorio: tienen su origen en la corteza periamigdalina (y el

nucleo del tracto olfatorio lateral en primates no humanos) (Carmichael y cols., 1994).

Proyecciones al nucleo del lecho de la estria terminal y al hipotalamo: el nucleo del
lecho de la estria terminal recibe informacion de la mayoria de los nucleos del CA y
proporciona una estacion de relevo para las proyecciones de la amigdala al tronco del
encéfalo o al hipotdlamo. Asi, la subdivision magnocelular del ntucleo basal proyecta
sobre la division lateral del nucleo del lecho, mientras que los nucleos medial y
cortical posterior y el area amigdalo-hipocampal lo hacen sobre la division medial
(Krettek y Price, 1978a; Weller y Smith, 1982); los nucleos central y accesorio basal y
la subdivision parvocelular del basal proyectan a ambas subdivisiones (Price y Amaral,
1981; Price y cols., 1987).

Desde los nucleos cortical anterior y medial parten fibras que terminan en el
area hipotalamica anterior y en el area preoptica, y algunas en los nucleos
paraventricular y supradptico (Price, 1986; Price y cols., 1987). Especialmente
abundante es la proyeccion sobre el nucleo ventromedial y los nticleos mamilares, que
parte de las mismas regiones en el CA (Price, 1986; Price y cols., 1987). Los nucleos
medial, accesorio basal y corticales anterior y posterior terminan en los nucleos
premamilares dorsal y ventral y supramamilar. El ntcleo basal en el mono envia una
fuerte proyeccion al ntucleo tuberal lateral, que es complementaria a la del nucleo
central, ya que éste sélo proyecta alrededor del nucleo, evitando la zona de mayor
densidad celular (Price, 1986); el ntcleo basal proyecta también al nucleo subfornical
(Price y cols., 1987). Por ultimo, desde el nucleo central del CA parten fibras a
regiones del hipotdlamo lateral como el nucleo dorsomedial, la region perifornical, el
area supramamilar, a la tuberomamilar y, especialmente, a regiones caudales del

nucleo paramamilar (Price y Amaral, 1981).

Proyecciones a la formacion del hipocampo: la subdivisidon magnocelular del nucleo

accesorio basal y el nucleo cortical posterior proyectan a CA3, CA2 y CAl en toda su
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extension rostrocaudal. Otra proyeccidn de la subdivision parvocelular del basal junto
con algunas fibras de la corteza periamigdalina termina en la region limite entre el
subiculo y CAl. Esta subdivision también proyecta a todo el subiculo, con una
pequefia contribucion de los nacleos basal (porcion magnocelular), cortical y accesorio
basal (Aggleton, 1986; Saunders y Rosene, 1988). La subdivisién parvocelular del
basal también inerva al parasubiculo, junto con fibras del nucleo lateral, y al

presubiculo (Aggleton, 1986; Amaral, 1986).

Proyecciones al tronco del encéfalo: el nucleo central del CA es el unico que
proyecta al mesencéfalo, puente y bulbo raquideo, al igual que lo hace el nucleo del
lecho de la estria terminal, e inerva estructuras implicadas en el control autbnomo. En
el mesencéfalo, este nicleo proyecta al area tegmental ventral, a la sustancia negra, en
concreto a la parte lateral de su porcidon compacta, al area retrorrubral, al nucleo
peripeduncular, a la formacion reticular mesencefdlica, a la sustancia gris
periacueductal y al nucleo mesencefalico del trigémino (Hopkins, 1975; Price y
Amaral, 1981; Price, 1986). Mas caudalmente, el nucleo central envia proyecciones a
los nucleos parabraquiales medial y lateral, al locus coeruleus y subcoeruleus, al
nucleo motor del vago, a la formacion reticular pontina, al nucleo del tracto solitario,
al nucleo de la comisura posterior, a los nucleos del rafe y al nacleo cuneiforme (Price
y Amaral, 1981; Price, 1986), llegando hasta niveles cervicales de la médula espinal
(Mizuno y cols., 1985).

1.8. La inervacion dopaminérgica del CA

El CA recibe una intensa inervacion dopaminérgica en la rata (Ciliax y cols.,
1995; Asan, 1997; Asan, 1998; Brinley-Reed y McDonald, 1999; Pinard y cols., 2008),
en primates no humanos (Sadikot y Parent, 1990; Freedman y Shi, 2001; Cho y
Fudge, 2010), y en el hombre (Ciliax y cols., 1999), y esta inervacién es necesaria para
la adquisicion, consolidacion y desaparicion de memorias de miedo, asi como para
generar respuestas afectivas apropiadas ante los estimulos adversos (Nader y LeDoux,
1999; Rosenkranz y Grace, 1999; Rosenkranz y Grace, 2001; Rosenkranz y Grace,
2002b; Bissiere y cols., 2003; LeDoux, 2007). Se cree que la causa, o al menos uno de
los mecanismos patogénicos subyacentes, de enfermedades psiquidtricas como la
esquizofrenia (Akil y cols., 1999; Winterer, 2006) y otros trastornos relacionados con

el estrés (Venator y cols., 1999; Heidbreder y cols., 2000) puede estar relacionada con
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la disfuncion del sistema dopaminérgico; de hecho, el fenotipo hiperdopaminérgico en
ratones que genéticamente carecen del transportador de dopamina es similar al de los
pacientes esquizofrénicos cuando experimentan los llamados sintomas positivos

(Giros y cols., 1996).

Las células dopaminérgicas que proyectan al CA estan localizadas en el
llamado tier dorsal (Haber y cols., 1995), que comprende la porcién dorsal de la
substancia negra pars compacta (grupo dopaminérgico A9), el area tegmental ventral
(grupo A10) (Aggleton y cols., 1980; Mehler, 1980; Norita y Kawamura, 1980), y el
area retrorrubral (grupo A8) (Cho y Fudge, 2010). Recientemente, el estudio de Cho y
Fudge (2010) ha demostrado que el CA en primates recibe también una importante
inervacion del tier ventral o porcion ventral de la substancia negra pars compacta, algo

que€ no ocurre en roedores.

La mayoria de los estudios que demuestran la presencia de inervacion
dopaminérgica en el CA emplean la enzima tirosina hidroxilasa (TH) como marcador
de este neurotransmisor, sin tener en cuenta que esta proteina esta presente también en
fibras noradrenérgicas y adrenérgicas. De hecho, distintos trabajos en tejido post-
mortem de origen humano (Goldstein y cols., 1974; Farley y Hornykiewicz, 1977), de
primates no humanos (Sadikot y Parent, 1990; Freedman y Shi, 2001), y de ratas
(Zhang y cols., 2013) han revelado fibras noradrenérgicas en la mayoria de los nucleos
del CA y adrenérgicas solamente en el nucleo central. Todos los nucleos del CA de
primates reciben inervacion de los grupos noradrenérgicos A5 y A7 (Cho y Fudge,

2010).

No existen datos en la literatura acerca de las dianas postsindpticas especificas
de las fibras dopaminérgicas que inervan el CA humano. Varios estudios en roedores
han demostrado que estas fibras hacen sinapsis tanto con neuronas de proyeccion
(Asan, 1997; Asan, 1998; Muller y cols., 2009) como con IN (Brinley-Reed y
McDonald, 1999; Pinard y cols., 2008; Muller y cols., 2009). Si bien son las neuronas
de proyeccion las que reciben un mayor numero de sinapsis de fibras dopaminérgicas
(Muller y cols., 2009), también las IN PV+ y las CR+ son inervadas por estas fibras,
especialmente las que contienen PV (Pinard y cols., 2008). En el trabajo del grupo de
Pinard y cols. (2008) se estimo6 que las IN CR+ suponen tan solo un 6 % de todas las

dianas de las sinapsis de los terminales dopaminérgicos, mientras que las IN PV+
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representaban el 40 %. En los nucleos basal y central, asi como en los grupos
intercalados paracapsulares se ha visto que los terminales dopaminérgicos tienden a
formar con mayor frecuencia sinapsis simétricas, aunque también se han descrito
algunas sinapsis asimétricas en los nucleos central y basal, especialmente en la
subdivision medial del central (Asan, 1997; Asan, 1998; Pinard y cols., 2008; Muller y
cols., 2009). Los trabajos realizados por Asan (1997, 1998) demostraron que un 20 %
de las sinapsis de los terminales dopaminérgicos en el CA se hacian sobre espinas
dendriticas y el otro 80 % lo hacia sobre el tallo dendritico de neuronas
presumiblemente de proyeccion. Este autor también demostré que los terminales que
provienen de la corteza, del talamo, del sistema colinérgico del prosencéfalo basal
ventral y del nucleo lateral del CA terminan principalmente en el arbol dendritico
distal de esas mismas neuronas, siendo dichas sinapsis susceptibles al efecto
modulador de la dopamina liberada en las regiones mas proximales de las dendritas
(Asan, 1997). Mas recientemente los estudios de los grupos de Muller (2009) y Pinard
(2008) han demostrado que los terminales dopaminérgicos en el nucleo basolateral
anterior terminan preferentemente sobre segmentos dendriticos distales y espinas
dendriticas de las neuronas piramidales o de las IN PV+ y CR+ (Pinard y cols., 2008;
Muller y cols., 2009). Las diferencias encontradas en los trabajos de Asan (1997) y
Muller y cols. (2009) en relacion a la ubicacion de las sinapsis de las aferentes
dopaminérgicas sobre los segmentos dendriticos proximales o distales de las neuronas
amigdalinas pueden deberse, por una parte, a que estos estudios no se realizan
exactamente en los mismos nucleos del CA, ya que Asan analiza ademas del nucleo
basal, el central y los grupos intercalados, y por otra, a la diferente metodologia usada

en el analisis ultraestructural.

La dopamina modula la entrada de informacién al CA a través del grupo
basolateral y, como ya se ha mencionado, su accidn es necesaria para la adquisicion
del condicionamiento de miedo (Guarraci y cols., 1999; Guarraci y cols., 2000)
(Rosenkranz y Grace, 2002b). Existen estudios anatomicos que demuestran que los
terminales dopaminérgicos se encuentran frecuentemente en contacto o en la vecindad
de terminales no dopaminérgicos y hacen sinapsis sobre las mismas estructuras que
éstos (Asan, 1997; Muller y cols., 2009), reforzando la idea del efecto modulador de la
dopamina. En estos trabajos se vio ademdas que de estos terminales no

dopaminérgicos, un 85 % eran putativamente excitadores, ya que, o bien formaban
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sinapsis excitadoras o contenian marcadores de neuronas de proyeccion, y un 15 %

formaban sinapsis simétricas.

El efecto de la dopamina liberada en el CA, y en concreto en el nucleo lateral,
se basa en la induccion de mecanismos de potenciacién a largo plazo suprimiendo
para ello la inhibicion feedfordward que ejercen las IN sobre las neuronas de proyeccion
(Bissiere y cols., 2003); segun el trabajo de Chu y cols. (2012), la dopamina impediria
la liberaciéon de GABA desde las IN PV+ hasta las neuronas de proyeccion actuando
sobre receptores presinapticos de tipo D,, preservando la liberacién de GABA desde
esta poblacion de IN sobre otros tipos de neuronas locales. Alternativamente, el efecto
de la dopamina mediado por receptores D, es necesario para la generacion de la
actividad espontdnea inhibitoria en el CA y consecuentemente para la supresion de la
potenciacién a largo plazo producida por asociaciones aleatorias (Bissiere y cols.,
2003). El bloqueo de cualquiera de esos dos tipos de receptores en el grupo basolateral
impide la adquisicion del condicionamiento del miedo (Greba y Kokkinidis, 2000;
Guarraci y cols., 2000; Greba y cols., 2001). Es interesante indicar también que
solamente las lesiones en el nucleo lateral y en el central impiden la adquisicion del

condicionamiento de miedo auditivo (Nader y cols., 2001).

Las fibras dopaminérgicas que llegan a la subdivisidn lateral del nacleo central
terminan en las cabezas de espinas adyacentes a las terminales excitadoras,
presumiblemente procedentes de la corteza cerebral o el grupo basolateral (Asan,
1997; Asan, 1998); de hecho se ha demostrado que existen conexiones tanto desde los
nucleos lateral, basal y accesorio basal, asi como desde la corteza al nucleo central
(Pitkanen y cols., 1997). La dopamina liberada produce un aumento de la
excitabilidad neuronal que amplifica la entrada sensorial que llega al CA, de igual
forma que potencia las respuestas afectivas a estimulos sensoriales (Rosenkranz y
Grace, 2002a). En el estriado sensorimotor, la entrada dopaminérgica regula la
especificidad del sistema a las conexiones aferentes referentes a cada parte del cuerpo
y la falta de dopamina produce una alteracién en el movimiento (Freedman y Shi,
2001). De manera similar, la entrada dopaminérgica al ndcleo central podria modular
la especificidad del CA a los estimulos emocionales, ya que un bloqueo en la
transmisién de dopamina a esta estructura del CA impide que se lleven a cabo las
respuestas condicionadas de miedo en la rata (Guarraci y cols., 1999; Guarraci y cols.,

2000; Nader y cols., 2001).
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La regulacion de los niveles extracelulares de dopamina se realiza mediante
distintos mecanismos dependiendo de las regiones cerebrales. Asi, en el estriado dorsal
y en el nucleo accumbens existen mayores tasas de captacion del neurotransmisor que
en el CA y en la corteza prefrontal, siendo la tasa de liberacion de la dopamina en
estas dos estructuras mayor que la del estriado (Garris y Wightman, 1994); estos
hallazgos concuerdan con el hecho de que en el estriado hay una mayor cantidad del
transportador de dopamina (DAT) que en el CA y la corteza prefrontal (Ciliax y cols.,
1999). El estudio de Giros y cols. (1996) muestra que en ausencia del DAT, el cual se
suprime genéticamente en los ratones estudiados en este trabajo, la dopamina puede
permanecer en el espacio extracelular por un periodo de tiempo cien veces mayor que
en condiciones normales y la difusion es el inico mecanismo para la eliminacion del
transportador. Los ratones que carecen del gen que codifica para el DAT mostraban
hiperlocomocién e indiferencia a la cocaina y a la anfetamina (Giros y cols., 1996;

Jones y cols., 1998).

Varios trabajos se han centrado en analizar la distribucion de las fibras que
contienen el DAT en el CA humano. El estudio de Ciliax y cols. (1999) puso de
manifiesto una cantidad relativamente grande de fibras varicosas positivas para el
DAT en el nucleo basolateral del CA humano - que corresponde al nucleo basal de
otros autores como Sims y Williams (1990) - y en el nucleo central. Estos autores
también describieron fibras DAT+ dispersas en los nucleos basomedial - el accesorio
basal de Sims y Williams (1990) y el lateral. Otro estudio realizado en primates no
humanos reveld también cantidades significativas de fibras DAT+ en los nucleos basal
y central, ademds de algunas fibras en el nucleo medial (Freedman y Shi, 2001).
Ademas, en algunos de estos nucleos se han encontrado diferencias substanciales en la
cantidad de fibras DAT+ entre sus subdivisiones. Ciliax y cols. (1999) describieron en
el nucleo lateral una cantidad considerablemente mayor de estas fibras en su region
dorsolateral que en el resto del nucleo. Por su parte, Freedman y Shi (2001) destacaron
la mayor abundancia de fibras DAT+ en la regién lateral del nucleo central. Ademas,
estos dos trabajos destacan el mayor contenido de fibras DAT+ en la subdivision
magnocelular del basal que en las subdivisiones parvocelular e intermedia de este

nucleo.

No se conoce con detalle la localizacion subcelular ni la funcion del DAT en el

CA de primates, sin embargo, si existen algunos estudios ultraestructurales en la
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corteza cerebral o el talamo. Lewis y cols. (2001) observaron que la mayoria de los
perfiles marcados con DAT en la corteza cerebral de primates eran axones finos no
mielinizados que raramente formaban sinapsis, mientras que los perfiles TH+
presentaban mayor variedad de grosores y las varicosidades contenian abundantes
vesiculas que con frecuencia formaban sinapsis. Por ello, estos autores concluyeron
que el DAT podria restringirse a los espacios intervaricosos. Un patron similar al de
las fibras TH en la corteza se encontro en el nucleo caudado para los perfiles DAT+,
por lo que parece que la localizacion y funcidén del DAT es especifica de cada region.
En el tdlamo de monos, el estudio de Garcia-Cabezas y cols. (2009) reveld que el
namero de axones DAT+ en los cuales existen sinapsis es bastante reducido (2 %), y
que en estos axones el inmunoprecipitado de DAT estaba localizado lejos de la
sinapsis. Estos hallazgos apoyan la idea de que la dopamina tiende a difundirse en la

matriz extracelular, ejerciendo su accién de manera extrasindptica en estas regiones.






2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
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El CA es uno de los componentes clave en el circuito central de la emocion. Se
trata de una estructura muy heterogénea desde el punto de vista morfologico y
funcional, compuesta por varios grupos nucleares que engloban, a su vez, varios
nucleos y sus subdivisiones. Entre los sistemas monoaminérgicos aferentes al CA
destaca la inervacion dopaminérgica, la cual ejerce un efecto modulador de las
sinapsis entre los distintos tipos celulares y esta inervacién es necesaria para que se
lleven a cabo los procesos de aprendizaje relacionados con el miedo. La alteracion del
sistema dopaminérgico del CA en sujetos humanos subyace a enfermedades tan
incapacitantes como la esquizofrenia, los trastornos de ansiedad, o el estrés post-

traumatico.

Con el fin de conocer con mayor profundidad la anatomia del CA humano
control, es decir procedente de individuos fallecidos sin patologia neuroldgica o
psiquidtrica, y proporcionar informacion detallada que pueda servir para detectar
posibles alteraciones de esta estructura en diversas patologias psiquidtricas y
neurodegenerativas, en este trabajo nos hemos centrado en estudiar cualitativa y
cuantitativamente la composicion celular y la distribucion de la inervacion
dopaminérgica en el CA humano en su conjunto y en cada una de sus subdivisiones

nucleares.

Los objetivos del presente trabajo de investigacién en el CA humano son los

siguientes:

1. Estimar el nimero y la densidad de neuronas, glia y células endoteliales en los
grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares del CA, y determinar como

afecta la edad de fallecimiento de los donantes en estas estimaciones celulares.

2. Estimar el namero y la densidad de las poblaciones de interneuronas
inmunorreactivas para las proteinas parvalbumina y calretinina, asi como el
porcentaje de las mismas con respecto al total de neuronas, en los grupos

nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares del CA.
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3. Estimar la longitud absoluta y la densidad de longitud de las fibras
dopaminérgicas que contienen el transportador de dopamina (DAT) en los
grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares del CA, y determinar la
relacion entre la longitud absoluta de fibras DAT positivas y el numero de

neuronas.

4. Analizar mediante microscopia confocal la relacion topografica de las fibras
positivas para DAT con respecto al dominio somatodendritico de las
interneuronas inmunorreactivas para la parvalbumina y la calretinina del CA

humano.



3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Obtencion, corte y almacenamiento del tejido humano

Las muestras humanas de tejido post mortem fueron obtenidas de ocho
individuos adultos (cinco hombres y tres mujeres) de diferentes edades sin evidencia
clinica o patologica de enfermedad neuroldgica o psiquidtrica (Tabla 2). Este tejido
procedi6é del Banco de Tejidos Neuroldgicos de Navarra y del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Ramén y Cajal de Madrid. Las muestras biologicas se
obtuvieron tras la aprobaciébn de nuestro proyecto investigador por los
correspondientes Comités de Etica de ambas instituciones y de la Universidad
Auténoma de Madrid, donde se ha llevado a cabo el proyecto. Estas muestras estaban
1dentificadas con un cédigo numérico que permitia acceder a los datos necesarios en
este estudio, reflejados en la Tabla 2, pero sin conocer la identidad de los donantes.
Los cerebros fueron cortados en fresco, o, en algunos casos tras unas horas de fijacion
por inmersion en paraformaldehido al 4 % (Solucion 1), en bloques coronales de 0,5-1
cm de grosor que posteriormente se fijaron por inmersibn de nuevo en
paraformaldehido al 4 % a 4 °C durante 4-5 dias. Estos bloques se sumergieron en
tampon fosfato (PB; 0,1M; pH 7,4) con sacarosa primero al 15 % y luego al 30 % hasta
que se hundieron por completo, cambiando la soluciéon cada tres dias para evitar el
crecimiento de hongos. Tras esto, los bloques se cortaron en un microtomo de
congelacidon en secciones de 50 um de grosor que fueron almacenadas en placas de
ELISA con una solucion anticongelante (Solucién 2). Estas placas se almacenaron a -20

°C sin peligro de que se congelasen los cortes (Fig. 2).

Tabla 2. Datos clinicos de los casos utilizados en este estudio y objetivos

para los que se han usado

Edad Tiempo post Peso Causa del

Caso Hemisferio (aiios) Sexo mortem (b)  (gr) fallecimiento Objetivos
1 I 20 F 2 1100  Ataque cardiaco/fibrosis quistica 1
2 50 M 5 1250 Carcinoma epidermoide 1
3 I 50 M 4 - hipertircljia(‘ililson?(()3 I:})ra;;TICZ)/tiroideo L3
4 I 75 F 3 1450 Taponamiento cardiaco 1,2,3,4
5 I 68 M 16 1289 Cardiomiopatia dilatada 1
6 D 56 M 5 1200 Fallo cardiorrespiratorio 1,2,3,4
7 D 4 F Tome it b2 34
8 D 68 M 5 1280 Mieloma multiple 3

F, femenino;, M, masculino; D, derecho, I, izquierdo; *Peso del cerebro completo en fresco
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Solucion 1: Se disolvio paraformaldehido en polvo a una concentracion del 8 % en agua
destilada previamente calentada a 60 °C, se afiadieron unas gotas de hidroxido sédico
hasta que la mezcla se tornd transparente. A esta solucidén, una vez filtrada, se afiadio

tampon fosfato 0,2 M (pH 7,4) a partes iguales.

Solucion 2: Se mezcld etilenglicol al 30 % y glicerol al 30 % en tampon fosfato 0,05 M.

Figura 2. Procesamiento del tejido y analisis de su encogimiento. A. Bloque de tejido del
l6bulo temporal humano que contiene el CA sumergido en sacarosa al 15 %. B. Reticula de
puntos superpuesta sobre la cara posterior del bloque de tejido tras ser sumergido en sacarosa
al 30 %. C. Tejido congelado sobre la platina del microtomo de congelacion. D. Reticula de
puntos superpuesta sobre el bloque de tejido congelado; se realizaron contajes de puntos cada
0,6 mm de grosor. E. Almacenamiento de las secciones de 50 um en pocillos con la solucion
anticongelante. F. Reticula de puntos superpuesta sobre una seccidon de tejido tefiida con Nissl

y montada y cubierta con DePex.
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3.2. Procesamiento del tejido

Los cortes que contenian el CA fueron seleccionados y tefiidos en el laboratorio
con distintas técnicas. Independientemente de la tincién que se fuera a hacer, los
cortes de tejido fueron lavados con el tampodn correspondiente para eliminar los restos

de la solucién anticongelante, y se procesaron en flotacion.

3.2.1. Tinciones de Nissl, acetilcolinesterasa y Gallyas

Estas tinciones se han utilizado para la delimitacién de los nucleos y
subdivisiones nucleares del CA humano, y se llevaron a cabo en series de secciones
adyacentes entre si, que a su vez eran adyacentes a las procesadas para visualizar las

fibras DAT+ y las poblaciones de IN PV+ y CR+.

La tincidn citoarquitectonica tradicional de Nissl se utilizd, ademas de para la
delimitacion de las regiones del CA, para la visualizaciéon de las neuronas, glia y
células endoteliales (objetivo 1). Para ello, se seleccionaron secciones separadas por
1,05 mm, eligiendo la primera al azar dentro de un primer tramo de secciones de 1,05
mm que contenian el CA y se tifieron con Nissl segin se describe a continuacion
(Nissl, 1913). Este método histoldgico basico tifie los 4cidos nucleicos de la cromatina
y los polirribosomas citoplasmaticos (granulos de Nissl) debido a su afinidad por los
colorantes catidnicos, en este caso, se utilizd el violeta de cresilo. Ello nos permitié
distinguir los limites de los diversos nucleos amigdalinos segin el tamano del
citoplasma de sus células y la densidad neuronal de cada nucleo. El protocolo
detallado de esta tincion fue el siguiente: los cortes seleccionados se montaron en
portas gelatinizados y se dejaron secar; posteriormente se sumergieron en etanol
(EtOH) 100 % y cloroformo (1:1) durante una noche. Al dia siguiente, se aclararon los
cortes en agua destilada mediante dos lavados breves. Tras esto, se procedio a tefiirlos
en la solucion del colorante violeta de cresilo durante 5 a 20 minutos (Solucion 3) y se
aclararon brevemente con dos lavados en agua destilada. A continuacion, los cortes se
sumergieron durante 1 minuto en EtOH 70 %, 1 minuto en EtOH 95 %, 10 minutos
en cloroformo 100 % en agitacién y brevemente en EtOH 95 %. Los cortes se
diferenciaron en alcohol acético (960 ml de EtOH 95 % y 17 ml de acido acético
glacial), controlandolos visualmente hasta conseguir una adecuada diferenciacion.

Después, los cortes fueron sumergidos en EtOH 100 % durante 1 minuto, se realizaron
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6 aclarados en xileno de 10 minutos cada uno y se cubrieron con el medio de montaje

DePeX (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemania).

El protocolo de acetilcolinesterasa (AChE) empleado en el presente estudio es
una modificacién del protocolo propuesto por Geneser-Jensen y Blackstad (1971), y
consiste en la incubacién de los cortes en una solucién de acetilcolina, sulfato de
cobre, glicina, y etopropacina. La acetilcolina es el sustrato de la enzima, la cual va a
desencadenar la reaccién en el tejido, y la etopropacina es un inhibidor de
colinesterasas inespecificas. Una vez incubados los cortes el tiempo suficiente, se
procedi6 al revelado de la actividad enzimatica por medio de una solucién de
ferricianuro potasico. El desarrollo completo de esta técnica de deteccidon enzimatica
fue el siguiente: los cortes seleccionados se lavaron en agua destilada un minimo de 30
minutos; posteriormente, se situaron en la solucion de incubacion (Solucion 4) durante
un tiempo que oscilo entre las 3 y las 5 horas. El modo de saber si la reaccion habia
tenido efecto era observar el cambio de aspecto del tejido, ya que las zonas ricas en
AChE con esta solucidén se vuelven opacas. Tras la incubacién, los cortes fueron
sumergidos en la solucion de revelado (Solucion 5), donde permanecieron unos
segundos hasta que adquirieron la coloracién adecuada. Tras esto, los cortes volvieron
a ser lavados con agua destilada y fueron montados en PB 0,1 M diluido tres veces.
Los portaobjetos empleados tenian unas dimensiones de 50 por 70 mm, y todos los
cortes fueron montados con la misma orientacion (dorsal arriba, lateral a la derecha)
para facilitar el estudio de los cortes adyacentes. L.os portaobjetos habian sido
previamente gelatinizados para favorecer la adherencia del tejido. Después de ser
montados, los cortes se dejaron secar a temperatura ambiente durante un minimo de
una noche, y fueron deshidratados en alcoholes de concentracién creciente
permaneciendo 3 minutos en cada una de las cubetas con alcohol etilico al 70 %, 80
%, 95 % y 100 %, repitiendo en otra con esta ultima concentracion. Para desengrasar
las preparaciones, se empled xilol, realizdndose seis pases de 10 minutos cada uno.
Por ultimo, los cortes fueron cubiertos con DePeX, y se dejaron durante al menos 48

horas a temperatura ambiente antes de proceder a su analisis.

Para visualizar las fibras mielinicas se realiz6 una tincion de Gallyas en una de
las series de cortes adyacentes a los teiiidos con Nissl y AChE. El protocolo utilizado
fue una modificacion del protocolo original (Gallyas, 1979) llevada a cabo por

Sanchez Lozano y Cavada. Esta técnica esta basada en la impregnaciéon de las fibras
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mielinicas como producto de la precipitacién de sales de nitrato de plata debida a la
capacidad reductora de la mielina en el tejido. El protocolo detallado se describe a
continuacioén; todos los pasos fueron realizados en agitacion y en campana: los cortes
seleccionados se lavaron en agua destilada durante 3 minutos para eliminar los
productos quimicos de la solucion de almacenamiento y se incubaron posteriormente
en una solucién de piridina y acido acético (Solucion 6) durante un minimo de 30 min.
Posteriormente, se hicieron dos lavados rapidos y un lavado de 3 minutos en agua
destilada y se incubaron en la Solucion de impregnacion (Solucion 7) durante 45 minutos
en oscuridad. Después, los cortes fueron sumergidos 3 veces durante 3 minutos en
acido acético al 0,5 % para detener la reaccidon y eliminar el exceso de plata. Tras esto,
se incubaron en la Solucion de desarrollo (Solucion 8) durante 1 hora y 40 minutos para
estabilizar la reaccién. Se sumergieron entonces en acido acético al 1 % durante 5
minutos y se lavaron rapidamente en agua destilada. Después se lavaron los cortes en
acido acético al 1 % y en agua destilada. Por altimo, se fijjaron en una solucién de
tiosulfato al 5 % sumergiendo los cortes 5 y 30 minutos cambiando la solucion; en este
paso se limpiaron los cortes de restos de plata que no se hubiesen fijado y se
estabilizaron aquellos que si. Por ultimo, se hicieron dos lavados rapidos en agua
destilada y se montaron y cubrieron los cortes tal y como se ha explicado para los
cortes tenidos para AChE salvo por la utilizacion de una solucion de montaje

especifica de pH bajo (Solucion 9).

Solucion 3: se disolvio el colorante violeta de cresilo al 0,1 % en agua destilada y se

afiadieron unas gotas de acido acético glacial.

Solucion 4: se mezcld etopropazina al 0,023 %, acetiltiocolina al 0,1 %, glicina al 0,075 %,
sulfato de cobre al 0,05 % y acetato sddico al 0,41 % en agua destilada. Se ajust6 el pH a 5

afiadiendo acido acético glacial.

Solucion 5: se disolvio ferricianuro potasico al 10 % de en agua destilada.

Solucion 6: se mezclaron piridina y acido acético glacial a una concentracion de 2:1.

Solucion 7: se disolvieron por orden en agua destilada nitrato amoénico (al 0,1 %) y nitrato
de plata (al 0,1 %), para evitar su precipitacion. Se afadié hidréxido de sodio 1 M,

lentamente, hasta ajustar a un pH de 7,5.

Solucion 8: se mezclaron lentamente y en orden tres soluciones: A, B y C, en una

proporcion 2:1:1. La solucién A contenia agua destilada y carbonato sodico al 5 %; la B
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agua destilada, nitrato amoénico al 0,2 %, nitrato de plata al 0,2 % y acido silicotungstico al
10 % (este acido vira de color) y la C se prepara afiadiendo a la solucién B una

concentracion del 0,75 % de paraformaldehido al 35 %.

Solucion 9: se mezclaron 100 ml de una solucion A (13,68 % de acetato sodico en agua

destilada), 95 ml de otra solucion B (3,65 % de acido clorhidrico en agua destilada) y agua

destilada, resultando en una solucién de tampon acetato 0,2 M, pH 3,33.

3.2.2. Tinciones inmunohistoquimicas

En este trabajo se realizaron técnicas inmunohistoquimicas frente a cuatro
proteinas diferentes, empleando un protocolo muy similar para todas ellas. El
fundamento de estas técnicas consiste en la deteccion de la presencia de una
determinada proteina, y no de su actividad. Para ello, se utilizan anticuerpos dirigidos
frente a una cadena de aminoacidos especifica de la proteina que se quiere detectar.
Para evitar alteraciones en el anticuerpo y amplificar la sefial de marcaje, las técnicas
inmunohistoquimicas mas empleadas son las indirectas, aquéllas en las que se anade
un anticuerpo primario que se une a la proteina de interés, un anticuerpo secundario
biotinilado que se une al primario, y unos complejos enzimaticos que se unen a las
biotinas del secundario y a través de los cuales se visualiza la deteccion. Los complejos
empleados en las técnicas descritas en este trabajo son los avidina-biotina-peroxidasa
(ABC), segun describieron Hsu y Ranie (1981). Asi, aunque el anticuerpo primario se
una a la proteina que se quiere detectar en una proporcidén 1:1, los anticuerpos
secundarios se unen al primario en gran numero por medio de su cadena constante, y
a través de sus biotinas también pueden unirse a muchos complejos ABC. Esto
produce la amplificacion de sefial mencionada anteriormente. El revelado se produce
aprovechando la actividad de la enzima peroxidasa de los complejos ABC, ya que la
solucion de revelado consta del sustrato de esta enzima (peroxido de hidrégeno), y un
cromoégeno que forma un precipitado marrdén por la accidén de la peroxidasa sobre su

sustrato.

El protocolo inmunohistoquimico general utilizado fue el siguiente: todo el
procesamiento se hizo en flotacién hasta el montaje de los cortes en el portaobjetos
previo a la deshidratacion. Tras tres lavados en PB, se llevd a cabo un proceso de
desenmascaramiento de antigenos sumergiendo a los cortes en tampon citrato sédico

(0,05M; pH 6) durante 30 minutos dentro de tubos Falcon que se sumergieron en un
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bafio a 80 °C. Este procedimiento mejoro la intensidad de la tincion resultante. Una
vez atemperados los cortes, se incubaron durante 30-45 minutos, a temperatura
ambiente, en una solucidén que contenia 2:3 de peroxido de hidrogeno (H,O,; 3 %) y
1:3 de etanol (50 %) para inactivar las peroxidasas endégenas presentes en el tejido, y
de nuevo se lavaron bien con PB con Tritén X-100 al 0,2 %. Después, los cortes se
bloquearon durante 3 horas en una solucion de PB salino (PBS) con Triton X-100 al
0,2 % y un 3 % de suero normal procedente de la especie en la cual se hubiese
obtenido el anticuerpo secundario utilizado. Entonces, se incubaron los cortes durante
una o dos noches a 4 °C en una solucién de PBS con los correspondientes anticuerpos
primarios (véanse las especificaciones en la Tabla 3), Tritébn X-100 al 0,2 % y 3 %

suero normal.

Los cortes se lavaron de nuevo tres veces en PBS con Triton X-100 al 0,2 % y
después se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente en una solucién
compuesta por el correspondiente anticuerpo secundario biotinilado a una
concentracion de 1:250, 2 % de suero normal y 0,2 % de Tritébn X-100 en PBS.
Después de tres lavados mas en PBS, los cortes se incubaron durante 90 minutos en
avidina-biotina al 0,8 % (ABC Elite, Vector, Burlingame, California), se lavaron dos
veces en PBS y una en tampdn Tris (TB; 0.05M; pH 7,6). La peroxidasa unida se
reveld6 incubando las secciones en un medio que contenia 0,05 % de 3,3 -
diaminobenzidina (DAB, Sigma) y 0,003 % de H,O, (30 %) en TB a temperatura
ambiente. La reaccion se pard lavando los cortes abundantemente en TB vy
posteriormente en PBS. Los cortes fueron montados y cubiertos tal y como se ha

descrito para la tincidn histoquimica de la AChE.

3.2.2.1. Proteina de niicleo neuronal

El protocolo seguido para visualizar la proteina de nucleo neuronal (NeulN) fue
idéntico al protocolo general explicado anteriormente. Esta tincion
inmunohistoquimica se realizd en una serie de secciones del CA del caso 7 que
estaban separadas entre si por 1,05 mm y en la cual la primera secciéon habia sido
elegida al azar dentro del intervalo de tejido de 1,05 mm mas anterior. Las
caracteristicas de los anticuerpos primario y secundario utilizados, asi como el tiempo
de incubacion y concentracidon utilizada se especifican en la Tabla 3. NeuN es una

proteina de unién a ADN que se localiza especificamente en el nucleo y nucleolo de
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las neuronas; el anticuerpo primario utilizado para detectarla reconocia 2-3 bandas en
el rango de 46-48 kDa y posiblemente otra banda de 66 kDa en los andlisis de Western
Blot (informacion provista en la hoja de especificaciones del proveedor). Los controles
negativos se realizaron omitiendo el anticuerpo primario, no observando ningun tipo

de marcaje en esas secciones.

3.2.2.2. Parvalbumina y calretinina

Dos series de secciones adyacentes a las tefiidas para Nissl, con inicio al azar y
una distancia constante de separacion de 1,05 mm fueron tefiidas una para PV y otra
para CR, para visualizar cada una de esas poblaciones de IN (Fig. 3A, B). El
procedimiento  fue idéntico al descrito como protocolo general de
inmunohistoquimica. Las caracteristicas, tiempo de incubacion y concentracion de los
anticuerpos se indican en la Tabla 3. Se realizaron controles negativos omitiendo el

anticuerpo primario en cada caso y se comprobd que no habia marcaje.

El anticuerpo contra PV reconoce a esta proteina en su forma dependiente de
iones Ca*". No reacciona con otros miembros de la familia con dominios de mano EF
como la calmodulina, la proteina intestinal de unién a calcio, SI00A2 (S100L),
S100A6 (calciclina), la cadena o of S-100 (informacién provista por el fabricante) y
entre otras especies, reacciona contra el tejido cerebral humano. El antisuero contra
CR fue producido en conejos por inmunizacién con la CR humana recombinante que
contenia una sefial 6-his en el extremo N-terminal. El anticuerpo reacciona
especificamente con la CR del tejido procedente de humano, mono, rata, ratén, cerdo
de guinea, pollo y pez. El antisuero no presenta reacciones cruzadas con CB ni con
otras proteinas ligadoras de calcio conocidas, tal y como se determiné por Western blot

y por la distribucion en el cerebro (informacion provista por el fabricante).

3.2.2.3. Transportador de dopamina

Esta tincidn se utilizd para visualizar fibras dopaminérgicas y se realizd en una
serie de secciones que contenian el CA y que eran adyacentes a las tefiidas para Nissl,
AChE y Gallyas. La primera seccion de la serie fue elegida al azar y las siguientes
estuvieron separadas por una distancia constante entre ellas que vario6 entre 1,75y 2,01
mm segun el tamafio del CA de cada caso, de forma que se procesasen 5-7 secciones

por cerebro. El protocolo inmunohistoquimico para DAT fue ligeramente diferente al
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protocolo general y similar al utilizado previamente en tejido de mono y humano
(Sanchez-Gonzalez y cols., 2005; Garcia-Cabezas y cols., 2009). Todos los lavados se
realizaron en TB; la inactivacién de las peroxidasas enddgenas se realizé incubando
los cortes 30 minutos en una solucién que contenia H,O, al 1,25 % en TB. El
desenmascaramiento de antigenos se llevd a cabo introduciendo los cortes en tampon
citrato sodico durante 25 minutos dentro de un bafio a 95 °C. Los cortes fueron
bloqueados durante 3 horas en una solucién con 0,4 % Triton X-100, 20 % de suero
normal de conejo, 5 % de albimina de suero bovino y TBS. El anticuerpo primario
utilizado reconocia una banda difusa de aproximadamente 70-85 kDa del N-terminal
del DAT humano fusionado con Glutation S-transferasa, tal y como se vi6 con
Western blot en extractos de caudado, putamen y nucleo accumbens humano (Miller y
cols., 1997). La solucién de incubacion del anticuerpo primario contenia 0,2 % de
Tritén X-100, 20 % suero normal de conejo y 5 % de albumina de suero bovino en
TBS (véase la Tabla 3). Se hicieron controles negativos omitiendo el anticuerpo
primario para DAT en un corte del mismo bloque que contenia el CA, no observando
marcaje; la incubacion en la soluciéon de bloqueo con una altisima concentracion de
suero, albumina y Tritobn X-100 fue un paso critico para obtener secciones controles
completamente libres de fondo. El protocolo de desenmascaramiento de antigenos, de
igual modo, mejord notablemente la inmunorreaccidon y fue un paso critico para

revelar el DAT en tejido humano (Fig. 3C, D).

La solucion del anticuerpo secundario contenia 20 % de suero normal de
conejo y 0,2 % de Triton X-100 en TBS. Los cortes fueron incubados durante 90
minutos en avidina-biotina al 1 %. La peroxidasa unida se revelo en este caso
utilizando un método combinado de glucosa oxidasa-DAB-niquel que aumentaba la
sensibilidad de la reaccion de revelado y que esta especialmente indicada para la
visualizacion de fibras y terminales nerviosos (Shu y cols., 1988). Este método esta
basado en la adicion a la solucion de revelado de la enzima glucosa oxidasa, su
sustrato, la D-glucosa, y sulfato de niquel de forma que se produce la oxidacion de la
glucosa y se libera una gran cantidad de peréxido de hidrogeno que favorece el
deposito de DAB y de niquel en los lugares donde se habian unido previamente las
peroxidasas de los complejos avidina-biotina. Como paso previo al revelado, los cortes
se lavaron dos veces en tampon acetato (0,1 M; pH 6). La incubacion en la solucion de

revelado (Solucion 10) se llevo a cabo en agitacion suave durante aproximadamente 5
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minutos a temperatura ambiente y bajo control microscopico. Finalmente, se par6 la

reaccion lavando en tampon acetato y posteriormente se lavaron los cortes en PB. Los

cortes de montaron y cubrieron tal y como se ha descrito anteriormente.

Solucion 10: se prepararon dos soluciones A y B que se mezclaron en proporcion 1:1, se
filtraron y se les afiadié la enzima glucosa oxidasa al 0,003 %. La solucion A contiene
tampon acetato 0,2 M (pH 6) con sulfato de niquel 6-hidrato al 2,41 %, D-glucosa al 0,2 %

y cloruro de amonio al 0,04 %. La solucién B contiene DAB al 0,033 % en agua destilada.

Tabla 3. Anticuerpos empleados en las técnicas inmunohistoquimicas para la

deteccion de las distintas proteinas

Anticuerpo primario

Anticuerpo secundario

Tiempo de Tiempo de
Proteina  Animal Fuente Diluciéon Animal  Fuente Dilucion
incubacion incubacion
Millipore Vector
NeuN Raton 1:100 1 noche Caballo 1:250 90 min
(MAB377B) (BA2000)
Sigma Vector
PV Raton 1:2500 1 noche Caballo 1:250 90 min
(PARV-19) (BA2000)
Swant Vector
CR Conejo 1:2500 1 noche Cabra 1:250 90 min
7699/4, (BA1000)
DAT-Nt Vector
DAT Rata 1:250 2 noches Conejo 1:400 120 min
(4F8) (BA4000)

NeuN: proteina nuclear neuronal, PV: parvalbiimina; CR: calretinina; DAT: transportador de dopamina.
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Figura 3. Tinciones inmunohistoquimicas para PV, CR y DAT en el CA humano. A.
Fotomicrografia mostrando interneuronas PV+ en el nudcleo lateral. B. Imagen a mayor
aumento de una interneurona PV+ con morfologia multipolar del nucleo lateral. La punta de
flecha senala a una de las estructuras con forma de baston tipicas de las IN PV+ en
candelabro. C. Neuronas CR+ en el nucleo accesorio basal. D. Fotomicrografia a mayor
aumento de varias neuronas CR+ en el nucleo accesorio basal. E. Fibras DAT+ en el nucleo
central. Obsérvense las terminales DAT+ muy finas, cortas y varicosas entremezcladas con
fibras largas algo mas gruesas. F. Fotomicrografia de un corte control procesado para DAT

omitiendo el anticuerpo primario.
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3.2.3. Tinciones de doble inmunofluorescencia

3.2.3.1. Transportador de dopamina y parvalbumina o calretinina

Con el fin de observar la relacién topografica de las fibras DAT+ con las
poblaciones de IN PV+ y CR+, se realizaron dobles tinciones de inmunofluorescencia

en varias secciones anteroposteriores del CA de los casos 4, 6y 7.

El protocolo seguido para la doble tincion de inmunofluorescencia fue muy
parecido al de las inmunohistoquimicas simples con las siguientes modificaciones: la
solucion de bloqueo contenia Tritén X-100 al 0,4 %, 20 % de suero normal de burro
(Ia especie donde se generd el anticuerpo para DAT) y suero de cabra (la especie
donde se generaron los anticuerpos para PV y CR), 5 % de albumina de suero bovino
y PBS. Los cortes fueron entonces incubados con los dos anticuerpos primarios: DAT
y PV o DAT y CR; que fueron los mismos usados para las inmunohistoquimicas
simples (Tabla 4). La solucién de incubacion contenia también 0,2 % de Triton X-100,
20 % de suero normal de burro y suero de cabra, 5 % de albumina de suero bovino y
PBS. La solucion del anticuerpo secundario estaba formada por 0,2 % de Triton X-
100, 20 % de suero normal de burro y suero de cabra, 2 % de albumina de suero
bovino en PBS, y los cortes se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad. Los anticuerpos secundarios del tipo Alexa Fluor se especifican en la
Tabla 4.

Tras varios lavados en PBS y un lavado de 5 minutos en etanol (EtOH) al 70
%, los cortes fueron tratados con el producto Autofluorescence Eliminator Reagent (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemania) para reducir o eliminar la autofluorescencia emitida
por la lipofucsina sin afectar negativamente al resto del marcaje fluorescente en los
cortes. Tras esto, se lavaron las secciones tres veces durante 3 minutos en etanol
(EtOH) al 70 %, se montaron en portaobjetos gelatinizados desde una solucion de PB
diluido 1:3 en agua destilada y se dejaron secar al aire durante 1 hora. Finalmente, las
secciones se cubrieron con la solucion que evita la pérdida de fluorescencia DABCO
(Peterson, 2004).

Los controles de estas técnicas de doble inmunofluorescencia que permitieron
asegurar que no se produjeran uniones cruzadas entre anticuerpos primarios y
secundarios no correspondientes (que de ser especificos no deberian unirse) fueron los

siguientes: 1. varios cortes de tejido se incubaron con el anticuerpo primario para
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detectar CR y otros cortes con el anticuerpo primario frente a la PV y en todos ellos se
afiadio el anticuerpo secundario que reconocia al anticuerpo primario de DAT; 2.
otros cortes de tejido se incubaron con el anticuerpo primario de DAT y uno de los
anticuerpos secundarios utilizados para revelar la CR o la PV. En ninguno de estos

cortes controles se observaron fibras o neuronas tefiidas.

3.2.3.2. Tirosina hidroxilasa y parvalbimina

Una secciéon del CA fue procesada para visualizar simultdneamente las
proteinas TH y PV con el objetivo de analizar la relacion topografica de las IN que

contienen esta proteina ligadora de calcio y las fibras positivas para TH.

El protocolo utilizado fue muy similar al de DAT y PV. Los cortes fueron
incubados durante 48 horas a 4 °C con los anticuerpos frente a TH (conejo) y PV
(ratén) y posteriormente con los anticuerpos secundarios del tipo Alexa Fluor frente a
las especies de conejo y raton, especificados en la Tabla 4. El resto del protocolo fue
1déntico al de las dobles inmunotinciones DAT/PV y DAT/CR. Como controles se
realizaron dos combinaciones: 1. un corte se incubd con el anticuerpo primario para
TH y luego se afiadio el secundario usado para revelar la PV; 2. otro corte se incubd
con el anticuerpo primario para PV y el secundario para revelar la TH. En ninguno de
esos cortes se observd algun tipo de tincidén, indicando que no se producian

inmunorreacciones cruzadas.

El anticuerpo anti-TH fue purificado a partir de células PC12, del clon LNCI.
Reconoce un epitopo del exterior del dominio regulador del extremo N-terminal de
una proteina de aproximadamente 59-61 kDa (Western blof). No reacciona con
ninguna de las siguientes proteinas en Western blot. dopamina-beta-hidroxilasa,
fenilalanina hidroxilasa, triptéfano hidroxilasa, dehidropteridina reductasa,
sepiapterina reductasa o fenetanolamina (phenethanolamine)-N-metil transferasa

(PNMT) (informaciéon proporcionada por el fabricante).
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Tabla 4. Anticuerpos empleados en las técnicas inmunofluorescentes para la deteccion

simultanea de fibras DAT+ y TH+ con IN PV+ y CR+

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
: Tiempo de Tiempo de
Proteina Animal Fuente Dilucion P Animal Fuente Dilucién P
incubacion incubacién
Merck Invitrogen
TH Conejo Millipore 1:250 2 noches Cabra (Alexa Fluor 1:250 90 min
(MAB318) 488) A-11008
Invitrogen
DAT-Nt Burro Alexa Fluor
DAT Rata 1:250 2 noches ¢ 1:250 90 min
(4F8) 488)
A-21208
Invitrogen
Sigma Alexa Fluor
PV Raton sm 1:2500 2 noches Cabra ¢ 1:250 90 min
(PARV-19) 568)
A-11031
Invitrogen
CR . Swant (Alexa Fluor )
Conejo 1:2500 2 noches Cabra 1:250 90 min
7699/4, 546)
A-11035

3.3. Analisis del material

3.3.1. Delimitacion de los ntcleos del CA

El contorno del conjunto del CA, de sus nucleos y subdivisiones nucleares
fueron dibujados con el objetivo PlanApo 1,25X (Olympus, Tokio, Japoén) en cada
uno de los cortes coronales incluidos en el presente estudio siguiendo criterios
similares al de Sims y Williams (1990), Schumann y Amaral (2005) o Ledo-Varela y
cols. (2007). Previamente, los cortes tefiidos con Nissl habian sido fotografiados con
una camara digital Nikon DXM1200F (Nikon, Tokyo, Japon) conectada a una lupa
SMZ1500 (Nikon, Tokyo, Japédn) a 0,75X; los limites del CA fueron dibujados sobre
las imagenes de los cortes de Nissl impresas observando los cortes adyacentes tefiidos
para Nissl, AChE and Gallyas. Cuando fue necesario se utilizd el microscopio Nikon
Eclipse 801 (Nikon, Japon) para determinar los limites de algunas de las subdivisiones
nucleares. Para la delimitacion de las divisiones nucleares en los cortes procesados
para DAT, PV o CR se utilizaron cortes adyacentes o0 muy proximos tefiidos con
Nissl, AChE y Gallyas y los dibujos realizados sobre los cortes de Nissl y de DAT,

segun se ha descrito previamente.
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3.3.2. Estimaciones estereoldgicas

Todas las estimaciones se realizaron con un microscopio 6ptico Olympus BX61
(Olympus, Tokyo, Japon) equipado con un microcator Heidenhahn MT 12 (0,5 um de
resolucion), una platina motorizada en X-Y-Z para las muestras (ProScan II, Prior
Scientific, Cambridge, Reino Unido), y una camara digital Olympus DP-71 conectada
a un PC con dos monitores provisto del programa de estereologia newCAST

(Visiopharm, Hersholm, Dinamarca).

3.3.2.1. Encogimiento del tejido

Debido a que los volumenes de las diversas divisiones territoriales del CA
fueron calculados a partir de las areas de las mismas estimadas en los cortes tefiidos
con Nissl (véase el apartado Estimacion del volumen de referencia dentro del apartado
3.3.2.3. Estimacion de la densidad de células), fue necesario tener en cuenta el posible
encogimiento del tejido en las dimensiones x e y (encogimiento de area) durante el
procesamiento. Para ello, el encogimiento del tejido se calcul6 desde que los bloques
se sumergian en sacarosa hasta que los cortes se tefiian y estaban listos para observarse
en el microscopio; el encogimiento producido por la fijacion en paraformaldehido no
pudo ser calculado debido a que los bloques que contenian el CA habian sido fijados
previamente por las instituciones que donaron el tejido. El drea de los cortes fue
estimada en tres pasos a lo largo del procesamiento: 1. antes y después de que los
bloques fueran sumergidos en sacarosa al 30 % (se estimo el area de las caras anterior
y posterior del bloque) (Fig. 2B), 2. una vez que los bloques fueron congelados en la
platina del microtomo de congelacion (se estimé el drea de un corte cada 0,6 mm)
(Fig. 2D), y 3. una vez que los cortes habian sido tefiidos en Nissl, deshidratados y
cubiertos (se estimo el area de un corte cada 1,05 mm) (Fig. 2F). Para la estimacién
del area, se superponia una cuadricula de puntos impresa en un folio transparente
sobre el bloque o corte y se contaban los puntos que caian dentro del tejido; el area se
obtenia multiplicando el nimero de puntos por el area asociada a cada punto. Para
mayor precision en los limites entre regiones, los puntos estaban representados por
cruces y se contaban todas aquellas cruces cuyo angulo superior derecho caia por
completo dentro del tejido. Este analisis mostr6 que el area no cambiaba
significativamente en ninguno de aquellos pasos del procesamiento del tejido (la

maxima diferencia de area observada fue de un 1 %); un hallazgo que coincide con
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estudios previos (Hatton y von Bartheld, 1999; Dorph-Petersen y cols., 2001; Schmitz
y cols., 2001). También se estimd el volumen en tres pasos: 1. antes y después de que
los bloques fueran sumergidos en sacarosa al 30 % (por desplazamiento de liquido), 2.
durante el corte del bloque de tejido en el microtomo de congelacion, y 3. en los cortes
tefiidos, deshidratados y cubiertos. En los dos ultimos pasos, el volumen fue estimado
a partir de las dreas estimadas previamente (véase también Estimacion del volumen de
referencia dentro del apartado 3.3.2.3. Estimacion de la densidad de células). E1 volumen no

cambi6 significativamente en ninguno de los pasos analizados.

A pesar de la ausencia de encogimiento de area, es bien sabido que los cortes
en congelacion sufren una importante compresion en el eje z en los ultimos pasos del
procesamiento. Con el objetivo de determinar cuales eran los pasos que producian el
mayor encogimiento, el grosor de los cortes fue medido con el microscopio y un
microcator instalado dentro del mismo, usando el programa newCAST justo después de
que los cortes fuesen cortados en el microtomo de congelaciéon y una vez que los
cortes fuesen tefiidos con la técnica de Nissl, deshidratados y cubiertos. Se observd
una reduccidn del grosor del 8 % tras el corte en el microtomo y una reduccién del 70
% en el grosor final, concluyendo que la mayoria del encogimiento en z ocurre
durante los pasos finales de tincidon y deshidratacion de los cortes. Esta reduccion se
tuvo en cuenta para la estimacion de los numeros de células con el fraccionador y no

afecto a las estimaciones de volumen, que se hicieron a partir del area de los cortes.

3.3.2.2. Estimacion del numero de células con el fraccionador dptico

El disefio del fraccionador 6ptico, (West y Gundersen, 1990), una combinacién
del disector 6ptico (Sterio, 1984) con un modelo de muestreo de fraccionador, fue el
método escogido para estimar los numeros absolutos (V) de neuronas, células de glia y
endoteliales, asi como los de IN PV y CR+ en cada uno de los grupos nucleares,

nucleos y subdivisiones nucleares del CA.

Asi, cada region fue sistematica, uniforme y aleatoriamente (con inicio al azar)
muestreada en el plano de los cortes (el plano x-y) y a través del grosor de los cortes (el
eje z), superponiendo para ello una cuadricula de disectores Opticos tridimensionales
sobre las imagenes microscopicas observadas con el objetivo de inmersién UPlanSApo

de 100X (Olympus, Tokyo, Japon). En el caso de las IN PV+, debido a su baja
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densidad, el muestreo se realizd con el objetivo UPlanSApo de 40X e inmersion en

aceite (Olympus, Tokyo, Japon).

El muestreo en el eje z se realizd dejando una zona de guarda superior fija, de 3
um de extension, y una zona de guarda inferior, por debajo del disector Optico, que
variaba segun el grosor del corte en cada posicion en la que caia un disector. El uso de
la zona de guarda es necesario para evitar el sesgo derivado de la pérdida de
informacién que se produce en las superficies superior e inferior del corte, el llamado
efecto “lost caps” (Andersen y Gundersen, 1999); esta pérdida de informacion puede
ser fisica, por la eliminacién de particulas durante el corte en el micrétomo, u dptica,
debida a la dificultad de identificar correctamente las particulas. Con el fin de analizar
la distribucion de células a lo largo de la extension en el eje z del disector, y también
para asegurar que la extension de las zonas de guarda superior e inferior utilizadas en
el estudio fuera suficiente para evitar este efecto, se analizo la coordenada del eje z de
5.422 células en todas las secciones utilizadas para la estimacidon de células de tres de
los casos incluidos en este estudio y se comprobd que su distribucion a lo largo de la
altura del disector era bastante homogénea (Fig. 4A). Ademas, en un corte de un caso
elegido al azar, se analiz6 la coordenada z de 400 células a lo largo del grosor
completo del corte, sin zonas de guarda, observando que el numero de células
disminuia desde el centro hacia la periferia del corte, y esta disminucién se producia

fundamentalmente fuera de la altura del disector (Fig. 4B).



80 Material y Métodos

Distribucidn de células a lo largo de la extension en z del disector (8 pm)
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Figura 4. Distribucion de células en el eje z. A. Analisis de la distribucion de las células
dentro de la extensién en z del disector dptico obtenido tras el contaje de 5.422 células del CA
en todas las secciones muestreadas de tres sujetos incluidos en el estudio. B. Analisis de
distribucién de células dentro de la extension completa en z de un corte del CA, tras

cuantificar un total de 400 células.

Para la estimacion del numero de neuronas, glia y células endoteliales en el
CA, se utilizaron las secciones tefiidas con la técnica de Nissl y la identificacion de
cada uno de los tipos celulares se hizo siguiendo un criterio morfolégico (Konopaske y
cols., 2008). Las neuronas se distinguian de la glia en base a su tamaifo, la presencia
de eucromatina en el nucleo, un nucleolo claramente visible y citoplasma alrededor de
dicho nucleo (Fig. 5A). Sin embargo las células de glia contenian heterocromatina en

el nacleo y no se apreciaba su citoplasma alrededor del nucleo (Fig. 5A). Las células
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endoteliales se distinguian a menudo formando parte de un vaso sanguineo o tenian
una forma curva (Fig. 5A). El nucleolo se utilizé como unidad de contaje en el caso de
las neuronas; en las células de glia y endoteliales, ya que esta estructura no era

claramente visible, consideramos el ecuador del nucleo para este fin.

La tincion de NeuNlN se realizé en una serie de secciones del caso 7 adyacente a
otra serie tefiida con Nissl con el fin de realizar un contaje de las neuronas NeuN+ en
varios nucleos del CA y comparar la cantidad obtenida con la estimada haciendo el
mismo tipo de contaje neuronal en secciones de Nissl. De esta manera comprobamos
antes de comenzar el contaje en las secciones de Nissl que la identificacion de las
neuronas fue correcta. Asi, se cuantificé el nuimero de neuronas identificadas en las
secciones tenidas para NeuN usando los mismos parametros estereologicos (las
fracciones de muestreo y la unidad de contaje) que en los contajes con las tinciones de

Nissl.
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Figura 5. A. Fotomicrografia tomada con el objetivo de inmersiéon en aceite de 100X que
muestra distintos tipos celulares en un corte del CA tefiido con Nissl. La flecha negra sefiala al
nucleolo de una neurona, la punta de flecha blanca a una célula de glia y la punta de flecha
negra al nucleo de una célula endotelial. B. Plano isotropico virtual superpuesto sobre una
microfotografia tomada a 100X de un corte del CA tefiido para el DAT (plano focal de una
caja de muestreo 3D). La linea verde indica la interseccién del plano isotropico con el plano
focal. Las lineas azules discontinuas son la proyeccién de la primera y ultima lineas de
inclusion, localizadas en las posiciones -3 y -12 um del eje z, y que engloban el area del plano
en la cual los perfiles de fibras DAT+ podian ser contados. La punta de flecha sefala una

interseccion entre la fibra en foco y el plano.
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Se realiz6 un estudio piloto previo al contaje de cada uno de los tipos celulares,
y en base a éste se establecieron los parametros adecuados para contar al menos 100
células por region estudiada en cada individuo, lo cual fue suficiente para conseguir un
coeficiente de error (CE) debido al contaje que estuviese por debajo de 0,1. Los
parametros para cada tipo celular comunes a todas las regiones del CA se resumen en

la Tabla 5 y la distancia entre disectores en las diferentes regiones del CA en la Tabla
6.

La gran variabilidad observada en las medidas de grosor dentro de un mismo
corte y entre distintos cortes indicaba que la compresion del eje z no se produce de
forma uniforme; por esta razon, calculamos el grosor medio de corte ponderado por el

numero de células (Dorph-Petersen y cols., 2001; Bermejo y cols., 2003); este valor

) 1o
aporta informacioén acerca de si muchas o pocas células estaban situadas en
pocas/muchas gruesas/finas posiciones, proporcionando una estimacion del namero
de células mas sélida. Por este motivo, el grosor del corte se midid con el objetivo
UPlanSApo de 100X e inmersion en aceite (Olympus, Tokyo, Japon) en uno de cada

tres disectores, siempre que contuviesen al menos una célula.

Como se ha dicho anteriormente, la unidad de contaje en cada tipo de células
fue: el nucleolo en las neuronas y el nucleo en el caso de las células de glia,
endoteliales y de las IN; mas concretamente se consideraba el ecuador del nucleolo o
del nucleo. Cuando el ecuador del nucleolo o nucleo aparecia en foco dentro del
volumen del disector, se contaba, siempre que no tocase ni el plano de foco superior

del disector ni los lados derecho e inferior del marco de contaje.

El nimero de cada tipo celular correspondiente fue estimado por medio de la

formula 1;

1 1 1
N =—X——X—X
ssf asf hsf

1y 20

donde ssf'es la fraccidn de muestreo de secciones, asfla fraccidon de muestreo de

area, hsfla fracciébn de muestreo de altura 'y 3 O~ el nimero de células contadas en

cada region; ssf se calcula como —, donde B4 es el avance del bloque o el grosor

T

elegido en el microtomo de congelacion (50 pm en todos los casos) y 7T la distancia
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entre cortes; asf se calcula como ( ), donde a es el area del marco de contaje

X X y
(area del disector) y D, y D, la distancia entre disectores en x e y respectivamente; Asf

h - . .
se calcula como —— donde ¢, es el grosor de corte ponderado por numero de células
to

(formula 2) y # la altura del disector.

donde t; es el grosor local del corte en el i-ésimo marco de contaje con un

contaje correspondiente a ese disector de i .

3.3.2.3. Estimacion de la densidad de células

La densidad de cada tipo celular (Ny) (férmula 3), ya sean neuronas, células de
glia o endoteliales, se calcul6 dividiendo el numero absoluto de células obtenido con el
fraccionador Optico entre el volumen de cada region amigdalina calculado segun el

principio de Cavalieri, tal y como se explica a continuacion.

N
3) NV = ;

Estimacion del volumen de referencia

Para la estimaciéon del volumen (V) de los grupos nucleares, nucleos y
subdivisiones nucleares del CA se utilizd el principio de Cavalieri (Gundersen y
Jensen, 1987) en los 7 casos incluidos en este estudio. Para ello, se utilizaron las
secciones tefiidas con Nissl, que tal y como se explico en el apartado 3.2.1. Tinciones de
Nissl, acetilcolinesterasa y Gallyas, fueron seleccionadas con inicio al azar y distanciadas
1,05 mm, a lo largo de toda la extension del CA (resultando en 8-13 secciones
dependiendo del tamafio del CA en cada caso). Posteriormente, sobre las imagenes
microscopicas de las secciones de Nissl seleccionadas, observadas con el objetivo de
1,25X, se delimitaron todos los nucleos y subdivisiones nucleares del CA, se
superpuso una cuadricula de puntos y se cont6 el nimero de puntos que caian dentro
de cada uno de esos nucleos y subdivisiones. El volumen resulté del producto de la
distancia entre secciones (7=1,05 mm), el area por punto de la cuadricula (¢=0,59

mm?) y el sumatorio de puntos contados; tal y cdmo aparece en la formula 4. Para
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mayor precision en los limites entre regiones, los puntos de la cuadricula estaban
representados por cruces y solamente se consideraban aquellas cruces cuyo angulo

superior derecho caia completamente dentro del area de interés.

No se utilizaron los cortes tefiidos con PV, CR ni DAT para calcular el
volumen debido a que se vio que sufrian cierto encogimiento de area, lo cual
subestimaria las estimaciones de volumen. De hecho este encogimiento lleg6 a ser de
un 17 % de reduccion de area en el caso de los cortes de DAT, debido al proceso de
desenmascaramiento de antigenos, por la alta temperatura a la que se veia sometido el
tejido. Tal y como se expone en el apartado 3.3.2.1 de Encogimiento del tejido, los cortes

de Nissl no sufrieron reduccién de area durante el procesamiento.

4)  V=Txax> P
3.3.2.4. Porcentafe de interneuronas con respecto al numero total de neuronas

El porcentaje de IN PV+ o CR+ con respecto al numero total de neuronas se

calculo usando la férmula 5.

5) 0/0 IN/ NEURONAS TOTALES — (N IN /N NEURONAS TOTALES) X 100

3.3.2.5. Estimacion de la longitud absoluta de fibras DAT+

La longitud total de fibras DAT+ (L p4r+) se estim6 mediante el método de
muestreo de los planos virtuales isotropicos (Larsen y cols., 1998). Esta técnica puede
aplicarse a cortes orientados en una direccion particular del espacio, ya que la sonda
estereologica es rotada aleatoriamente en todas las direcciones en el interior de los
cortes gruesos mediante el uso del programa informatico VIS, el modulo newCAST
(Visiopharm, Hersholm, Dinamarca) instalado en un ordenador conectado al
microscopio en el que se visualizan los cortes de DAT. De esta forma se evita el sesgo
derivado de observar estructuras que poseen una orientacion preferente, como puede

ser el caso de las fibras DAT+ en cortes coronales.

Para abordar este objetivo, se utilizd el mismo equipo que para el resto de las
estimaciones descritas hasta ahora. Las regiones se delimitaron en los cortes de DAT
seleccionados tal y como se explica en el apartado 3.2.2.3. Transportador de dopamina,
separados entre si 1,75 6 2,1 mm con inicio al azar (resultando en 5-7 secciones por

caso dependiendo del volumen del CA), observandolos con el objetivo PlanApo de
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1,25X (Olympus, Tokio, Japdén) y se dibujaron sobre las fotografias de los mismos
cortes impresas en papel. Estas regiones fueron muestreadas con el objetivo
UPlanSApo de 100X e inmersion en aceite (Olympus, Tokyo, Japdén) por planos
virtuales isotropicos equidistantes y paralelos integrados en “cajas de muestreo” 3-D
(Fig. 5B) y se contaron las intersecciones entre los planos y las fibras DAT+. Para ello,
se siguio el siguiente criterio de contaje: se contaron aquellos perfiles de fibras que
aparecian en foco e intersecaban con los planos virtuales dentro de la altura de la caja
de muestreo (h=10 pm), siempre que no tocasen los planos por encima del disector y
permaneciesen en contacto con éstos dentro del mismo. En los casos en los que un
perfil cortaba con la linea de exclusion superior (las lineas representan el corte del
plano virtual con el plano de foco, de exclusion fuera de la altura del disector y de
inclusion dentro), a continuacion desaparecia del plano de foco y de nuevo intersecaba
con la linea de inclusién en subsecuentes planos focales, era considerado para el
contaje. Por ultimo, si la estructura se mantiene en foco tocando la linea de inclusién
durante varios planos de foco, s6lo se cuenta una vez. La interseccion del plano virtual
con el plano de foco se representa por una linea verde dentro de dicha altura (Fig. 5B),
y por encima y por debajo de la misma, la linea aparece en rojo. Al igual que en las

estimaciones del naimero de células, utilizamos una zona de guarda superior de 3 um.

Tabla 5. Parametros estereologicos utilizados en las estimaciones realizadas

Numero de neuronas, Numero de Numero de
Parametros del contaje comunes Longitud absoluta
células de glia y interneuronas interneuronas
para todas las regiones del CA de fibras DAT+
endoteliales PV+ CR+
Area del disector (a)/caja de
1760 pm? 13.381 pm? 2139 um? 1457 pm?
muestreo (DAT)
Altura del disector (/) (zona de
8 um (3 pm) 10 pm (3 um) 8 um (3 um) 10 pm (3 um)
guarda superior)
Grosor medio de los cortes (tQ- ) 13,6 um 16,4 um 14,5 um 17,3 um

Distancia entre cortes (7) 1,05 mm 1,05 mm 1,05 mm 1,85-2,01 mm
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Tabla 6. Distancia entre disectores (D,/D,) usada en cada region del CA para cada

una de las estimaciones realizadas

Numero de neuronas,

Numero de Numero de Longitud de
Region células de glia y interneuronas PV+  interneuronas CR+ fibras DAT+
endoteliales
CA * * * *
BL i i i i
L 1000 275 500 400
Lex 1000 275 500 400
L1 1000 275 500 400
Lm 1000 275 500 400
Ld 500 275 500 400
B 900 260 400 400
Bpc 900 260 400 400
Bint 900 260 400 400
Bmc 900 260 400 400
AB 800 260 400 400
ABd 800 260 400 400
ABv 800 260 400 400
CM * * * *
Co 700 260 300 260
Col 700 260 300 260
Com 700 260 300 260
Me 500 260 300 260
Ce 700 260 300 400
Cem 700 260 300 400
Cel 700 260 300 400
PA 500 260 300 300
CTA 500 260 300 260

* No se especifica la distancia entre disectores porque en estas regiones el niimero de células o de longitud de fibras se
calcula sumando directamente el niimero obtenido en sus subdivisiones y no es necesario estimarlo a partir de la

formula 2.

La longitud total de fibras DAT+ fue estimada siguiendo un esquema de
muestreo de fraccionador (Drojdahl y cols., 2010) (formula 6), similar a la utilizada
para la cuantificacion de neuronas, glia y células endoteliales.

6) LpaTs+ = (i) (i) (hisf) .d.2.sumQ”

ssf, asf,

donde d es la distancia entre los planos virtuales (20 um) y el resto de los
términos han sido descritos previamente en el apartado 3.3.2.2. Estimacion del numero

de células con el fraccionador optico.
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3.3.2.6. Estimacion de la densidad de fibras DAT+

La densidad de longitud de fibras DAT+ (Ly p4r+) (fbrmula 7) se estimo
dividiendo la longitud absoluta Lpar+ por el volumen (V) de cada grupo nuclear,

nucleo o subdivisidon nuclear del CA, calculado segtn la formula 4.

._ Lpar+
7) Lypar+ i= ——

3.3.2.7. Estimacion de la longitud absoluta de fibras DAT+ por neurona

El ratio entre la longitud absoluta de fibras DAT+ y el numero total de
neuronas (ratio Lpar+/Nygy) fue calculado para cada grupo nuclear, nucleo o
subdivision nuclear del CA en los casos 3, 4, 6 y 7 (Tabla 2). Este cociente refleja la
cantidad de fibras DAT+ que existe por cada neurona, y permite comparar esta

informacion entre las diversas divisiones nucleares del CA.

3.3.2.8. Precision de las estimaciones estereologicas

Se calculo el CE debido al método de muestreo tanto para las estimaciones del
volumen como para las de nimeros de neuronas en cada caso por separado segun las
ecuaciones de Gundersen y Jensen (1987) y Gundersen y cols. (1999). El CE medio de

todos los casos (¢ )se obtuvo segun la féormula 8, donde 7 es el nimero de casos. En

algunas regiones pequefas o que contenian densidades muy bajas de los tipos celulares
estudiados, como el area periamigdalina, el area de transicidén cortico-amigdalina o las
subdivisiones mas pequefias de ciertos nucleos, el CE de los contajes de células fue
mayor de 0,1; sin embargo, aumentar el numero de cortes o la intensidad de muestreo
en esas regiones tan pequefias habria supuesto un tiempo excesivo de contaje en el
microscopio y mas aun cuando la densidad de células era tan baja. El CE de las
estimaciones de densidad es el mismo que el de las estimaciones de nimero de células,

ya que la densidad se calcula a partir del numero.

> CE’
n

8) CE=

3.3.2.9. Analisis estadistico

Dentro del objetivo 1, se estudio la correlacidén existente entre la edad de los

individuos donantes de las muestras en el momento del fallecimiento y el numero y la
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densidad de cada tipo celular (neuronas, células de glia y endoteliales). Para ello, se ha
empleado un test estadistico basado en el calculo del coeficiente de correlacion de
Spearman con la ayuda del programa estadistico SPSS (version 19, IBM, Armonk,
New York, Estados Unidos). Se consideraron diferencias significativas cuando el valor
de p estaba entre 0,05 y 0,01, y muy significativas por debajo de 0,01. En los casos en
los que la correlacion fue significativa, se realizaron graficos de correlacion lineal con

el programa GraphPad Prism (version 5.0, CA, Estados Unidos).

Dentro del objetivo 3, se analizaron estadisticamente las estimaciones de la
longitud de fibras DAT+ con la ayuda del programa SPSS. En primer lugar, se estim6
la media y desviacion estdndar de: a) la longitud absoluta y la densidad de fibras
DAT+, b) el ratio entre la longitud de fibras DAT+ y el nimero de neuronas, y c) el
volumen de los territorios del CA en los casos utilizados para el objetivo 3 (casos 3, 4,
6, 7 y 8). Ademas, se realizd un andlisis estadistico de la varianza (ANOVA o
Kruskal-Wallis segin las muestras mostrasen una distribucion normal o no,
respectivamente) para establecer las posibles diferencias entre las distintas regiones del
CA en la densidad de fibras DAT+ y en el ratio entre la longitud absoluta de fibras y el
numero de neuronas. Cuando las varianzas de las muestras fueron homogéneas, segin
el test de Levene, se utilizo el test a posteriori de Tukey HSD para multiples
comparaciones; mientras que si no lo eran, se aplicé el test de Tamahane. En el caso
de que hubiese que comparar dos muestras independientes, se utilizaron las pruebas t-
Student o Mann-Whitney, segiin las muestras siguiesen 0 no una distribucidon normal,
respectivamente. Se consideraron diferencias significativas cuando el valor de la p

estaba entre 0,05 y 0,01, y muy significativas por debajo de 0,01.

3.3.3. Analisis de la distribucion de interneuronas

Durante la estimaciéon del namero de IN PV+ y CR+ en el programa de
estereologia, de cada IN contada se guardaban las coordenadas en las que localizaba,
asi como las posiciones de cada disector de la cuadricula de muestreo. De esta forma,
con el programa Excel (Office 2007, Microsoft) se pudieron realizar esquemas para
representar la distribucidén de la muestra de IN contadas dentro del contorno de las
regiones del CA en distintos niveles de su extensién anteroposterior. Estos esquemas
fueron ttiles para representar graficamente la distribucién de cada poblacion de IN y

poder compararlas, pero no para estimar sus cantidades, ya que éstas dependen de la
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intensidad de muestreo aplicada durante el contaje en cada region para obtener un

coeficiente de error aceptable.

3.3.4. Analisis de la distribucion de fibras DAT+

De los cortes tenidos para DAT de uno de los casos (caso 1), se eligieron tres
que fuesen representativos de tres niveles anteroposteriores del CA, y analizamos en
ellos la distribucidon espacial de las fibras DAT+ en el CA. Para ello, las fibras se
dibujaron con la ayuda de un microscopio Nikon ECLIPSE 501 (Nikon, Tokyo,
Japon) equipado con una camara clara (Nikon Y-IDT) utilizando el objetivo de 20X y,
cuando se necesitd observar con mas detalle, el de 40X. Los dibujos fueron escaneados
con un escaner convencional, digitalizados con el programa Canvas (version X Build
925; ACD Systems Inc., Seattle, Washington, Estados Unidos) y superpuestos sobre
fotografias de los cortes tefiidos para DAT tomadas en la lupa SMZ1500 (Nikon,
Tokyo, Japon) con el objetivo de 0,75X.

3.3.5. Microscopia confocal

Los cortes teniidos con doble inmunofluorescencia fueron examinados en un
microscopio Leica TCS SP5 utilizando los objetivos de 20X, 40X y 63X; estos dos
ultimos de inmersion en glicerol. La relacion topografica entre las fibras DAT+ y las
TH+ y los somas y dendritas primarias de las IN CR+ y las PV+ fue analizada
utilizando series de imagenes separadas por 1 um en el eje z, de forma que por cada
corte grueso de 50 pm se obtenian unas 11-15 imégenes planas en cada posicidn,
debido a la compresion producida en el eje z durante el procesamiento (véase el
apartado 3.3.2.1. Encogimiento del tejido). En cada corte analizado se fotografiaron
todas las regiones que contenian alguna fibra DAT+ o TH+ y al menos una IN (PV+
o CR+ segun la tincion realizada en el corte) ubicada en sus proximidades, haciendo

un barrido cuidadoso en todos los nucleos del CA.
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4.1. Delimitacion de los grupos nucleares, nucleos y subdivisiones

nucleares del CA

Para poder acometer cada uno de los objetivos del presente trabajo, fue
necesario establecer previamente una delimitacion consistente de los grupos nucleares,
nucleos y subdivisiones nucleares del CA humano. Las divisiones nucleares y la
nomenclatura utilizada en este estudio, detalladas en la Tabla 7, son muy similares a
las propuestas por Sims y Williams (1990) y Ledo-Varela y cols. (2007) y se asemejan
también a la utilizada por Schumann y Amaral (2005) y Sorvari y cols. (1995); todas
ellas en la especie humana. Para ilustrar la delimitaciéon nuclear, se han utilizado
series adyacentes de secciones coronales tefiidas para AChE, Nissl and Gallyas en
cuatro niveles del CA en secuencia anteroposterior del CA, numerados del 1 al 4, tal y
como muestran las Figuras 6 y 7. A continuacion se describe la delimitacion de cada

una de las regiones del CA consideradas en este trabajo.

Tabla 7. Divisiones regionales y nomenclatura del CA humano

COMPLEJO AMIGDALINO (CA)

GRUPO BASOLATERAL (BL) GRUPO CENTRAL (Ce)

LATERAL (L) CENTRAL (Ce)
e Externo (Lex) ¢ Medial (Cem)
e Dorsal (Ld) e Lateral (Cel)

e Lateral (LI)
_® Medial (Lon)
BASAL (B)

e Magnocelular (Bmc)

¢ Intermedio (Bint)

e Parvocelular (Bpc)

ACCESORIO BASAL (AB)
¢ Dorsal (ABd) AREA PERIAMIGDALINA (PA)
¢ Ventral (ABv)

GRUPO CORTICO-MEDIAL (CM)

'CORTICAL (Co) |
¢ Medial (Com)
e Lateral (Col)

MEDIAL (Me)

AREA DE TRANSICION CORTICO-AMIGDALINA (CTA)

4.1.1. Area periamigdalina

El area amigdalina anterior descrita por Sims y Williams (1990) aparece en el
polo mas anterior del CA y permanece en una posicion dorsal y medial al nucleo
lateral mas caudalmente. Debido a que los limites de esta regidon son bastante difusos,

especialmente en su porcion mas medial, en este estudio s6lo hemos incluido la regién
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mas lateral de este area, a la cual hemos denominado area periamigdalina. Esta region
corresponde de forma aproximada al claustro preamigdalar descrito por Mai y cols.
(2004) o a la regidn lateral del area amigdalina anterior descrita por Sims y Williams
(1990). El limite lateral del area periamigdalina fue definido por el primer haz de fibras
mielinicas de la cdpsula externa que separa a esta region del claustro temporal
siguiendo una direccién de ventromedial a dorsolateral (Fig. 6A, B); los limites
restantes de la esta region se definieron por carecer de fibras mielinicas y presentar una
tinciéon de AChE mucho mas intensa, que el resto del area amigdalina anterior (Fig.
6A, B). El area periamigdalina desaparece a niveles rostrocaudales intermedios del
CA.

4.1.2. Grupo basolateral

4.1.2.1. Nucleo lateral

El nucleo lateral del grupo basolateral fue identificado claramente en las
secciones tefiidas para Nissl, Gallyas y AChE (Fig. 6A-C) como una estructura
ovalada que aparece ligeramente posterior al drea periamigdalina y esta parcialmente
atravesado por fibras mielinicas. A niveles anteriores este nucleo presenta una tincidén
de AChE muy intensa (Fig. 6A) y hacia niveles medios y posteriores esta tincidn se
vuelve mas moderada (Figs. 6D; 7A). El limite con el nucleo basal se identificd
facilmente a niveles medios y posteriores del CA debido a la intensa tinciéon de AChE
de dicho nucleo (Figs. 6D; 7A). Sin embargo, a nivel anterior la intensidad de esta
tincién es muy similar en ambos nucleos, y el limite entre ellos se trazo gracias a la
mayor densidad celular en el nacleo basal comparado con el lateral observada en los
cortes tefiidos con Nissl. La subdivision externa del nucleo lateral aparece
inmediatamente anterior a las subdivisiones lateral y medial, mientras que la mas
pequena subdivision dorsal ocupa una pequefia regién a niveles anteroposteriores
intermedios del nucleo lateral (Figs. 6C, F; 7C, F). Estas subdivisiones no se
diferenciaban con AChE, excepto en el nivel intermedio 3 en el que la subdivisién
lateral mostraba una tincion de AChE mas intensa que las subdivisiones externa y
medial (Fig. 7A). En el borde ventral del nucleo lateral aparecen dos pequefios surcos
entre las subdivisiones externa y lateral, y lateral y medial (véanse las puntas de
flechas en Figs. 6A, B, D, E; 7A, B), que junto con algunos vasos sanguineos

localizados en los limites de estas tres subdivisiones y algunas diferencias en la
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densidad celular observadas con Nissl, permiten trazar lineas longitudinales que

delimitan estas subdivisiones desde su borde ventral al dorsal.

Con la tincién de Nissl, la subdivision externa del nucleo lateral se caracteriza
por contener células de tamafio medio tefidas intensamente, la subdivision lateral
posee células débilmente tefiidas de tamafo mas pequeno, y la subdivision medial esta
poblada de células de pequefio tamano densamente empaquetadas, aunque la
densidad celular no llegaba a ser tan alta como la observada en las subdivisiones
dorsal del nucleo lateral o la parvocelular del basal. La tinciéon de Nissl en la
subdivision dorsal del nucleo lateral muestra células mucho mas pequefias y
empaquetadas que las de las otras subdivisiones, y es facilmente identificable por su
posicion dorsal a la subdivision medial y medial a la region mas dorsal de la

subdivision lateral (Fig. 6F).

4.1.2.2. Nucleo basal

El nucleo basal aparece ligeramente posterior y en posicion medial al extremo
mas anterior del nucleo lateral (Fig. 6A-C). Su fuerte tincion de AChE permite trazar
los limites de este nucleo con los nucleos accesorio basal y lateral en los niveles
intermedios y caudal. La delimitacién de las subdivisiones magnocelular, intermedia y
parvocelular de este nucleo se hizo observando su marcaje de AChE y el tamafo de
las neuronas tefiiddas con Nissl, que aument6 considerablemente desde la subdivision
parvocelular a la magnocelular. La subdivision parvocelular es la subdivision del
nucleo que aparece a niveles mas anteriores (Fig. 6C), seguida por las subdivisiones
intermedia y magnocelular. La region paralaminar ha sido incluida dentro de la
subdivision parvocelular del nucleo basal debido a que sus limites eran difusos y

dificiles de trazar en todos los cortes.

4.1.2.3. Nicleo accesorio basal

El nucleo accesorio basal aparece inmediatamente posterior al comienzo de los
nucleos lateral y basal y se sitia medial al nacleo basal del que se distingue por su baja
actividad AChE (Fig. 6D, F). Medialmente lindaba con el extremo lateral de los
nucleos cortical y medial del grupo corticomedial. Aparte de algunas diferencias en el
marcaje de AChE, estos dos nucleos se diferencian del accesorio basal por una
pequefia region débilmente tefiida con Gallyas (véanse las flechas negras en Figs. 6E;

7E). El limite entre el nucleo accesorio basal y el central en los niveles intermedios 2 y
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3 se definio por la ausencia (nivel 2) o la baja intensidad (nivel 3) de tinciébn AChE en
el nucleo central comparado con el accesorio basal (Figs. 6D; 7A). En el nivel mas
caudal, una estrecha banda positiva para la tinciéon de Gallyas demarca el limite entre

ambos nucleos de forma mas nitida (véase el asterisco en la Fig. 7E).

Las subdivisiones dorsal y ventral del nucleo accesorio basal se pueden
distinguir en los niveles intermedios y caudal por los diferentes tamafos de sus
neuronas tefiidas con Nissl (Figs. 6F; 7C, F); de hecho, las subdivisiones dorsal y
ventral se consideran magnocelular y parvocelular, respectivamente. La tincion de
AChE es ligeramente mas fuerte en la subdivision dorsal que en la ventral, y

especialmente en el nivel anteroposterior mas caudal (Fig. 7D).

4.1.3. Grupo central

El nucleo central aparece dorsal al nucleo accesorio basal en el nivel intermedio
anteroposterior 2 y ocupa la misma regién que el area amigdalina anterior a niveles
mas posteriores (Fig. 6C, F); la transicion de esas dos regiones en el eje
anteroposterior se definié por un marcaje Gallyas positivo localizado entre el final del
area amigdalina anterior y el comienzo del ntcleo central. El marcaje de AChE del
nucleo central es bastante complejo ya que varia de tal forma que algunos autores han
distinguido hasta cinco subdivisiones dentro de este nucleo a lo largo del eje
anteroposterior segun su distinta actividad de AChE (Sims y Williams, 1990). En el
nivel intermedio 2 el nucleo central no muestra marcaje de AChE, mientras que esta
tincidén aparece en el nivel 3 y aumenta de intensidad en el nivel mas caudal (Figs. 6D;
7A, D). Las subregiones medial y lateral del nucleo central consideradas en este
estudio se distinguen con la tincién de Nissl en base al mayor tamafio celular y a la

mayor intensidad de tincién en la subdivision medial comparada con la lateral.

4.1.4. Grupo corticomedial

4.1.4.1. Niucleo cortical

El comienzo del nucleo cortical coincide con el nivel anteroposterior en el que
el giro semilunar se hace patente en la superficie dorsomedial del CA (Figs. 6F; 7C,
F). El marcaje de AChE de este ntucleo es muy débil en el nivel intermedio 2 y

aumento progresivamente hacia los niveles 3 y 4 (Figs. 6D; 7A, D).
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Las divisiones medial (ventral) y lateral (mas dorsal) de este nucleo se
diferencian en su actividad de AChE y en la densidad y distribucién de las neuronas
tefiidas con Nissl. La subdivision lateral muestra un marcaje AChE mas intenso que la
subdivision medial y las neuronas de la subdivision lateral se organizan en capas
mientras que las de la medial aparecen mas dispersas y sin una organizaciéon laminar

(Figs. 6D-F; 7A-F).
4.1.4.2. Nucleo medial

Este nucleo se localiza dorsolateral al nucleo cortical, dorsomedial al nucleo
accesorio basal y medioventral al nucleo central (Figs. 6F; 7C, F). Se diferencia de
estos nucleos por tener muy escasa o incluso nula actividad de AChE, y de los
territorios que quedan dorsales fuera del CA por la presencia de una regidbn muy rica
en fibras mielinicas, tal y como se observa con la tincion de Gallyas (Figs. 6D, E; 7A,
B, 7D, E).

4.1.5. Area de transicion cortico-amigdalina

Esta region del CA fue descrita por Sims y Wiliams (1990) como un grupo de
células localizado en la profundidad del surco semianular que separa la subdivision
medial del nucleo cortical de la corteza piriforme medialmente y de la subdivision
parvocelular del nucleo basal ventrolateralmente (Figs. 6F; 7C, F). La tincion de Nissl
asi como su moderada actividad AChE permiten delimitar este area de las regiones

circundantes (Figs. 6D, F; 7A-C, D, F).
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Figura 6. Delimitacion regional del CA (I). Secciones coronales adyacentes tefiidas para
acetilcolinesterasa (A, D), Gallyas (B, E) y Nissl (C, F) en dos niveles del CA humano en
secuencia anteroposterior (niveles 1 y 2). Las distancias desde cada nivel a la comisura
anterior segun el atlas de Mai y cols. (2004) estan indicadas en la parte superior de la figura.
Los ntucleos y subdivisiones nucleares del CA, detallados en la Tabla 7, han sido delimitados
sobre las secciones tefiidas con Nissl. Las puntas de flecha en A, B, D y E indican los limites
entre las subdivisiones externa, lateral y medial del nucleo lateral. La flecha en E indica el
limite entre el nucleo accesorio basal y el grupo corticomedial. Abreviaturas: D, dorsal; ers:
surco endorrinal; M, medial; SLG, giro semilunar; sls, surco semilunar (semianular). Para

otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas. Barra de calibracién: 1 mm.
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Figura 7. Delimitacion regional del CA (II). Secciones coronales adyacentes tefiidas para
acetilcolinesterasa (A, D), Gallyas (B, E) y Nissl (C, F) en dos niveles del CA humano en
secuencia anteroposterior (niveles 3 y 4). Las distancias desde cada nivel a la comisura
anterior segun el atlas de Mai y cols. (2004) estan indicadas en la parte superior de la figura.
Los nucleos y subdivisiones nucleares del CA, detallados en la Tabla 7, han sido delimitados
sobre las secciones tefiidas con Nissl. Las puntas de flecha en A y B indican los limites entre
las subdivisiones externa, lateral y medial del nucleo lateral. La flecha en E indica el limite
entre el nuicleo accesorio basal y el grupo corticomedial. El asterisco en E indica el limite entre

los nucleos accesorio basal y central. Abreviaturas: AG, giro ambiens; D, dorsal; ers: surco
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endorrinal; LV, ventriculo lateral; M, medial; SLG, giro semilunar; sls, surco semilunar
(semianular), Un, uncus. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.

Barra de calibracion: 1 mm.
4.2. Numero de neuronas, células de glia y endoteliales

El contaje del numero absoluto de neuronas, glia y endoteliales se realizé en
secciones de Nissl, diferenciando cada poblacion celular tal y como se ha detallado en
el apartado 3.3.2.2. Estimacion del numero de células con el fraccionador dptico. Antes de
acometer el contaje de células en las secciones de Nissl, y con el fin de asegurar que la
diferenciacion entre neuronas y glia era correcta (por su morfologia las células
endoteliales se distinguen facilmente de los otros dos tipos celulares; véase la Figura
5A), se realizd un contaje en dos series de secciones tefiidas una de ellas con NeuN y
la otra con Nissl en el caso 7 (Tabla 2). Los resultados de estos contajes se muestran en
la Tabla 8. En esa Tabla también se indica el porcentaje de la diferencia del nimero de
neuronas contado con la tinciéon de Nissl y NeuN y, como se puede observar, en todas
las regiones del CA excepto en el complejo nuclear accesorio basal esos valores son
inferiores al 10 %, lo que indica que la identificacion de las neuronas con Nissl es

bastante fiable.

Tabla 8. Numero de neuronas estimadas en secciones del CA teiiidas con Nissl y

NeuN
Estructura N neuronas (CE) Diferencia Nissl-
neural Nissl NeuN NeuN (%)
CA 11.502.303 (0,03) 11.366.732 (0,03) +1%
BL 9.555.073 (0,08) 9.430.883 (0,07) +1%
4.027.785 (0,08) 4.091.742 (0,07) 2%
B  4.116.402 (0,07) 3.743.678 (0,05) +9%
AB  1.410.886 (0,08) 1.595.463 (0,08) -12%
CcM 1.247.700 (0,1) 1.153.659 (0,09) -4%
Co 802.531 (0,1) 734.006 (0,1) +9%
Me 445.169 (0,1) 419.653 (0,08) +6 %
Ce 743.999 (0,1) 699.646 (0,08) +6 %

N: niimero; CE: coeficiente de error. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.

Los valores correspondientes a la media, desviacion estdndar y coeficiente de
error del numero de neuronas, células de glia y endoteliales en el CA completo, sus

grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares se muestran en la Tabla 9. La



Resultados 101

cantidad media de neuronas, células de glia y endoteliales (x10°) en el CA completo es
de 15,39+3,50, 60,01£12,04, y 16,81%8,58, respectivamente. El nimero de neuronas
constituye alrededor de un cuarto del numero de células de glia en el CA completo y
en sus grupos nucleares, de tal forma que hay cuatro veces mas células de glia que
neuronas en el CA. El nimero de células endoteliales es muy similar al de neuronas
en cada region del CA estudiada. Del total de células del CA, los porcentajes de
neuronas, glia y células endoteliales son un 16 %, 65 % y 17 %, respectivamente, y
esos porcentajes se mantienen aproximadamente en cada grupo nuclear, nucleo y

subdivisién nuclear del CA.

Tabla 9. Numero de neuronas, células de glia y endoteliales en los grupos

nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares del CA

Esﬁ?uﬁr * Nneuronas (x109  Nglia (x109) endoﬂﬁﬁlﬁi 109) Ncelgalsotﬁ;)tales
Media DT CE Media DT CE Media DT CE Media DT CE

CA 1539 350 003 60,01 1204 002 1681 858 003 9220 17,64 003
BL 12,23 2,64 007 49,83 10,72 0,04 13.63 7,76 007 7569 1566 0,06
L 548 158 007 2617 530 003 693 511 006 3858 872 0,06

Lex 1,39 064 013 836 210 006 18 123 0,14 11,61 441 0,11
LI 1,72 054 0,12 860 1,13 005 249 1,87 0,11 12,81 237 0,10
Lm 205 064 0,11 808 210 005 216 123 0,11 1229 270 0,09
Ld 034 0,11 013 140 032 007 039 024 0,13 2714 0,53 0,11

B 502 098 0,06 16,64 4,53 0,03 4,11 2,11 0,07 2569 6,14 0,06
Bpc 3,04 0,52 0,08 6,51 1,82 00 145 066 0,12 10,99 243 0,09
Bint 1,30 0,36 0,12 580 1,88 0,06 148 093 0,13 8,58 2,52 0,11
Bmc 0066 022 017 432 120 007 1,18 063 0,14 6,17 168 0,13

AB 1,73 039 009 702 162 005 249 09 0,08 11,24 221 0,07
Abd 083 0,15 0,13 369 1,09 006 1,30 0,54 0,11 583 1,39 0,11
Abv 090 0,28 0,13 333 068 007 1,19 047 0,12 542 1,10 0,11

CM 1,64 054 0,11 464 1,00 007 1,74 054 009 802 1,55 0,09
Co 1,14 043 0,10 3,18 064 006 1,37 039 009 570 1,09 0,08
Col 0,77 027 0,12 223 049 007 005 001 009 395 084 0,09

Com 037 0,117 0,17 096 021 0,10 004 001 017 1,74 036 0,15

Me 050 0,112 0,12 145 052 008 037 020 016 232 0,70 0,13

Ce 0,82 0,25 0,10 334 078 006 089 035 0,10 505 1,12 0,09
Cem 0,39 0,06 015 169 040 0,08 047 0,22 0,14 2,5 047 0,13
Cel 043 020 0,15 165 041 0,08 042 0,15 0,15 250 0,68 0,13

PA 0,37 022 016 146 0,51 0,08 028 0,19 020 2,11 086 0,16
CTA 0,33 0,14 0,17 0,72 022 0,12 028 0.13 019 1,32 038 0,16

N: numero; DT desviacion tipica; CE: coeficiente de error. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de
abreviaturas.

En la Figura 8 se muestran los numeros de neuronas, glia y células endoteliales
obtenidos en cada uno de los siete casos estudiados en este trabajo con el fin de ilustrar
la gran variabilidad observada. El efecto de la edad de fallecimiento de los donantes

del tejido en estos resultados se describird en el apartado 4.4 de los Resultados.
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4.3. Densidad de neuronas, glia y células endoteliales del CA

La densidad de cada tipo celular (neuronas, glia y endoteliales) se estimo en
cada regién del CA con la ratio del nimero absoluto de células y el volumen de esa
regiéon estimado por el método de Cavalieri. A continuacién se muestran los
resultados de las estimaciones del volumen de cada regién amigdalina, que luego

fueron usados para calcular las densidades celulares.

4.3.1. Volumen regional

Los valores medios del volumen del CA completo y de sus grupos nucleares,
nucleos y subdivisiones nucleares estimados en los 7 casos analizados se muestran en
la Tabla 10. En esta tabla también se especifica la desviacidon estandar y el coeficiente
de error de estas estimaciones. El grupo basolateral ocupa casi un 80 % del volumen
total del CA, mientras que los grupos corticomedial y central en conjunto ocupan
solamente el 16 %. Dentro del enorme grupo basolateral (cuyo volumen medio es de
759 mm®), el nucleo lateral es el que tiene un mayor volumen, disminuyendo
progresivamente en los nucleos basal y accesorio basal, teniendo este ultimo un tercio
del volumen del ntucleo lateral. En el caso del grupo nuclear corticomedial (cuyo
volumen medio es de 94 mm®), el nucleo cortical ocupa casi el 70 % de su volumen,
siendo la subdivisidn lateral del nucleo cortical el doble de grande que la subdivision
medial. El volumen del grupo central (60 mm’) se reparte en proporciones iguales

entre sus subdivisiones medial y lateral.

La Figura 9 muestra los valores de volumen de cada territorio del CA
estimados en cada uno de los 7 casos incluidos en este estudio, y el efecto de la edad
de fallecimiento de los donantes en las estimaciones del volumen se describen en el

apartado 4.4 de los Resultados.
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Figura 8. Numero de neuronas (A), glia (B) y células endoteliales (C) en los niticleos y
subdivisiones nucleares del CA de los 7 casos analizados. Para las abreviaturas de las

estructuras véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.
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Tabla 10. Volumen del CA, sus grupos nucleares, nucleos y subdivisiones

nucleares

Volumen (mm?)

Estructura
neural Media DT CE
CA 956 149 0,01
BL 759 111 0,02
L 376 68 0,01
Lex 97 24 0,02
L1 128 16 0,02
Lm 132 24 0,03
Ld 24 7 0,06
B 259 40 0,02
Bpc 110 22 0,03
Bint 89 13 0,03
Bmc 60 10 0,04
AB 123 21 0,02
Abd 63 14 0,04
Abv 61 8 0,04
CM 94 17 0,05
Co 69 13 0,03
Col 49 9 0,04
Com 22 4 0,07
Me 28 5 0,05
Ce 60 8 0,04
Cem 30 6 0,05
Cel 29 4 0,05
PA 21 9 0,06
CTA 20 14 0,08

DT: desviacion tipica, CE: coeficiente de error. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.
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Figura 9. Volumen (mm?®) de los niicleos y subdivisiones nucleares del CA de los 7 casos

analizados. Para las abreviaturas de las estructuras véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.

4.3.2. Densidad celular

Los valores de la media, desviacidn tipica y coeficiente de error de la densidad
de neuronas, glia, células endoteliales y células totales en el CA completo, sus grupos
nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares se muestran en la Tabla 11 y se
representan graficamente en la Figura 10. La densidad media de neuronas, glia y
células endoteliales (x10°) en el CA completo es de 16,09+2,84, 62,79+8,85 y
17,60£8,82, respectivamente. La densidad de neuronas es bastante uniforme en todas
las regiones del CA (Fig. 10A, B), excepto en la subdivision parvocelular del ntcleo
basal donde la densidad es muy alta debido al pequefio tamafio de las neuronas en esta
regiéon (Fig. 10B). La densidad de células endoteliales también se mantiene bastante
homogénea en todas las regiones del CA (Fig. 10); a diferencia de la densidad de
células de glia, que es notablemente mayor en regiones laterales del CA como la
subdivisiéon externa del nucleo lateral o el area periamigdalina (Fig. 10A). Este
aumento en la densidad de glia probablemente se debe al gran numero de fibras

mielinicas que atraviesan estas regiones del CA.
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Tabla 11. Densidad de neuronas, células de glia y endoteliales en los grupos

nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares del CA

Nv neuronas Nv glia Nv endoteliales Nv células totales
Estructura (x 1000) (x 1000) (x 1000) (x 1000)
neural (cells/mm3) (cells/mm3) (cells/mm3) (cells/mm3)

Media DT Media DT Media DT Media DT
CA 16,09 2,84 62,79 8,85 17,60 8,82 96,80 13,33
BL 16,36 3,19 65,81 10,16 17,87 9,68 99,87 14,92
L 14,61 3,23 70,16 11,21 18,46 11,52 102,93 16,00
Lex 14,49 3,22 85,26 12,55 18,86 9,50 120,64 19,14
L1 13,28 3,44 67,53 11,24 19,59 13,26 100,47 17,52

Lm 15,20 3,22 60,75 12,55 16,85 9,50 93,48 14,91

Ld 15,23 6,63 61,07 17,24 16,76 9,80 93,06 27,01

B 19,51 3,44 64,13 12,61 16,15 8,32 99,16 17,51
Bpc 28,20 4,49 59,26 12,03 13,35 5,85 100,54 14,26
Bint 14,62 3,47 64,96 16,83 17,01 10,23 96,21 23,52
Bmc 10,93 2,65 71,37 10,99 19,98 10,33 101,93 16,82
AB 14,18 3,50 56,73 7,81 20,16 7,46 91,07 11,49
Abd 13,65 3,51 58,68 9,87 21,07 9,08 93,40 14,10
Abv 14,80 4,02 54,75 7,27 19,41 7,19 88,95 11,99

CM 16,75 3,80 47,35 8,89 17,99 6,86 85,97 11,11
Co 16,21 4,06 45,41 5,47 19,73 6,09 82,24 8,21

Col 15,53 3,17 45,94 5,84 19,83 7,13 81,30 8,72

Com 16,99 4,81 44,73 7,82 19,08 6,21 80,80 9,84

Me 16,80 3,67 52,67 21,08 13,63 9,52 84,15 30,15
Ce 13,71 3,85 56,40 13,89 14,68 4,76 84,83 17,57
Cem 13,17 3,34 58,05 20,53 15,64 6,14 82,30 15,01

Cel 14,43 5,37 55,83 11,15 13,89 4,03 84,41 17,71
PA 16,73 4,32 81,03 17,81 14,09 7,16 106,07 29,20
CTA 17,79 7,25 40,60 15,22 16,19 11,24 77,96 22,73

Nv: niimero por volumen (densidad); DT: desviacion tipica. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de

abreviaturas.
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Figura 10. Densidad de neuronas, glia y células endoteliales (células/mm?®). A. Media y
desviacion tipica de la densidad de neuronas (azul), glia (rojo) y células endoteliales (verde) en
el CA completo y en sus grupos nucleares y nucleos. B. Media y desviacion tipica de la
densidad de neuronas (azul), glia (rojo) y células endoteliales (verde) en las subdivisiones

nucleares del CA. Para las abreviaturas de las regiones del CA véase la Tabla 7.

4.4. Correlacion de la edad de fallecimiento de los donantes con el

volumen regional y con el nimero y densidad celular en el CA
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Los coeficientes de correlacidén (770 de Spearman) de la edad de fallecimiento
de los donantes del tejido con cada una de las estimaciones estereoldgicas realizadas
en cada region del CA se muestran en la Tabla 12. El volumen del CA total o de
cualquiera de sus grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares no se
correlaciona con la edad de fallecimiento de los individuos; la mayor correlaciéon
positiva se obtuvo en el nucleo accesorio basal, pero ésta no llegd a ser

estadisticamente significativa (véase la Tabla 12).

Los coeficientes de correlacion entre el numero de neuronas y la edad de
fallecimiento de los individuos fueron negativos, en todas las regiones del CA excepto
en la subdivision parvocelular del ntcleo basal, en la que el coeficiente resultd positivo
(Tabla 12); los valores de correlacion fueron moderados y altos y no alcanzaron en
ningun caso la significacion estadistica. En la Figura 10A se representa graficamente
la correlacion y las lineas de regresion lineal obtenidas en el CA completo y en el
grupo basolateral. Los coeficientes de correlacidén entre el nimero de células de glia y
la edad son positivos y moderados en la mayoria de los territorios del CA, y en la
subdivision dorsal del nucleo accesorio basal esta correlacion fue estadisticamente
significativa (Tabla 12). El numero de células endoteliales muestra altos coeficientes
de correlacion positivos con la edad en la mayoria de las regiones del CA, y en el CA
completo, el grupo basolateral, el nucleo lateral (y especificamente en sus
subdivisiones lateral y dorsal) y en la subdivision parvocelular del nucleo basal las
correlaciones fueron estadisticamente significativas (véase la Tabla 12 y la Fig. 11B).
Estos resultados en su conjunto indican que el numero de células endoteliales en el
CA aumenta substancialmente durante el envejecimiento (Fig. 11B), y que los
nameros de neuronas (Fig. 11A) y de glia muestran una tendencia moderada a
disminuir y a aumentar, respectivamente. Los coeficientes de correlacion entre el
nuamero total de células y la edad de fallecimiento de los individuos fueron positivos
en la mayoria de las regiones del CA y en la subdivision dorsal del nucleo accesorio

basal esta correlacion es estadisticamente significativa (p<0.05) (véase la Tabla 12).

La densidad neuronal muestra una correlacion negativa con la edad de
fallecimiento de los donantes que fue estadisticamente significativa en el CA completo
(Fig. 11C), el grupo basolateral (Fig. 11C) y la subdivision externa del nucleo lateral;
en el resto de regiones del CA las correlaciones obtenidas estdin muy proximas a la
significacion estadistica. La densidad de glia no alcanzo6 la significacion estadistica en

ninguna region del CA. Sin embargo, la densidad de células endoteliales en la mayoria
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de las regiones del CA muestra altos coeficientes de correlacion positivos (Fig. 11D)
que en el nucleo lateral (subdivision lateral), el nucleo basal (subdivisiones
parvocelular y magnocelular) y el grupo corticomedial del CA alcanzaron la
significacion estadistica. Finalmente, los coeficientes de correlacion entre la densidad
de células totales y la edad de fallecimiento de los individuos son positivos en todos
los territorios del CA excepto en el nucleo central, pero ninguno alcanzé la

significacion estadistica.

Tabla 12. Coeficientes de correlacion de cada variable estudiada con la edad de

fallecimiento de los donantes para cada grupo nuclear, niicleo y subdivision

nuclear del CA

Estructura N N  Ncéuls Ncéuls Nv N Ny e

neural neuronas glia endoteliales totales neuronas glia endoteliales totales
CA 0,02 -0,51 0,38 0,76* 0,29 -0,78* 0,34 0,72 0,38
BL 0,02 -0,51 0,25 0,76* 0,38 -0,85* 0,31 0,72 0,38
L 0,05 -0,41 0,16 0,76* 0,38 -0,67 0,20 0,76* 0,47
Lex 0,05 -0,69 0,09 0,61 0,05 -0,76* -0,11 0,65 0,18
LI -0,05 -0,56 0,69 0,96** 0,72 -0,65 0,34 0,85* 0,65
Lm 0,09 -0,27 -0,19 0,31 0,25 -0,60 0,09 0,14 0,04
Ld 0,37 -0,29 0,58 0,78* 0,36 -0,43 0,04 0,60 0,04
B 0,23 -0,45 0,18 0,70 0,32 -0,51 0,16 0,76* 0,38
Bpc 0,14 0,32 0,74 0,83* 0,61 -0,38 0,27 0,87* 0,63
Bint 0,02 -0,41 0,14 0,36 0,32 -0,69 0,31 0,38 0,16
Bmc -0,02 -0,45 -0,13 0,70 0,05 -0,47 -0,02 0,81* 0,22
AB 0,49 -0,29 0,58 0,29 0,63 -0,69 0,20 0,04 -0,09
Abd 0,67 -0,25 0,78* 0,32 0,81% -0,72 -0,02 -0,05 -0,05
Abv 0,02 -0,36 0,41 0,60 0,45 -0,70 0,20 0,49 0,27
CM 0,05 -0,54 0,32 0,32 0,23 -0,14 0,38 0,76* 0,16
Co -0,12 -0,18 0,23 0,32 0,23 -0,43 0,56 0,36 0,20
Col -0,35 -0,32 -0,18 -0,04 -0,20 -0,22 0,67 0,00 0,38
Com -0,18 -0,07 0,11 0,58 0,20 -0,63 0,38 0,60 0,38
Me 0,22 -0,20 0,40 0,70 0,58 -0,34 0,27 0,47 0,27
Ce 0,16 -0,49 -0,02 -0,13 -0,23 -0,56 -0,27 -0,45 -0,56
Cem 0,16 -0,14 -0,11 -0,05 0,04 -0,51 -0,36 -0,27 -0,51
Cel -0,45 -0,49 -0,11 -0,41 -0,29 -0,63 -0,14 -0,40 -0,18
PA -0,35 -0,31 0,02 0,41 0,02 -0,07 0,69 0,74 0,65
CTA -0,09 -0,20 0,05 0,69 -0,04 -0,25 0,52 0,70 0,36

N: numero; Nv: densidad. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas. * Coeficientes de

correlacion significativos (p<0.05) y ** muy significativos (p<0.01).
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Figura 11. Efecto de la edad de fallecimiento de los donantes en el niimero y densidad de
neuronas y de células endoteliales. A-D. Representacion grafica de la correlacion (lineas de
regresion lineal) en el CA en su conjunto (linea continua gris) y en el complejo basolateral
(BL) (linea discontinua negra) entre la edad de fallecimiento y: (A) el numero de neuronas
(N), (B) el namero de células endoteliales (N), (C) la densidad de neuronas (Nv) y (D) la

densidad de células endoteliales (NV).

Con el fin de comprobar que las correlaciones entre la densidad de neuronas y
células endoteliales y la edad de fallecimiento de los donantes que resultaron
estadisticamente significativas no estuvieran forzadas por los casos 1 (20 afios) y 5 (68
afios; Tabla 2), cuyos valores se alejaban mucho de la media de la muestra (véase la
Figura 11C para ver la desviacion del caso 1 en el numero de neuronas y la 11D para
ver la desviacion del caso 5 en el nimero de células endoteliales), los analisis de
correlacién del namero y densidad de neuronas se repitieron excluyendo el caso 1
(Fig. 12A, C), y los del numero y densidad de células endoteliales excluyendo el caso
5 (Fig. 12B, D). Los resultados de este andlisis demostraron que las tendencias de
correlacidn positiva o negativa observadas con el conjunto de los siete casos se seguian

apreciando aun excluyendo esos dos casos (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto de la edad de fallecimiento de los donantes en el niimero y densidad de
neuronas y células endoteliales excluyendo los casos 1 y 5. A-D. Representacion grafica de
la correlacion (lineas de regresion lineal) en el CA (linea continua gris) y en el complejo
basolateral (BL) (linea discontinua negra) entre la edad de fallecimiento y: (A) el numero de
neuronas (N) excluyendo del analisis el caso 1, (B) el numero de células endoteliales (IN)
excluyendo del analisis el caso 5, (C) la densidad de neuronas (Nv) excluyendo del analisis el

caso 1y (D) la densidad de células endoteliales (Nv) excluyendo del analisis el caso 5.

4.5. Estimacion del numero, densidad y porcentaje con respecto al

total de neuronas, de las IN PV+ del CA

El estudio cuantitativo de las IN del CA, tanto el de las PV+ como el de las
CR+, se realizd en los casos 4, 6 y 7 (Tabla 2). La media, desviacion tipica y el
coeficiente de error (CE) del numero absoluto de IN PV+, asi como la media y la
desviacion tipica de la densidad de IN PV+ y del porcentaje que esta poblacién de IN
representa con respecto a las neuronas totales del CA se muestran en la Tabla 13; el
CE debido al contaje afecta tanto al nimero como a la densidad y al porcentaje con
respecto a las neuronas totales de las IN PV+. El nimero de IN PV+ contabilizado en
cada uno de los tres casos analizados se representa graficamente en la Figura 13. Las
Figuras 14 y 15 muestran la densidad de IN PV+ y el porcentaje de éstas con respecto

a las neuronas totales, respectivamente.
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Tabla 13. Namero (N py.), densidad (Ny py+) Yy porcentaje con respecto a las

neuronas totales (% IN PV+/ N,.,) de las IN PV+ del CA

Estructura Npy + Nypv+ % INpy+/ Nyeu

neural Media DT CE Media DT Media DT
CA 34.746 10.158 0,08 37,15 1495 0,26 0,10
BL 34.366 9.599 0,08 45,74 18,47 032 0,12

L 26.166 4.502 0,09 71,06 2521 0,559 0,20
Lex 7.336 600 0,16 8551 2790 0,63 020
LI 4396 2538 0,13 112,67 49,12 094 0,43
Lm 3.156 1.822 021 4430 2428 029 0,14
Ld 280 130 0,9 1649 6,04 0,09 0,04

B 6.786 6.061 02 2577 2281 0,14 0,12
Bpc 893 1272 0,83 694 988 0,03 0,04
Bint 2.886 3.265 0,35 33,58 37,51 026 0,29
Bmc 3.010 1613 027 5490 36,09 0,60 0,40
AB 1.790 1.034 052 10,38 12,39 0,08 0,11
Abd 375 244 0,74 552 291 005 0,03
Abv 1039 1551 0,83 17,09 2563 012 0,17
Co 380 659 0,45 574 995 004 0,06
Col 913 304 05 706 1222 004 0,08
Com 228 76 1 568 98 002 004

Ce
Cem
Cel

PA
CTA

oo o oo | o
1
1
1
1
1

N, nvimero; Nv, densidad; DT: desviacion tipica; CE: coeficiente de error. Para otras abreviaturas véase la

Tabla 7 o la lista de abreviaturas.

Las IN PV+ se restringen practicamente al grupo basolateral, ya que fuera de
éste solamente se han visto algunas neuronas de este tipo en el ntcleo cortical (y éstas
se observaron exclusivamente en uno de los tres casos analizados) (Tabla 13; Fig. 13).
Dentro del grupo basolateral, la mayoria de las IN PV+ se encuentran en el ntcleo
lateral (75 %), mientras que el nucleo basal y el accesorio basal contienen solo el 20 y
el 5 %, respectivamente; estos datos deben interpretarse teniendo en cuenta que el

nucleo lateral es el que ocupa el mayor volumen del grupo basolateral.
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Figura 13. Numero de IN PV+ en el CA completo y en el grupo basolateral de los tres casos
utilizados en este estudio. Notese como la mayoria de IN PV+ del CA se encuentran en el
grupo basolateral y solamente en el caso 4 se encontraron algunas IN de este tipo en el grupo

corticomedial. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o el apartado de abreviaturas.

La densidad de IN PV+ en cada regién del CA se estim6 dividiendo el namero
absoluto de IN en esa region entre el volumen regional, permitiendo asi comparar la
cantidad de IN que hay en las distintas subdivisiones del CA sin tener en cuenta su
volumen. Atendiendo a la densidad de las IN PV+ en los nucleos del CA, en el grupo
basolateral se observa un claro gradiente decreciente en sentido lateromedial, teniendo
el nucleo lateral una densidad de 71 IN/mm® y el accesorio basal una densidad de 10
IN/mm?® (Fig. 14A). La mayor densidad de IN PV+ se observa en la subdivision
lateral del nucleo lateral (112,6 IN/mm?®), seguida por las subdivisiones externa (85,5
IN/mm?), medial (44,3 IN/mm®) y dorsal (16,49 IN/mm?’) de este nucleo (Fig. 14A);
sin embargo, en el caso 4 se observo una mayor densidad de estas IN en la subdivision
externa que en la lateral (Fig. 14B). En los tres casos analizados el nucleo basal mostrd
un marcado gradiente decreciente en sentido dorsoventral (Fig. 14B), con una
densidad media de 54,9 IN/mm’ en la subdivisién magnocelular y 6,9 IN/mm’ en la
parvocelular (Fig. 14A). En el ntcleo accesorio basal la densidad de IN PV+ es muy
baja, y debido a ello, el CE del contaje resultd ser muy alto y no permitié comparar los

datos de densidad obtenidos en las dos subdivisiones del nucleo.
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Figura 14. Densidad de IN PV+ en el CA en su conjunto y en sus grupos nucleares, niicleos
y subdivisiones nucleares. A. Media y desviacion tipica de la densidad de IN PV+. B.
Densidad de IN PV+ de los tres casos utilizados en este estudio. Para las abreviaturas véase la

Tabla 7 o el apartado de abreviaturas.

El mayor porcentaje de IN PV+ con respecto a las neuronas totales del CA se
observa en el nucleo lateral (0,59 %) y el menor en el nucleo cortical (0,04 %), por
debajo del accesorio basal, donde las IN PV+ constituyen solamente un 0,08 % de las
neuronas totales (Fig. 15). Si analizamos las variaciones de este porcentaje dentro de
los distintos nucleos, en el nucleo lateral la subdivision que mayor porcentaje presenta
es la lateral (0,94 % de IN PV+/neuronas totales), seguida por las subdivisiones

externa, medial y dorsal, teniendo esta ultima subdivision un porcentaje de IN PV+
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especialmente bajo (0,09 %). Dentro del nucleo basal se observa un gradiente
decreciente en sentido dorsoventral con un porcentaje de IN PV+ de 0,60 % en la
subdivision magnocelular frente a solamente el 0,03 % en la parvocelular; este
gradiente se mantuvo en los tres casos estudiados (Fig. 15B). La distribucién de estos
porcentajes de IN PV+ en las regiones amigdalinas fue analoga a la observada para la
densidad (Figs. 14; 15), con algunas diferencias como la acentuacion del gradiente
decreciente dorsoventral del nucleo basal en el caso del porcentaje de IN PV+ (Figs.
14A; 15A), debida probablemente al mayor tamafio de las neuronas de la porcion

magnocelular del nacleo basal.
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Figura 15. Porcentaje de IN PV+ con respecto a las neuronas totales en el CA en su
conjunto y en sus grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares. A. Media y

desviacion tipica del porcentaje de IN PV+/N neuronas. B. Porcentaje de IN PV+/N
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neuronas de los tres casos utilizados en este estudio. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o el

apartado de abreviaturas.

4.6. Estimacion del numero, densidad y porcentaje con respecto a las

neuronas totales de las IN CR+ del CA

La media, desviacion tipica y el coeficiente de error del numero absoluto de IN
CR+, asi como la media y la desviacidn tipica de la densidad de IN CR+ y del
porcentaje de estas IN con respecto a las neuronas totales del CA se muestran en la
Tabla 14. El nimero de IN CR+ en cada uno de los tres casos analizados se representa
graficamente en la Figura 16, la densidad de IN CR+ en la Figura 17 y el porcentaje

de éstas con respecto a las neuronas totales en la Figura 18.

Tabla 14. Numero (N cg+), densidad (Nv cr+) Yy porcentaje de IN CR+ con respecto

a las neuronas totales (% IN CR+/ N ,.,) en el CA

Estructura N cr+(x 10% Nvcr+ % INcr+/ Npeu
neural Media DT CE Media DT Media DT
CA 1.887 511 0,04 1988 188 13,30 1,36
BL 1.428 428 0,08 1870 211 12,47 1,40
L 688 196 0,08 1928 272 14,60 1,04
Lex 176 73 0,17 1872 27 13,87 1,09
1 185 43 0,16 1585 571 13,37 4,78
Lm 280 118 0,14 2160 531 16,23 2,24
Ld 25 2 0,28 1627 413 8,43 0,88
B 422 164 0,08 1504 262 8,46 1,98
Bpc 146 58 0,15 1145 286 4,64 1,51
Bint 165 52 0,14 1837 162 1441 1,30
Bmc 112 55 017 1772 370 18,40 1,21
AB 326 110 0,1 2463 221 18,70 4,59
Abd 192 76 0,13 2718 370 21,57 6,43
Abv 134 36 0,16 2190 258 15,82 2,89
CM 309 78 0,08 3170 655 20,34 4,80
Co 215 44 0,08 3090 342 21,51 3,61
Col 164 28 0,10 3324 281 23,82 4,14
Com 54 16 018 2735 729 17,44 441
Me 94 36 0,14 3430 1436 18,12 7,08
Ce 65 10 0,15 1212 380 9,54 2,31
Cem 32 5 0,21 1250 433 9,00 1,02
Ce 32 6 021 1142 373 1015 465
PA 38 12 0,20 2789 502 21,12 5,86
CTA 38 4 0,19 2596 481 12,03 1,65

N, numero; Nv, densidad; DT: desviacion tipica, CE: coeficiente de error. Para otras abreviaturas véase la

Tabla 7 o la lista de abreviaturas.
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A diferencia de la IN PV+, las IN CR+ se distribuyen ampliamente por todo el
CA; ademas de en el grupo basolateral, se observa un gran numero de estas IN en los
nucleos cortical, medial, central y en las areas periamigdalina y de transicién cortico-
amigdalina (Fig. 16). El numero de IN CR+ es mucho mayor que el de las IN PV+ en
cualquier regidon del CA, pudiendo haber 55 veces mas neuronas CR+ que PV+ en el
CA en su conjunto, 40 veces mas en el grupo basolateral, 26 veces en el nucleo lateral,

62 en el nucleo basal y 180 veces en el accesorio basal.
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Figura 16. Numero de IN CR+ en los tres casos utilizados en este estudio. Notese la gran
variabilidad en el nimero de IN CR+ entre los tres casos humanos analizados. Para las

abreviaturas véase la Tabla 7 o el apartado de abreviaturas.

La mayor densidad de IN CR+ se encontr6 en el grupo corticomedial (3.170
IN/mm?), y especificamente en el nucleo medial del mismo (3.430 IN/mm’) (Fig.
17A). A diferencia de las IN PV+, las IN CR+ no se ajustan a ningun gradiente claro
de densidad en sentido mediolateral o dorsoventral en ningun nucleo del CA (Fig.
17A, B). Dentro del nucleo basal, la subdivision parvocelular contiene una densidad
media de IN CR+ significativamente menor que las otras dos subdivisiones mas
dorsales, intermedia y magnocelular (1145 IN/mm?® en la subdivisiéon parvocelular

frente a 1837 y 1772 en las subdivisiones intermedia y magnocelular) (Fig. 17A).
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Figura 17. Densidad de IN CR+ en el CA en su conjunto y en sus grupos nucleares, niicleos

y subdivisiones nucleares. A. Media y desviacion tipica de la densidad de IN CR+. B.

Densidad de IN CR+ de los tres casos utilizados en este estudio. Para las abreviaturas véase la

Tabla 7 o el apartado de abreviaturas.

El porcentaje de IN CR+ con respecto al numero total de neuronas totales

varia entre 4,64 % en la subdivision parvocelular del nucleo basal y 23,82 % en la

subdivision lateral del nucleo cortical (Fig. 18); estas regiones de minimo y maximo

porcentaje no son las que presentan la menor y mayor densidad de IN CR+, lo que

indica que la densidad de IN CR+ por volumen no refleja necesariamente la

proporcion de estas IN dentro de las neuronas totales de la region del CA analizada.
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Figura 18. Porcentaje de IN CR+ con respecto a las neuronas totales en el CA en su
conjunto y en sus grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares. A. Media y
desviacion tipica del porcentaje de IN CR+/N neuronas. B. Porcentaje de IN CR+/N
neuronas de los tres casos utilizados en este estudio. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o el

apartado de abreviaturas.

La Figura 19 representa en un grafico circular el porcentaje de IN PV+ y CR+
con respecto al total de neuronas en los principales ntcleos del CA en uno de los casos

analizados, el caso 4.
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Figura 19. Porcentajes de las dos poblaciones de IN, las CR+ en amarillo y las PV+ en
azul, con respecto a las neuronas totales en los principales nucleos del CA. Para las

abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.

4.7. Distribucion relativa de las IN PV+ y las CR+ en el CA

La distribucién de las dos poblaciones de IN, las PV+ y las CR+, se representa
en la Figura 20. En general, las IN PV+ se restringen al grupo basolateral, aunque
también pueden encontrarse algunas IN aisladas en los nucleos cortical y medial (Fig.
20A); las IN CR+, sin embargo, se distribuyen en todos los nucleos del CA (Fig. 20B).
Considerando la distribucion en todo el CA, las IN CR+ son mas abundantes en los

nucleos amigdalinos mediales que en los laterales mientras que las PV+ abundan en
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los nucleos situados lateralmente y son muy escasas en los ntucleos mediales, como ya

se ha apuntado en el apartado de densidad de IN.

En la Figura 20 se observa como las IN PV+ son escasas a niveles posteriores
del CA, especialmente en el nucleo lateral (Fig. 20A), mientras que las CR+ estan
presentes en todos los nucleos y a todos los niveles anteroposteriores (Fig. 20B).

Obsérvese también que el area periamigdalina contiene IN CR+ pero ninguna IN que

contenga PV.
5 INTERNEURONAS PARVALBUMINA POSITIVAS
T NIVEL ANTERIOR NIVEL MEDIO NIVEL POSTERIOR
M

*1INPV+

INTERNEURONAS CALRETININA POSITIVAS
NIVEL ANTERIOR NIVEL MEDIO NIVEL POSTERIOR

Figura 20. Distribucion de las IN PV+ y CR+ en el CA. Esquemas de tres niveles
anteroposteriores del CA vistos en el plano coronal que muestran la distribucion de las IN
PV+ (A) y CR+ (B); los puntos rojos o azules de cada nivel representan el total de IN

contadas en tres secciones. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.
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4.8. Distribucion de fibras DAT+ en el CA

El protocolo utilizado en este trabajo para visualizar DAT reveld una densa y
extensa red de axones DAT+ distribuida heterogéneamente entre y dentro de los
nucleos del CA. La mayoria de las fibras DAT+ en el CA son finas y varicosas (véase
la Fig. 3E de Material y Métodos), pero existen otras fibras ligeramente mas gruesas y
lisas, que se entremezclan con las que son finas varicosas, localizadas principalmente

en los limites de los ntcleos y en raras ocasiones dentro de los ntcleos del CA.

El andlisis de la distribucion de los axones DAT+ en el CA humano pone de
manifiesto que éstos inervan de forma heterogénea los nucleos y que la mayor
concentracion de estas fibras se encuentra en el nucleo central (Figs. 21F; 22A, B). A
niveles anteriores del CA (Fig. 21A, B), las fibras DAT+ se distribuyen de forma
bastante homogénea en el grupo basolateral con algunas areas pequefias ubicadas
ventralmente en la subdivision parvocelular del nucleo basal mas ricamente inervadas.
Estas areas ricas en inmunotincién de DAT corresponden con regiones que contienen
mucha AChE. El drea periamigdalina también contiene numerosas fibras DAT+ que
son especialmente abundantes en su sector dorsolateral (Fig. 21B). A niveles medios,
existe una gran inervacidon DAT+ y la cantidad de fibras varia entre los distintos
nucleos y subdivisiones del CA. Asi, las fibras DAT+ se concentran hacia regiones
dorsolaterales del CA, incluyendo la porcién dorsal del nucleo lateral y la subdivision
magnocelular del basal. En estas regiones, las fibras DAT+ finas y varicosas son
especialmente abundantes en pequefios parches que podrian corresponder con los
nucleos o islas intercaladas descritos previamente por otros autores (Sims y Williams,
1990; Sorvari y cols., 1995) (véanse las puntas de flecha en la Fig. 21C, D), los cuales
son facilmente reconocibles por su intensa tincion de AChE. Una pequefia cantidad de
fibras DAT+ aparece en el complejo corticomedial, estando el nucleo cortical menos
inervado que el nucleo medial. Inmediatamente ventral al ntcleo cortical aparece el
area de transicion cortico-amigdalina con una cantidad de fibras inmunotefiidas para
el DAT significativamente mayor que este nucleo (Fig. 21C, D). Esta region de
transicidén mostrd un parche con una alta concentracion de fibras DAT+ en su porcion

mas medial que coincide con una zona rica en AChE (Fig. 21C).

A niveles posteriores del CA la inmunorreactividad de DAT sigue siendo
abundante (Fig. 21E, F). El nucleo central es el mas rico en axones y, a pesar de que

se observan fibras DAT+ en todos los sectores del nucleo, su densidad parece seguir
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Figura 21. Distribucion de fibras DAT+ en el CA humano. Series de secciones coronales

proximas entre si tefiidas para AChE (A, C, E) y DAT (B, D, F) en tres niveles
anteroposteriores del CA, con las correspondientes laminas del atlas de Mai y cols. (2004)
indicadas en la parte superior izquierda de cada nivel. El punteado en B, D y F representa los
axones DAT+ dibujados con la camara ldcida a un aumento de 20X y superpuestos sobre los
mismos cortes tefiidos para DAT. Las puntas de flecha en C y D indican los parches ricos en
DAT o en AChE. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas. Escala: 1

mm.
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un gradiente decreciente mediolateral (Fig. 22A), tal y como luego confirmaron los
resultados de las estimaciones cuantitativas. En el nucleo cortical se encontraron muy
pocas fibras DAT+; ademds, se pueden observar algunos axones en la region

correspondiente al area de transicién coértico-amigdalina, aunque a niveles tan

posteriores los limites de esta region no se distinguen claramente (Fig. 21F).

Figura 22. Inmunotincion de DAT en el nucleo central y en el area de transicion cortico-
amigdalina. A. Fotografia a bajos aumentos que muestra la mayor intensidad de
inmunotincion frente al DAT en el ntcleo central comparado con los territorios amigdalinos
circundantes, como son los nucleos basal, accesorio basal y medial. B. Imagen a mayor
aumento de las fibras DAT+ en la subdivision medial del ntcleo central. C, D, inmunotincion
de DAT en el nucleo cortical y en el area de transicion cortico-amigdalina. Obsérvese la
mayor cantidad de fibras DAT+ en el area de transicion cortico-amigdalina en comparacion
con el nucleo cortical. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas. Barra de

calibracion: A, 1 mm; B: 50 um; C, 100 um; D, 50 um.
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4.9. Longitud absoluta y densidad de longitud de fibras DAT+ del CA

La Tabla 15 muestra la media, desviacidn tipica y el coeficiente de error de la
longitud absoluta y la densidad de longitud de las fibras DAT+ en el CA. Estas
estimaciones se realizaron en los casos 3, 4, 6, 7y 8 (Tabla 2). La media de longitud
absoluta de fibras DAT+ en el CA completo estimada en los cinco cerebros es de 518
metros (Tabla 15). La mayoria de esas fibras se localizan dentro del complejo
basolateral, el cual contiene 385 metros, lo que corresponde a un 75 % del total de
longitud de los axones dentro del CA. Dentro del grupo central se cuantificaron 87 m
de fibras inmunorreactivas para DAT, una cantidad que equivale a un 17 % del total
de longitud de fibras DAT+ en el CA. En el grupo corticomedial, asi como en el area
periamigdalina y en el drea de transicibn coOrtico-amigdalina, las fibras
inmunorreactivas para el DAT fueron muy escasas, y la suma de la longitud de axén
de todas esas regiones no llegd al 9 % del ax6n total DAT+ del CA (Tabla 15). La
longitud absoluta de fibras DAT+ en los cinco casos analizados se representa en la

Figura 23 y la densidad de longitud de fibras DAT+ en la Figura 24.
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Tabla 15. Longitud absoluta (m) y densidad de longitud (mm/mm?) de fibras

DAT+ en el CA en su conjunto y en sus grupos nucleares, nucleos y subdivisiones

nucleares
Estructura L par+ Lypar+ Numero de
neural Media DT CE Media DT secciones
CA 518 157 0,03 547 159 6
BL 385 122 0,06 520 160 5
L 157 45 0,06 461 115 4
Lex 62 19 0,08 792 227 4
Ll 54 14 0,09 406 115 4
Lm 35 18 0,11 288 132 4
Ld 8 4 0,22 272 123 4
B 170 71 0,05 622 254 5
Bpc 65 31 0,08 532 243 5
Bint 52 24 0,09 580 239 5
Bmc 53 20 0,09 863 321 5
AB 58 24 0,08 449 174 5
ABd 33 17 0,11 488 235 5
ABv 25 12 0,12 419 175 5
CM 21 13 0,13 220 135 5
Co 13 10 0,13 199 156 5
Col 9 7 0,15 199 150 5
Com 4 4 0,23 200 170 4
Me 8 3 0,14 273 110 4
Ce 87 21 0,07 1388 284 4
Cem 50 15 0,09 1686 373 4
Cel 37 13 0,10 1111 217 4
PA 17 9 0,14 898 438 2
CTA 9 3 0.14 580 197 3

DT: desviacion tipica; CE: coeficiente de error. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de

abreviaturas.
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Longitud absoluta de fibras DAT+ (m) por casos
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Figura 23. Longitud absoluta de fibras DAT+ (m) en los cinco casos analizados en este
estudio. Notese como la longitud de fibras es notablemente mayor dentro del grupo
basolateral que en el resto del CA Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de

abreviaturas.

Con el fin de determinar las variaciones regionales en la cantidad de fibras
DAT+, se estimo la densidad de fibras (Tabla 15; Fig. 23). Las regiones del CA mas
inervadas por fibras DAT+ son el grupo central y el drea periamigdalina, siendo la
densidad existente en el nucleo central mas del doble de la que hay en cualquier otro
nucleo del CA, exceptuando el area periamigdalina. El andlisis estadistico demostro
que las variaciones en la densidad de fibras entre el ntcleo central y el resto de los
grupos nucleares (Tabla 16) o los nucleos (Tabla 17) del CA fueron estadisticamente
significativas (p = 0,00 en ambos casos). También fue significativa la diferencia entre
la densidad de fibras del area periamigdalina y del grupo corticomedial (Tabla 16) y a
nivel de nucleos, entre el drea periamigdalina y el nuacleo medial (Tabla 17). Dentro
del nucleo central, la densidad de fibras DAT+ fue notablemente mayor en la
subdivision medial que en la lateral y esta diferencia fue estadisticamente significativa

(Fig. 24; P = 0,018).

En relacién al grupo basolateral, el nucleo basal estd ligeramente mas inervado
por fibras DAT+ que los nucleos lateral y accesorio basal. Dentro del ntcleo lateral la

inervaciéon DAT+ se ajustd a un claro gradiente decreciente lateromedial en la
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densidad, al igual que ocurre con la longitud absoluta de fibras (Tabla 15; Fig. 24A).
Asi, la densidad de longitud DAT+ en la subdivision externa (792 mm/mm?) fue mas
del doble de la encontrada en la subdivision medial (288 mm/mm’) y estas diferencias

fueron estadisticamente significativas (Tabla 18).

La densidad de fibras DAT+ en el caso del nucleo basal se ajusta a un
gradiente decreciente dorsoventral, siendo de 863 mm/mm’ en la subdivision
magnocelular y de 532 mm/mm? en la subdivisién parvocelular (Tabla 15; Fig. 24).
También en el nucleo accesorio basal la densidad de fibras DAT+ decrece desde su
subdivision dorsal (488 mm/mm’) a la ventral (419 mm/mm’) (Fig. 24). Sin,
embargo, a diferencia de lo que ocurre en el nucleo lateral estas variaciones
intranucleares de los nucleos basal y accesorio basal no fueron estadisticamente

significativas.

Tabla 16. Medias de las diferencias en la densidad de axones DAT+ entre los

grupos nucleares del CA

Grupos
nucleares BL Ce CM PA CTA
del CA
BL -868,31** 300,08 -378,08 -59,63
Ce 868,31** 1168,39** 490,23 808,68**
CM -300,08 -1168,39** -678,16** -359,71
PA 378,08 -490,23 678,16** 318,45
CTA 59,63 -808,68** 359,71 -318,45

Diferencias significativas (¥, 0,05>p>0,01) o muy significativas (**, p<0,01). Para las abreviaturas véase la Tabla
7 0 la lista de abreviaturas.

Tabla 17. Medias de las diferencias en la densidad de axones DAT+ entre los

nucleos del CA

Nucleos

L B AB Co Me Ce PA CTA
del CA
L -161,26 11,40 261,46 187,40 -927,60** 437,37  -118,92
B 161,26 172,66 422,73 348,66 -766,34** 276,11 42,34
AB -11,40 -172,66 250,06 176,00 -939,00**  -448,77  -130,32
Co -261,46 -422,73 -250,06 -74,06  -1189,07**  -698,84  -380,39
Me -187,40 -348,66 -176,00 74,06 -1115,00%*  -624,77** -306,32
Ce 927,60**  766,34** 939,00** 1189,07** 1115,00** 490,23  808,68**
PA 437,37 276,11 448,77 698,84  624,77** -490,23 318,45

CTA 118,92 -42,34 130,32 380,39 306,32 -808,68**  -318,45

Diferencias significativas (*, 0,05>p>0,01) o muy significativas (**, p<0,01). Para las abreviaturas véase la Tabla
7 0 la lista de abreviaturas.
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Tabla 18. Medias de las diferencias en la densidad de axones DAT+ entre las

subdivisiones del nucleo lateral

11\2:21: Lm L1 Lex Ld
Lm 118,30 504,05** 16,24
Ll 118,30 -385,76%* 134,54
Lex  504,05%% 385,75%* 520,30%*
Ld 1624 -13454  -520,30**

Diferencias significativas (*, 0,05>p>0,01) o muy significativas (**, p<0,01). Para las abreviaturas véase la Tabla
7 0 la lista de abreviaturas.

El grupo corticomedial y el area de transicidon cortico-amigdalina fueron las
regiones del CA menos inervadas por fibras DAT+ con un ligero aumento en la
cantidad de fibras en el nucleo medial comparado con el cortical; pero esta diferencia
no alcanzo la significacion estadistica (p = 1,00). El area de transicién cértico-
amigdalina se diferencia de la subdivision medial del nucleo cortical por la presencia

de un contenido mayor, aunque moderado, de inervacion DAT+ (Figs. 21D; 22C, D).

Todos estos resultados en conjunto reflejan que la cantidad de fibras DAT+
aumenta progresivamente desde regiones ventromediales a dorsolaterales del CA
(véase la Fig. 21D), siendo el nucleo central el mas densamente inervado por fibras

DAT+ seguido del area periamigdalina.

El analisis de la densidad de inervacion DAT+ de cada uno de los cinco casos
humanos por separado puso de manifiesto las mismas variaciones en la cantidad de
fibras DAT+ entre los grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares que las
observadas con los valores medios de los cinco casos (Fig. 24B), exceptuando las
diferencias dorsoventrales en el nucleo accesorio basal, que no fueron constantes en
todos los casos (Fig. 24B). El andlisis por casos individuales mostré también una gran
variabilidad interindividual en la densidad de fibras DAT+ en el area periamigdalina,
resultado de las grandes variaciones obtenidas entre los individuos en la longitud

absoluta de fibras DAT+ y en el volumen de esta region.
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Densidad de longitud media de fibras DAT+ (mm/mm?)
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Figura 24. Densidad de fibras DAT+ en cada grupo nuclear, nucleo y subdivision nuclear
del CA humano. A. Densidad media de fibras DAT+ entre los cinco casos incluidos en el
presente estudio. Las barras de error en A representan la desviacion tipica. B. Densidad de

fibras DAT+ por casos. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.
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4.10. Longitud de fibras DAT+ por neurona en el CA

La media y desviacion tipica del ratio entre la longitud absoluta de fibras
DAT+ y el nimero total de neuronas (ratio Lpar+/Nygy) para los grupos nucleares,
nucleos y subdivisiones nucleares del CA se muestran en la Tabla 19 y se representan
graficamente en la Figura 25. Los resultados de los nimeros de neuronas de los cuatro
casos utilizados (casos 3, 4, 6 y 7; Tabla 2) para calcular este ratio se han descrito

previamente en el apartado 4.2. Numero de neuronas, células de glia y endoteliales.

Tabla 19. Ratio entre la longitud absoluta de fibras DAT+ y el numero de
neuronas totales (ratio Lps7+/N,.,) (um/neurona) en los grupos nucleares, nucleos

y subdivisiones nucleares del CA

Estructura neural Ratio Lyxrs/Nyey
Media DT

CA 34,39 7,40
BL 27,12 7,52
L 32,34 4,88

Lex 60,96 6,92

L1 33,10 3,03
Lm 18,88 20,64

Ld 17,10 8,22
B 30,61 10,43

Bpc 17,71 7,08
Bint 38,30 14,23
Bmc 85,70 23,50
AB 36,18 11,45
ABd 44,05 13,71
ABv 28,35 11,24
CM 14,49 11,12
Co 13,61 12,76
Col 13,45 11,38
Com 14,07 16,33

Me 16,24 8,79
Ce 111,85 26,85
Cem 144,10 40,73
Cel 83,71 21,70
PA 82,90 46,15
CTA 27,16 8,82

DT: desviacién tipica. Para otras abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.

Como puede observarse en la Tabla 19, el ratio Lpar+/Nygu fue cuatro veces

mayor en el grupo central que en el grupo basolateral, y ocho veces mayor que el
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grupo corticomedial (Tabla 19), pero solamente 1,3 veces el del drea periamigdalina.
Al igual que ocurre con la densidad de longitud de fibras DAT+, el nucleo central y el
area periamigdalina mostraron diferencias significativas con el resto de regiones del
CA cuando se comparaban los grupos nucleares entre si, no existiendo diferencias
entre ellos mismos (Tablas 20 y 21); sin embargo, al comparar los nucleos del CA
entre si, solamente se vieron diferencias entre el central y los ntcleos cortical y medial,
y no entre el central y los nucleos del complejo basolateral, a pesar de las grandes
diferencias vistas entre estas regiones para la densidad de fibras DAT+ (véase la Tabla

17).

Al analizar este ratio (Lpar+/Nygy) dentro de cada nucleo del CA se vio que la
longitud de fibras DAT+ por neurona dentro del nucleo central es mucho mayor en la
subdivisién medial que en la lateral (144 frente a 83 um/neurona) (p = 0,040). Dentro
del nucleo basal, la cantidad de fibras DAT+ por neurona fue mucho mayor en la
subdivisiéon magnocelular que en la parvocelular (Fig. 25A; Tablas 19y 22; p = 0,001),
debido probablemente a que el tamafo neuronal es mucho mayor en la subdivisién
magnocelular que en la parvocelular. El ratio Lpar:/Nney (Fig. 25A, B) revelo la
misma distribucion intranuclear y variaciones y gradientes similares entre los nucleos

del CA que la densidad de fibras DAT+ (Fig. 24).

Tabla 20. Media de las diferencias en el ratio de longitud de ax6n DAT+ frente al

numero total de neuronas entre los grupos nucleares del CA

Grupos
nucleares BL Ce CM PA CTA
del CA
BL -84,73%* 12,62 -55,78* -0,037
Ce 84,73** 97,35** 28,94 84,69**
CM -12,62 -97,35%* -68,41* -12,66
PA 55,78*  -2894 68,41* 55,75*
CTA 0,037 -84,69** 12,66 -55,75%

Diferencias significativas (*, 0.05>p>0,01) o muy significativas (**, p<0,01). Para las abreviaturas véase la Tabla
7 0 la lista de abreviaturas.
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Tabla 21. Media de las diferencias en el ratio de longitud de axon DAT+ frente al

numero total de neuronas entre los nucleos del CA

lj;d(‘;gs L B AB Co Me Ce PA CTA
L 1,73 3,84 18,73 16,10 -7951 -50,56 5,18
B 1,73 5,57 16,99 14,37 -8123 -5229 345
AB 3,84 557 22,57 19,94 75,67 46,72 9,02
Co 18,73 -16,99 22,57 2,62 -9824* 6929 -13,54
Me 16,10  -14,37 -1994 2,62 9560* -66,66 -10,91
Ce 7951 81,23 75,67 98,24* 95,60* 2894 84,69
PA 50,56 52,29 46,72 6929 66,66  -28,94 55,74

CTA -5,18 -3,45 -9,02 13,54 10,91  -84,69 -55/74
Diferencias significativas (*, 0.05>p>0,01) o muy significativas (**, p<0,01). Para las abreviaturas véase la Tabla
7 0 la lista de abreviaturas.

Tabla 22. Media de las diferencias en el ratio de longitud de axon DAT+ frente al

numero total de neuronas entre las subdivisiones del nucleo lateral del CA

Nucleo basal Bpc Bint Bmc
Bpc -20,59 -67,99*
Bint 20,59 -47,39
Bmc 67,99* 47,39

Diferencias significativas (*, 0.05>p>0,01) o muy significativas (**, p<0,01). Para las abreviaturas véase la Tabla
7 0 la lista de abreviaturas.
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Ratio entre la longitud de fibras DAT+ y el niimero total de neuronas
(um/neurona)
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Figura 25. Ratio entre la longitud absoluta de fibras DAT+ y el niimero de neuronas (ratio
Lpar+/Npew; pm/neurona) en los grupos nucleares, nicleos y subdivisiones nucleares del
CA. A. Media del ratio Lpar:/ Ny, de los cuatro casos incluidos en este estudio; las barras de
error representan la desviacion tipica. B. Ratio Lpar+/ Ny, de los cuatro casos incluidos en este

estudio. Para las abreviaturas véase la Tabla 7 o la lista de abreviaturas.
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4.11. Relacion topografica entre las fibras DAT+ y las IN PV+ y las IN
CR+

El andlisis con microscopia confocal de las secciones doblemente tefiidas con
DAT /PV y DAT /CR demostr6 que la presencia de fibras DAT+ en las
proximidades del dominio somatodendritico de cualquiera de los dos tipos de IN era
poco frecuente en el CA. Ademas, en las regiones amigdalinas en las que habia fibras
DAT+ cerca de somas de IN PV+ o CR+ se observd que ambas estructuras no se
localizaban en los mismos planos del eje z. Comparando ambas poblaciones de IN, los
resultados mostraron que era mucho mas frecuente encontrar alguna fibra DAT+
localizada en la proximidad del dominio somatodendritico de las IN CR+ que en el de

las IN PV+.

Con el fin de determinar si las fibras DAT+ contactaban fisicamente con las IN
PV+, en este estudio se han analizado con microscopia confocal un total de 48 IN
PV+, ubicadas en los nucleos basal y lateral del CA, cuyo soma y/o dendritas
primarias o secundarias se encontraban proximos a fibras DAT+. Para contabilizar un
contacto, ambas estructuras debian aparecer juntas en el mismo plano focal (de 1 um
de grosor). Este estudio reveld 28 posibles contactos entre fibras DAT+ y el soma o las
dendritas de IN PV+ (ratio contactos/neurona = 0,58) (véase la Figura 26), y de estos
contactos alrededor de un 80 % fueron con dendritas y el 20 % restante con el soma de
la IN.

En el caso de las IN CR+, se han analizado 71 neuronas cuyo soma y /o0
dendritas primarias o secundarias estaban proximos a fibras DAT+, ubicadas en los
nucleos lateral, basal y accesorio basal del CA. En estos cortes tefiidos con DAT y CR
observamos muchos contactos entre el neuropilo CR+ y las fibras DAT+, pero al igual
que en el caso de las IN PV+, solamente se consideraron aquellos que se producian
entre fibras DAT+ y el soma o las dendritas que claramente procedian de una IN
CR+, ya que no puede descartarse la posibilidad de que mucho neuropilo CR+ tuviera
un origen extrinseco, tal y como se ha demostrado previamente (Sorvari y cols., 1996).
Los resultados obtenidos han sido un total de 58 contactos (ratio contactos/neurona =
0,81) (véase la Figura 27) de los cuales alrededor de un 80 % fueron con dendritas y el

otro 20 % con el soma.
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25 ym

Figura 26. Fotografias de microscopia confocal de IN PV+ (rojo) y fibras DAT+ (verde). A:
seccion optica de 1 um de grosor de un corte doblemente tefiido para PV y DAT mostrando
un contacto entre el soma de una IN PV+ y una fibra DAT+. B: tincién de DAT del mismo
campo mostrado en A donde se observa la fibra. C: tincion de PV del mismo campo mostrado
en A donde se observa el soma de la IN. D: proyecciéon maxima de secciones Opticas de 1 um
de un corte doblemente tefiido para DAT y PV mostrando el dominio somatodendritico de
una IN PV+ sin apenas fibras DAT+ a su alrededor. E: proyeccién maxima de un corte
doblemente tefiido para DAT y PV mostrando una IN PV+ circundada por dos fibras DAT+.
F: seccion oOptica de 1 pum de grosor del campo mostrado en E mostrando contactos entre las

fibras DAT+ y las dendritas primarias de una IN PV+.
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Figura 27. Fotografias de microscopia confocal de IN CR+ (rojo) y fibras DAT+ (verde). A:
proyeccion maxima de secciones opticas de 1 um mostrando contactos entre las dendritas
primarias de una IN CR+ y varias fibras DAT+; en A;, A,, A;y A, se muestran las secciones
opticas individuales de 1 pym de grosor ampliadas en las cuales se observan contactos
axodendriticos. B: proyeccion maxima de un contacto axosomatico entre una fibra DAT+ y
una IN CR+; en B, se muestra este contacto en una seccién Optica de 1 uym de grosor. C:
proyeccion maxima de varias IN CR+ con fibras DAT+ alrededor de su dominio
somatodendritico; en C; se muestran en una seccion optica de 1 um dos contactos entre fibras

DAT+ y dendritas primarias de la IN CR+.
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4.12. Relacion topografica entre fibras TH+ e IN PV+

En las secciones tefiidas doblemente para TH y PV se encontré una mayor
cantidad de contactos entre las fibras y el dominio somatodendritico de la IN que en
las tefiidas con DAT y PV. Asi, de 11 neuronas analizadas, se encontraron 11
contactos entre una fibra TH+ y el cuerpo celular o las dendritas primarias de las IN
PV+ (ratio contactos /neurona = 1, frente a 0,58 en DAT-PV) (véase la Figura 28).
Sin embargo, como ya se ha explicado en el apartado de Material y Métodos, no fue
posible determinar en base a la morfologia de las fibras si éstas eran dopaminérgicas,

noradrenérgicas o adrenérgicas.

7,5 um

Figura 28. Fotografias de microscopia confocal de IN PV+ (rojo) y fibras TH+ (verde). A:
proyeccion maxima de las secciones opticas de 1 um de un corte tefido para TH y PV
mostrando contactos entre el soma de una IN PV+ y una fibra TH+. B, C: secciones Opticas

consecutivas de 1 um de grosor mostrando el solapamiento entre ambas estructuras.
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El presente trabajo se ha centrado en el estudio cualitativo y cuantitativo de la
composicion celular del CA humano procedente de cerebros controles, de la
inervacioén dopaminérgica que contiene el DAT existente en este complejo nuclear y
de la relacion entre dicha inervacion y los tipos celulares del CA. Estos objetivos se
han llevado a cabo teniendo presente todas las subdivisiones regionales de este
heterogéneo complejo nuclear (cinco grupos nucleares, cinco nucleos y trece
subdivisiones nucleares), los cuales han sido cuidadosamente delimitados siguiendo

las directrices propuestas por estudios anatdmicos previos.

La primera parte del trabajo consisti6 en cuantificar estereoldogicamente el
numero y la densidad de neuronas, células de glia y células endoteliales en cada uno
de los grupos nucleares, nucleos y subdivisiones nucleares del CA en el cerebro
humano control. Ademas, para determinar la densidad de células se estimo el
volumen de cada una de estas divisiones territoriales amigdalinas. De esta manera,
este estudio es el primero que aporta datos del volumen regional, y del nimero total y
densidad de células de todas las subdivisiones territoriales del CA y, ademas, en las
mismas muestras de tejido humano. Dentro de este objetivo del trabajo estudiamos
también el efecto que la edad de fallecimiento de los donantes tenia en el volumen

regional y en la cantidad de células del CA.

En el segundo objetivo del trabajo se realizd un estudio cuantitativo de dos
poblaciones de neuronas locales del CA, las que contienen PV y las que contienen CR,
y se estimo su numero absoluto, su densidad y el porcentaje que suponen con respecto

al total de neuronas en las 24 subregiones de la CA.

El tercer objetivo consisti6 en cuantificar en cada subdivision del CA la
longitud absoluta y la densidad de longitud de fibras inmunorreactivas para el DAT,
como un indicador de la intensidad de inervaciéon dopaminérgica, y en estimar el ratio
entre la longitud absoluta de fibras DAT+ y el numero total de neuronas con el fin de
dar una aproximacion de la cantidad de fibra DAT+ por neurona, contenida en cada

territorio amigdalino.

Por ultimo, en este trabajo se ha analizado mediante microscopia confocal la
relacion topografica entre las fibras DAT+ y el dominio somatodendritico de las IN

PV+ ylas CR+.
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5.1. Consideraciones metodologicas

Los estudios cuantitativos orientados a determinar el volumen regional y la
densidad celular o de fibras, como los que se han realizado en este trabajo, deben tener
en cuenta las posibles modificaciones del tamafio de las muestras de cerebros que
pueden ocurrir entre el fallecimiento del donante y el momento en el que se hacen las
estimaciones estereologicas, y corregir esas deformaciones para aportar datos fiables,
que puedan ser comparados con otros trabajos. Como primera medida para garantizar
la mejor calidad de las muestras de tejido con las que ibamos a realizar este estudio
establecimos solicitar a las instituciones donantes de cerebros muestras con un tiempo
postmortem 1o mas corto posible, lo cual estd relacionado con una mejor calidad del
tejido (Stan, 2006; Waldvogel y cols., 2006). De esta manera, de los 8 cerebros
incluidos en este estudio, 6 tienen s6lo 5 horas de tiempo postmortem, otro 7 horas y
el ultimo 16 horas. Este ultimo caso, a pesar de la diferencia tan notable en el tiempo
postmortem con el resto de las muestras, no presentd grandes variaciones ni en el
numero de células, ni en el volumen regional de los nuicleos amigdalinos, por lo que se

mantuvo como caso experimental.

En este trabajo se ha desmostrado que la congelacion del tejido y su posterior
corte en el microtomo no producen ningun encogimiento del area (ejes x e y) y que el
encogimiento en el eje z ocurre principalmente en los pasos finales de deshidratacion
de las secciones. Asi, las estimaciones del volumen regional que se han llevado a cabo
podrian haberse visto afectadas solamente por el encogimiento que el tejido hubiera
podido sufrir durante su fijaciébn por inmersidon en paraformaldehido (véase el
apartado 3.3.2.1. de Encogimiento del tejido en Material y Meétodos) y durante su
inmersion en sacarosa al 15 %, que fueron las soluciones usadas por las instituciones
donantes de las muestras. Existen estudios que han demostrado que la fijacién con
paraformaldehido no produce un encogimiento grande del tejido (Haug y cols., 1984)
y se ha estimado en un 2,7 % el encogimiento maximo que este fijador puede producir
en el volumen del tejido (Boonstra y cols., 1983). Las estimaciones del niumero de
células con el fraccionador Optico no se ven afectadas por el encogimiento del tejido,
por lo que las estimaciones de densidad, llevadas a cabo dividiendo el numero por el
volumen, estaran afectadas por el mismo encogimiento del tejido que las estimaciones

de volumen.
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En las estimaciones del numero de células con el fraccionador Optico se ha
respetado siempre una zona de guarda, que trata de evitar los sesgos en la cantidad de
células debidos a la pérdida de particulas en las superficies de las secciones que pueden
ocurrir durante su procesamiento histoquimico y, especialmente, al ser cortado en el
microtomo de congelacion. A este respecto, el estudio de Gardella y cols. (2003)
demostré que la densidad de particulas en todo el espesor de las secciones que han
sido cortadas en el microtomo de congelacion era bastante uniforme, indicando que
no existia una distorsion diferencial a lo largo del eje z. Sin embargo, estos autores si
observaron una tendencia a que la densidad de particulas aumentara en porciones
medias del grosor del corte, hecho que asociaron, o bien a una ligera compresioén de
las superficies superior e inferior del corte, que no se produce en el centro, o bien a la
pérdida de particulas en esas superficies externas, que seria uno de los fendmenos
englobados en lo que se conoce como el efecto “lost caps” (Andersen y Gundersen,
1999). El trabajo de Berreta y cols. (2007) demostré que el nimero total de células
estimadas en varios nucleos de CA sin mantener zonas de guarda fue de media un 25-
27 % menor que el obtenido con un diseno de disector dptico que evitaba el contaje en
esas zonas de guarda. El estudio de calibracion que realizamos en este trabajo antes de
comenzar la estimacion del nimero de neuronas puso de manifiesto que la altura del
disector y las zonas de guarda elegidas para este estudio eran apropiadas (véase la
Figura 4). En la Figura 4 puede observarse que existe una cantidad de neuronas menor
en las superficies superior e inferior del corte, hecho que concuerda con el estudio de
calibracion descrito en el trabajo de Dorph-Petersen y cols. (2008) e indica que la
distribucion de células en el eje z muestra un mayor grado de variabilidad que el

descrito por Gardella y cols. (2003).

En los contajes de células usando el disector 6ptico se ha considerado como
unidad de contaje el nucleolo siempre que éste fuera visible en la tincién, como en el
caso del contaje del nimero total de neuronas visualizadas con Nissl, ya que el menor
tamano del nucleolo cumple los dos requisitos de la sonda del disector Optico: que
cada célula pueda ser contada solamente una vez y que todas las células tengan la
misma probabilidad de ser contadas (Boyce y cols., 2010). Cuando el nucleolo no era
visible se ha usado el ntucleo como unidad de contaje, como en el caso de las IN PV+
y CR+. Ademas, en lugar de utilizar la media comun del grosor del corte, calculamos

la media de las medidas de grosor de numerosos disectores ponderada por el nimero
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de células contadas en dichos disectores; esta medida del grosor proporciona una
estimacion mas fiable del numero de células en los casos en los que el corte se
comprime siguiendo un patréon no uniforme, lo que ocurre en los ultimos pasos del

procesamiento en congelacion (Dorph-Petersen y cols., 2001; Bermejo y cols., 2003).

Aunque las muestras de tejido humano utilizadas en este estudio estaban
catalogadas como muestras controles por las instituciones donantes, las causas de
fallecimiento son muy diversas (véase la Tabla 2) y algunas de ellas, especialmente los
problemas cardiacos o de carcinoma, podrian haber influido en la cantidad de células
del CA, y especialmente en las endoteliales. Otro punto critico al estimar el nimero
total de células en las subdivisiones del CA con el fraccionador Optico es la
delimitacién clara de dichas subdivisiones. En este aspecto hemos seguido con
bastante aproximacion los limites propuestos por Sims y Williams (1990) y Schumann
y Amaral (2005), incorporando algunas variaciones que consideramos necesarias para

evitar en lo posible ambigiiedades o posibles confusiones en la delimitacién nuclear.

Para estudiar la intensidad y la distribucion de la inervaciéon dopaminérgica del
CA humano hemos utilizado la tincion inmunohistoquimica frente al DAT por dos
motivos: 1. porque debido a la inestabilidad de la dopamina, su inmunodeteccion en
tejido cerebral que no se ha fijado por perfusion inmediatamente después del
fallecimiento del donante no es posible; 2. porque la enzima TH, muy habitualmente
utilizada como marcador fenotipico de dopamina, es comun para la sintesis de todas
las catecolaminas y esta presente también en fibras noradrenérgicas y adrenérgicas del
CA (Goldstein y cols., 1974; Farley y Hornykiewicz, 1977; Sadikot y Parent, 1990;
Freedman y Shi, 2001), y se sabe que los grupos noradrenérgicos A5 y A7 (Kemper y
cols., 1987) proyectan a la mayoria de los nucleos amigdalinos de primates (Cho y
Fudge, 2010).

5.2. Volumenes regionales y nimero y densidad de células en el CA

5.2.1. Volumen regional del CA y sus subdivisiones territoriales

El volumen del CA humano es de aproximadamente 950 mm’, estando mas del
80 % de ese volumen ocupado por el grupo basolateral, el 10 % por el grupo
corticomedial y el 6 % por el central. Estas estimaciones de volumen obtenidas en el

presente trabajo estan dentro del rango de las descritas previamente por otros autores
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(Heckers y cols., 1990; Pakkenberg, 1990; Chance y cols., 2002; Schumann y Amaral,
2006; Berretta y cols., 2007; Kreczmanski y cols., 2007), aunque en el caso del
volumen total del CA, el valor estimado en nuestro estudio es menor que el que
proporciona el trabajo de Schumann y Amaral (2006) (véase la Tabla 23). Esta
diferencia muy probablemente es debida a que estos autores incluyen dentro del CA
estructuras como el nucleo del tracto olfatorio lateral, el drea amigdalina anterior, la
corteza periamigdalina y el area amigdalohipocampal, las cuales no han sido incluidas
en este estudio debido a la dificultad de delinear sus contornos de forma precisa y
objetiva. En el caso de los volumenes de los nucleos individuales del CA estimados
por estos mismos autores los valores se acercaban mas a los obtenidos en este trabajo,
aunque seguian siendo aun algo mayores sobre todo en los nucleos basal y lateral.
Existen en la literatura otros estudios (Chance y cols., 2002; Berretta y cols., 2007) que
refieren estimaciones menores de volumen que las descritas en este trabajo, llegando a
una diferencia de hasta un 35 %, y estas diferencias pueden ser debidas o bien a que el
encogimiento del tejido durante su procesamiento fuera mayor que el nuestro o a una
falta de equivalencia en la delimitaciéon de los nucleos. En el caso de Chance y cols.
(2002) las diferencias en volumen son aproximadamente de un 33 %, y podrian
proceder del uso de parafina como medio de inclusion, ya que se sabe que este
procedimiento produce un encogimiento en volumen de aproximadamente el 50 %
(Dorph-Petersen y cols., 2001); la escasez de informacién que proporcionan estos
autores en cuanto a su delimitacidon nuclear impide compararla con de nuestro
estudio. En el trabajo de Berreta y cols. (2007), las diferencias de volumen con
respecto a las descritas en este estudio son de un 38 % menores y podrian estar
relacionadas con el hecho de que el tejido humano que utilizan fue sumergido en
paraformaldehido durante tres semanas lo que pudo haber provocado un mayor grado
de encogimiento que con nuestro protocolo de fijacion, en el que solamente se
sumergia el tejido en este fijador durante 4-5 dias; ademds, aunque segun los datos
proporcionados por los autores la delimitaciéon de los nucleos lateral y basal parece
similar a la del presente estudio, los limites de los nucleos accesorio basal y cortical

difieren bastante, sobre todo a niveles anteriores.

Los estudios anteriores al presente trabajo que han analizado el volumen del
CA se han centrado en calcular el volumen del CA en su conjunto y en algunos de sus

grupos nucleares, pero ninguna investigacion hasta ahora habia analizado el volumen
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en todas las subdivisiones nucleares del CA humano. Estos datos pueden ser de gran
utilidad para futuros estudios encaminados a detectar variaciones en el tamafio de
territorios amigdalinos concretos que podrian ocurrir en patologias neuroldgicas o
psiquiatricas, tales como el trastorno bipolar o la esquizofrenia. De hecho, existen
numerosos estudios que han determinado el volumen del CA en trastornos
psiquiatricos como la esquizofrenia, el trastorno bipolar o la depresion mayor
(Heckers y cols., 1990; Pakkenberg, 1990; Chance y cols., 2002; Kreczmanski y cols.,
2007; Hajek y cols., 2008) y se ha visto que el tamafio de esta estructura en los
pacientes esquizofrénicos sufre variaciones a la baja estimadas en un 11 % en su
nucleo basal y entre un 12 y un 17 % en su nucleo lateral (Kreczmanski y cols., 2007),

y en pacientes con trastorno bipolar una reduccion del nucleo lateral de hasta un 29 %.

Tabla 23. Estimaciones de volumen regional, y del nimero y densidad neuronal en

estudios previos y en este trabajo

Schumann y Amaral, 2006 Berreta y cols., 2007 Presente estudio
Estructura
N A\ Nv N A\ Nv N A\ Nv
neural
Lateral 4 452 8.980 2,07 243 8.598 5,48 376 14.608
Basal 3,24 343 9.380 1,23 151 8.173 5,02 259 19.510
Accesorio 50 5 8.600 059 69 8519 1,73 123 14178
basal
Cortical - - - 0,41 44 9.118 1,14 69 15.918
Central 0,36 34 10.610 - - - 0,82 60 13.713
CA total 12,21 1380 8.870 - - - 15,39 956 16.088

N: niimero de neuronas; V: volumen regional (mm’); Nv: densidad neuronal (neuronas/mm’); -: estimaciones no
realizadas en estos trabajos.

5.2.2. Numero y densidad de neuronas, glia y células endoteliales

El CA humano contiene aproximadamente 15 millones de neuronas con casi el
80 % dentro del grupo basolateral, el 10 % en el grupo corticomedial y el 5 % en el
grupo central. EI numero de células endoteliales es bastante similar al de neuronas
mientras que el numero de células de glia es aproximadamente cuatro veces superior
al de neuronas, y esta proporcidon se mantiene en la mayoria de las subdivisiones
nucleares del CA. La proporcioén glia-neurona del CA difiere de la observada en la
corteza cerebral humana, donde se ha estimado que oscila entre el 1,55 al 2,19

dependiendo del area cortical examinada (Sherwood y cols., 2006). En otras
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estructuras subcorticales, se ha visto que este valor es de 3 en el ntucleo accumbens y
puede subir hasta 14 en el nucleo dorsomedial del tdlamo y el palido ventral
(Pakkenberg, 1990). El trabajo de Dall’Oglio y cols. (2012) describe una proporcién
glia-neurona en el nucleo medial del CA humano bastante similar a la encontrada en

el presente trabajo (2,65 frente a 3,13, respectivamente).

Varios estudios previos han proporcionado datos cuantitativos de neuronas o
de células de glia en el CA pero casi ninguno analiza en el mismo trabajo ambos tipos
celulares y solamente el trabajo descrito en este volumen estima datos de los tres tipos
celulares: neuronas, glia y células endoteliales. En términos de numero de neuronas,
nuestras estimaciones son comparables, aunque ligeramente mas elevadas, a las de
Schuman y Amaral (2006) y Kreczmanski y cols. (2007) en los nucleos lateral, basal y
accesorio basal, que son los nucleos analizados por estos autores (véase la Tabla 23).
Sin embargo, Berreta y cols. (2007) en estos mismos nucleos encontraron numeros de
neuronas considerablemente menores (véase la Tabla 23). Estas variaciones en el
numero de neuronas son probablemente debidas a las diferencias en la delimitacion de
los nucleos del CA, lo cual podria explicar también los menores volumenes de los
nucleos del CA estimados por estos autores en comparacion con los nuestros. Un
aspecto metodoldgico importante que afecta a los contajes de las células y puede ser el
responsable de las variaciones en la cantidad de neuronas descritas en el presente
trabajo y en los estudios previos es el hecho de que nosotros, a diferencia del resto,
hemos calculado el grosor medio para cada corte teniendo en cuenta el nimero de
neuronas en cada posicion en la que se media el grosor del corte (o que se denomina
grosor medio de la secciéon ponderado por numero) (Dorph-Petersen y cols., 2001;
Bermejo y cols., 2003), lo cual proporciona estimaciones de numero mas fiables en los
casos en los que el grosor de los cortes se comprime siguiendo un patréon no uniforme,
lo cual es bastante probable en tejido cortado en congelacion y deshidratado. El resto
de los estudios usaron para sus contajes el grosor medio sin ponderarlo por el numero
de células, introduciendo asi un sesgo en la estimacion del namero total de células

cuando el encogimiento en el eje z es muy heterogéneo.

En términos de densidad neuronal, nuestras estimaciones son bastante
similares a las descritas por Bowley y cols. (2002) para el CA total (14.158 frente a
16.090 neuronas/mm? estimadas en este trabajo) o a las de Kreczmanski y cols. (2007)

para el ntcleo lateral (11.000 frente a 14.610 neuronas/mm’ de este estudio). Sin
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embargo, las densidades neuronales referidas por Schuman y Amaral (2006) o Berreta
y cols. (2007) para el CA completo y para algunos de sus nucleos fueron menores que
las obtenidas en nuestro estudio (véase la Tabla 23). En el caso del trabajo de
Schuman y Amaral (2006) esas diferencias eran previsibles ya que, como se ha
mencionado previamente, estos autores estimaron menores numeros de neuronas y
mayores volimenes regionales, comparados con los nuestros. Sin embargo, en el caso
de la cuantificacién realizada por Berreta y cols. (2007), sus valores comparados con
los nuestros fueron menores tanto en el numero de neuronas como en los volumenes
regionales, pero la diferencia en el nimero de neuronas es de aproximadamente el
doble de la diferencia en los volumenes regionales (véase la Tabla 23). Al comparar la
densidad de neuronas entre los distintos nucleos del CA, las variaciones fueron
consistentes con las referidas en los estudios previos excepto en que nuestros
resultados indican que la mayor densidad neuronal se da en el nucleo basal y en los
otros trabajos es mayor en el nucleo cortical o en el central. La mayor densidad
neuronal del nucleo basal se explica por la altisima densidad que tiene su subdivision
parvocelular, la cual contiene el doble de densidad del resto de los nucleos del CA, y
porque dentro de esta region incluimos el area paralaminar, que alberga una
agrupaciéon numerosa de neuronas inmaduras en el cerebro adulto (Yachnis y cols.,
2000; Zhang y cols., 2009; Decampo y Fudge, 2012). El trabajo de Dall’Oglio y cols.
(2012) proporciona una densidad de neuronas y de células de glia en el nucleo medial
mucho mayor que la estimada en este estudio (153.000 frente a 16.800 neuronas/mm?’
y 406.000 frente a 52.670 células de glia/ mm?®). Esta gran diferencia se debe muy
probablemente a que en sus estimaciones de densidad no tienen en cuenta las
variaciones del volumen del tejido durante su procesamiento histoldgico, ya que
utilizan el grosor del corte sin corregir su posible encogimiento y por ello consideran
un volumen de tejido mucho menor que el original. En este estudio en particular el
encogimiento puede ser especialmente grande debido a la larga fijacion que realizan
en paraformaldehido al 10 % (de 1 a 42 meses) y, sobre todo, al corte en el vibratomo,
que se sabe que produce un encogimiento anisotropico tanto en los ejes X-y como en el
z de las secciones, y a los pasos finales de deshidratacion del tejido previos a su

observacion (Dorph-Petersen y cols., 2001).

Recientemente, el estudio de Carlo y cols. (2010) ha analizado el numero de

neuronas y el volumen de distintos nucleos y subdivisiones nucleares del CA de varias
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especies de primates no humanos: Macaca mulatta (mono rhesus), Macaca nemestrina
(macaco cola de cerdo), Macaca fascicularis (macaco cangrejero), Callithrix jacchus (titi
comun), y Cebus apella (capuchino de cabeza dura). Aunque sus nimeros y volimenes
son menores que los obtenidos en este estudio en el cerebro humano, las proporciones
que describen entre nucleos y entre sus subdivisiones son muy similares a las nuestras.
Ademas, estos autores encontraron que el volumen del ntcleo central y su numero de
neuronas se incrementan a lo largo de la escala evolutiva de los primates de manera
mucho menos acentuada que los del resto de nucleos del CA, especialmente los del

grupo basolateral, que son los que experimentan la mayor tasa de crecimiento.

Los numeros y densidades de células de glia obtenidos en este estudio son
consistentes con lo descrito en trabajos previos (Bowley y cols., 2002; Hamidi y cols.,
2004). La alta densidad de glia encontrada en el nucleo lateral puede estar relacionada
con las numerosos axones mielinicos que atraviesan este nucleo, probablemente
debido a que esta region del CA es la entrada principal de fibras procedentes de
cortezas asociativas sensoriales (Price, 2003; Freese y Amaral, 2009). Segun esto, y ya
que los oligodendrocitos son el tipo de célula glial cuyo nimero disminuye en algunas
enfermedades psiquiatricas (Hamidi y cols., 2004), el nucleo lateral podria estar
especialmente afectado en este sentido, al igual que lo estd su densidad neuronal,
volumen nuclear y el tamafio de las neuronas en la esquizofrenia, trastorno bipolar o
autismo (Schumann y Amaral, 2006; Berretta y cols., 2007; Kreczmanski y cols.,
2007).

En cuanto a las células endoteliales, en este estudio hemos visto que su nimero
es similar al de las neuronas tanto en el CA completo como en sus nucleos y
subdivisiones nucleares. Ademas, tal y como se discute mas adelante, hemos
observado que con la edad se produce un aumento en la densidad endotelial en
algunos nucleos del CA. Hasta la fecha ningin otro estudio se ha centrado en
determinar el nimero y la densidad de células endoteliales en el CA ni en situacidén
control ni en condiciones patologicas. En la corteza parietal del mono, Konopaske y
cols. (2008) estimaron 25.000 células endoteliales/mm?y esta densidad aumentaba en

monos que habian sido tratados con antipsicéticos.
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5.2.3. Efecto de la edad en el volumen regional y el numero de neuronas, glia

y células endoteliales

La comprension de los cambios celulares que puedan ocurrir en el CA durante
el envejecimiento de un individuo sano es importante para poder diferenciar estas
alteraciones de las ocasionadas por procesos patologicos de tipo neuroldgico o
psiquiatrico. En el presente trabajo hemos aprovechado el amplio rango de edades de
los casos experimentales para analizar como varian las cantidades de células del CA
durante el envejecimiento, y nuestros resultados muestran que en edades avanzadas el
numero y la densidad de neuronas tiende a disminuir y el numero y densidad de
células endoteliales a aumentar. Este efecto se observo en la mayoria de regiones del
CA, tal y como se ve en los elevados coeficientes de correlaciéon del namero o la
densidad de estas células; sin embargo, solamente se alcanzd la significacion
estadistica en regiones de gran tamafno como es el CA en su conjunto o el complejo
nuclear basolateral. El hecho de no alcanzar la significacion estadistica puede deberse
a un bajo poder del andlisis estadistico por el reducido tamafio muestral utilizado y al
hecho de que no se hayan incluido casos experimentales con una distribuciéon de
edades mas equilibrada. Ademas, el hecho de que el efecto de la edad sobre el numero
absoluto de neuronas no sea significativo, y si lo sea sobre la densidad neuronal,
resulta paradodjico debido a que la densidad se calcula a partir del numero y el
volumen y éste present6 coeficientes de correlacidon cercanos a cero en el CA y en el
grupo basolateral. Aunque este trabajo demuestra una tendencia clara en las
variaciones de la cantidad de neuronas y células endoteliales con la edad, se hace
necesario abordar este estudio contando con una muestra de casos mas amplia y
cuidando que haya una distribucién de edades mas homogénea. En el caso de las
células de glia, se observo un moderado aumento en la mayoria de regiones del CA

que en ningun caso fue estadisticamente significativo.

Pakkenberg y Gundersen (1997) encontraron un 10 % de reduccion en el
namero de neuronas en la neocorteza de individuos ancianos. Estos autores
encontraron en los mismos individuos una reduccion del volumen de sustancia blanca
que pensaron que estaria relacionada con una degeneracion de las fibras mielinicas y
que podria ser responsable de la pérdida de funcidén cerebral segun avanza la edad.
Como se ha mencionado anteriormente, nuestros resultados indican que el numero y

densidad de células gliales en la sustancia gris de los nucleos del CA tienden a
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aumentar moderadamente con la edad, lo cual podria ser un mecanismo
compensatorio o una respuesta de la poblacion glial a la pérdida neuronal. Tanto la
gliosis como la pérdida de fibras mielinicas han sido descritas como procesos de
distintas etapas de la degeneracidén que ocurre con la edad (Beach y cols., 1989); en las
enfermedades neurodegenerativas ocurren mecanismos similares en los cuales los
astrocitos aumentan tanto en tamafio como en numero en la corteza cerebral (Kushner
y cols., 1991; Muramori y cols., 1998; Burzynska y cols., 2010; Middeldorp y Hol,
2011).

Es interesante destacar que la subdivision parvocelular del nucleo basal es la
unica region del CA que no mostré un coeficiente de correlaciéon negativo entre el
numero de neuronas y la edad. Este resultado puede explicarse por el hecho de que
esta subdivisién del nucleo basal incluye la region paralaminar, la cual contiene una
poblacion de neuronas inmaduras en el cerebro adulto que podria contrarrestar la

disminucién del nimero de neuronas (Yachnis y cols., 2000; Zhang y cols., 2009).

En términos de densidad endotelial, las mayores correlaciones se encontraron
en el CA y en los grupos basolateral y corticomedial. Por otro lado, se ha visto que el
flujo sanguineo en el CA disminuye en edades avanzadas (Asllani y cols., 2009) y que
la exposiciobn crénica a ambientes hipdxicos puede conllevar adaptaciones
estructurales y funcionales de la microvasculatura cerebral, incluyendo un aumento en
la densidad de capilares (LaManna y cols., 2004). Estos estudios defienden la hipotesis
de que el aumento del numero y densidad de células endoteliales en el CA y en la
mayoria de sus nucleos durante el envejecimiento seria una adaptacién para
contrarrestar la disminucion de flujo sanguineo relacionada con la edad que tendria
como objetivo mantener la oxigenacion suficiente en esas regiones. Sin embargo, se
sabe que esos mecanismos adaptativos también disminuyen con la edad (LaManna y
cols., 2004), y dejarian de ser eficientes para contrarrestar la pérdida neuronal

observada en los individuos de edad avanzada en nuestro estudio.

En cuanto a las variaciones del volumen del CA, varios estudios de
neuroimagen indican que durante el envejecimiento se produce una disminucién en el
volumen de la sustancia gris del CA (Mu y cols., 1999; Grieve y cols., 2011). Sin
embargo, nuestro trabajo no ha demostrado cambios estadisticamente significativos

del volumen del CA en su conjunto ni del de ninguna de sus subdivisiones con la edad
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de fallecimiento de los individuos. El volumen del nucleo accesorio basal, y
especificamente el de su subdivision dorsal, si presenté un alto coeficiente de
correlacién positivo con la edad que probablemente se deba al aumento significativo

de las células de glia que se observa en esta region del CA.

5.3. Distribucion y numero de las interneuronas PV+ y las CR+ del

CA

Las IN del CA desempefian una importante accion inhibitoria sobre las
neuronas de proyeccion y cooperan en la actividad sincronica de la amigdala y el
hipocampo necesaria para la formaciéon de memorias emocionales (Bienvenu y cols.,
2012). De hecho, en algunas enfermedades como el trastorno de ansiedad o la
depresidn se ha visto una alteracion en la expresion de las proteinas ligadoras de calcio
contenidas por algunas IN del CA (Yilmazer-Hanke y cols., 2002) o de la corteza
cerebral (Lewis, 2000; Lewis y cols., 2005; Helmeke y cols., 2008; Maciag y cols.,
2010). Con el fin de conocer la distribucion y la cantidad de IN en el CA humano, en
este estudio nos hemos propuesto estudiar las poblaciones de IN del CA que contienen
PV y CR, estimando su nimero absoluto y su densidad, aportando nuevos datos a la

escasa bibliografia existente en el cerebro humano sobre este tema.

La distribucién de las IN PV+ en el CA humano habia sido analizada en los
trabajos de Sorvari y cols. (1995) y Pantazopoulos y cols. (2006). Los resultados de
estos autores concuerdan exactamente con los nuestros en que las IN PV+ se
restringen practicamente al grupo basolateral, existiendo solo algunas IN aisladas en el
grupo corticomedial. Dentro del grupo basolateral el mayor numero de IN PV+ se
localiza en la porcion mas lateral del nucleo lateral y disminuye en sentido
lateromedial hasta llegar al nucleo accesorio basal donde su numero es mucho menor.
Ademads, en el nucleo basal el nimero de estas neuronas sigue un gradiente
decreciente dorsoventral, con una densidad celular mucho mayor en la subdivision
magnocelular que en la intermedia (54,90 frente a 6,94 IN PV+/mm’). Aunque el
significado funcional de estas diferencias en la densidad de IN PV+ no se sabe, es
posible que tengan que ver con la magnitud de la inhibicién que ejercen sobre las
neuronas de proyeccion. Esta idea esta basada en los resultados del trabajo de Sorvari
y cols. (1996a) que demostraron que estas neuronas establecen sinapsis de tipo

inhibitorio con las neuronas de proyeccion; en el nucleo lateral estas sinapsis se hacen
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sobre el segmento inicial del axén de dichas neuronas y en el nucleo basal formando
cestas perineuronales PV+ sobre el soma y dendritas primarias de las de proyeccién
del CA. Los estudios existentes en roedores sobre las IN PV+ del CA (Kemppainen y
Pitkanen, 2000; McDonald y Betette, 2001; McDonald y Mascagni, 2001) muestran,
en términos generales, una distribucion similar a la observada en el CA humano, lo
que indica que puede tratarse de una poblacién neuronal cuya funcién inhibitoria se

halle muy conservada en todas las especies.

A diferencia de las IN PV+, las CR+ abundan en todos los nftcleos
amigdalinos y son muchisimo mas numerosas. De acuerdo con nuestro estudio, la
mayor densidad de IN CR+ ocurre en el el ntcleo medial (3.430 IN CR+/mm’),
seguido del nucleo cortical (3.090 IN CR+/mm?), y la menor densidad en el ntcleo
central (1.212 IN CR+/mm?). El resultado de la mayor densidad en el nicleo medial
contrasta con el dato aportado por Sorvari y cols. (1996c) que indica que el nucleo
medial tiene menor densidad celular que el nucleo cortical anterior, y esta
discrepancia parece ser debida al hecho de que estos autores incluyen dentro del
nucleo cortical anterior a una parte de lo que en nuestro estudio ha sido incluido
dentro del nucleo medial. De cualquier modo, es evidente que la mayor cantidad de
IN CR+ se encuentra en el grupo corticomedial del CA, donde podrian jugar un papel
importante relacionado con el sistema olfatorio. Las proporciones de IN CR+ entre las
subdivisiones de los nucleos basal y accesorio basal descrita en este estudio
concuerdan con las publicadas por Sorvari y cols. (1996¢), aunque segin nuestras
observaciones, la subdivision parvocelular del ntcleo basal apenas contiene IN CR+ y
estos autores encuentran la misma densidad en las subdivisiones magnocelular y
parvocelular. Esta diferencia puede deberse a que Sorvari y cols. (1996c¢), separan la
regién paralaminar, de baja densidad, de la subdivision parvocelular, mientras que
ambas regiones han sido consideradas como una sola en este trabajo. Por ultimo, al
igual que en nuestro estudio, estos autores encuentran gran cantidad de IN CR+ en el

area amigdalina anterior y muy pocas en el grupo central.

Los estudios existentes en roedores sobre las IN CR+ del CA (Kemppainen y
Pitkanen, 2000; McDonald y Mascagni, 2001) muestran una amplia distribucion de
estas neuronas en todos los nucleos del CA, al igual que ocurre en humanos. Sin
embargo, las diferencias en densidad entre las distintas subdivisiones varian entre

roedores y humanos; asi, dentro del nucleo basal de la rata, la porcion parvocelular es
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la que mas densidad de IN CR+ contiene y la magnocelular la que menos, mientras
que en humanos hemos observado que la densidad es muy baja en esta region, siendo

mayor la densidad en la porcion intermedia y mucho mayor en la magnocelular.

Una peculiaridad encontrada en el CA humano con respecto a los roedores y
primates no humanos se refiere al porcentaje de IN PV+ o CR+ con respecto al resto
de IN, asi como el porcentaje de cada tipo de IN con respecto al total de neuronas. En
el grupo basolateral de roedores se ha descrito que las IN PV+ suponen entre un 19y
un 43 % de las IN totales y las CR+ entre un 17 y un 20 % (Kemppainen y Pitkanen,
2000) y en el de primates no humanos las IN PV+ suponen entre un 28 y un 37 % de
la IN GABAérgicas mientras que las CR+ entre un 23 y un 27 % (Mascagni y cols.,
2009). En rata, ademas, se ha estimado que las IN PV+ suponen un 6 % de las
neuronas totales mientras que las CR+ un 4 % (Pinard y cols., 2008). Los datos del
CA humano obtenidos en este trabajo indican que las IN PV+ fueron unas 40 veces
menos abundantes que las CR en el grupo basolateral, y el porcentaje con respecto a
las neuronas totales vario del 0,32 % para las IN PV+ al 12,5 % para las CR+; estos
datos indican que las cantidades de ambas poblaciones de IN PV+ y CR+ disminuyen
y aumentan, respectivamente, a lo largo de la escala filogenética, ganando
notablemente en abundancia las IN CR+ sobre las PV+ en nuestra especie con
respecto a roedores y primates no humanos. Estos hallazgos concuerdan en parte con
las observaciones hechas en el estriado, donde la densidad de las IN PV+ se ha
reducido mucho en la especie humana en comparaciéon con el mono ardilla (que tiene
mucha mayor densidad que la rata) y la rata (Wu y Parent, 2000); en el caso de las IN
CR+ del estriado, su densidad es menor en humanos que en el mono ardilla y es
similar a la de roedores. Estas diferencias sugieren que la funciéon de cada una de las
poblaciones de IN en el CA humano puede variar con respecto a la de otras especies
animales, y que puede ser necesaria una mayor proporcion de IN CR+ que de PV+

para desarrollar la accidn inhibitoria de las IN sobre las neuronas de proyeccion.

5.4. Longitud y distribucion de fibras DAT+ en el CA

Los resultados de este trabajo demuestran que el CA humano recibe una
extensa, densa y heterogénea inervacion dopaminérgica de fibras DAT+, cuya
cantidad se ha determinado por primera vez en cada subdivision de este complejo

nuclear. Debido a que los grupos nucleares del CA poseen una gran variedad de
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conexiones con la corteza cerebral, la formacidén del hipocampo, los ganglios basales,
el talamo, el hipotdlamo y el tronco del encéfalo (para revisién véase Price y cols.,
1987 y Freese y Amaral, 2009), conocer el contenido en axones DAT+ en cada uno de
estos grupos nucleares se hace necesario para entender mejor la organizacidon
funcional interna de este complejo nuclear. Con este objetivo, en este estudio hemos
estimado la longitud absoluta y la densidad de fibras DAT+ en los grupos nucleares,
nucleos y subdivisiones nucleares del CA y, ademas, hemos calculado la relacion entre
la longitud absoluta de fibras DAT+ y el numero total de neuronas (ratio Lpar+/Nyzu)
para tener una idea de la cantidad de fibras DAT+ por neurona que hay en cada

territorio amigdalino.

Existen estudios previos que han analizado la distribucion de Ia
inmunorreactividad del DAT en el CA de primates, pero ninguno de ellos ha
proporcionado datos cuantitativos de la cantidad de axones DAT+. La
inmunorreactividad frente al DAT en el cerebro humano fue examinada inicialmente
por Ciliax y cols. (1999), quienes observaron una cantidad relativamente alta de fibras
varicosas en el nucleo basolateral del CA — que corresponde al nucleo basal del
presente estudio — y en el nucleo central. Estos autores también describieron algunas
fibras DAT+ mas dispersas en el nucleo basomedial — que corresponde al ntucleo
accesorio basal del presente estudio — y en el nucleo lateral. Otros dos estudios
llevados a cabo en primates no humanos pusieron de manifiesto la existencia de
cantidades significativas de fibras TH+ o DAT+ en los nucleos basal (Sadikot y
Parent, 1990; Freedman y Shi, 2001), central (Sadikot y Parent, 1990; Freedman y
Shi, 2001) y lateral (Sadikot y Parent, 1990), ademas de algunas fibras TH+ dispersas
en el nucleo accesorio basal y en otras regiones del CA como el area amigdalina
anterior (de la cual una parte corresponde al area periamigdalina del presente estudio)
o el area de transicidn corticoamigdalina (Sadikot y Parent, 1990). Nuestros resultados
proporcionan datos acerca de la distribucion de DAT en el CA humano, pero es dificil
hacer comparaciones con los estudios citados anteriormente debido a las diferencias
entre especies, y a que las descripciones de trabajos que utilizan TH como marcador
de fibras no son comparables con las de trabajos que usan DAT. Nuestros datos
muestran que los axones DAT+ en el CA humano inervan no solamente todo el
complejo basolateral y el central, como se habia descrito previamente (Ciliax y cols.,

1999), sino también el complejo corticomedial del CA, asi como el drea
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periamigdalina y el area de transicion corticoamigdalina. Ademas, a diferencia de las
descripciones previas (Ciliax y cols., 1999), nuestros datos indican que existe una
cantidad muy similar de fibras DAT+ en los ntucleos lateral, basal y accesorio basal del
complejo basolateral. Estas observaciones cualitativas son ademas corroboradas por

los datos cuantitativos del presente estudio, como se discutird mas adelante.

La distribucion de los axones inmunoreactivos para el DAT en el CA humano
es heterogénea no solo cuando se compara la cantidad de esta proteina presente en los
nucleos amigdalinos, lo que ya habia sido anticipado en estudios previos, sino también
entre las subdivisiones de un mismo nucleo. En este sentido, uno de los nucleos en los
que hemos encontrado variaciones notables en la cantidad de inervacion DAT+ es el
lateral, donde la longitud de fibras DAT+ aumenta en sentido mediolateral desde unos
300 mm/mm? en su subdivision medial a 800 mm/mm? en la subdivisién externa, que
es la mas lateral. Esta observacion coincide con los resultados publicados por Ciliax y
cols. (1999) en humanos y por Sadikot y Parent (1990) en primates no humanos que
demostraron que dentro del nucleo lateral existe una distribucion heterogénea tanto de
fibras DAT como de fibras TH+, respectivamente, coincidiendo ambos en que éstas
son especialmente abundantes en su regién dorsolateral. El nucleo lateral es la diana
principal de la informaciéon sensorial que proviene del exterior, y a su vez envia
importantes proyecciones a los demas nucleos del CA (Pitkanen y cols., 1997;
Pitkanen y Amaral, 1998). La subdivision externa de este nucleo recibe la mayoria de
estas proyecciones sensoriales, y el flujo de informacién continta desde porciones
laterales a mediales del nucleo, tal y como han demostrado estudios previos sobre las
conexiones intraamigdalinas (Pitkanen y cols., 1997; Pitkanen y Amaral, 1998).
Ademas, las neuronas del nucleo lateral que responden con menores latencias a
estimulos sonoros asociados a un estimulo de miedo se cree que son aquellas que
reciben proyecciones aferentes directas del tdlamo auditivo y son las que mas
modifican su respuesta en el aprendizaje condicionado de miedo (Quirk y cols., 1995).
La subdivisiéon medial del nacleo lateral, por otro lado, recibe informacion de areas
corticales de procesamiento de alto nivel (Ottersen, 1982; Berendse y cols., 1992;
Phillips y LeDoux, 1992; Romanski y LeDoux, 1993). La cantidad de fibras DAT+ en
las subdivisiones lateral y medial del nucleo lateral es claramente diferente y podria
indicar que la inervacion dopaminérgica es mas abundante en el sector del nucleo

implicado en recibir nformacién sensorial. En el hipocampo, los axones DAT+
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solamente estan presentes en los dos tercios externos de la capa molecular del giro
dentado, donde termina la via perforante; lo que sugiere que la dopamina podria
regular de forma rapida y selectiva la entrada desde la corteza entorrinal y los estadios
tempranos del procesamiento de informacion en el hipocampo (Lewis y cols., 2001).
De forma analoga, la dopamina liberada en los abundantes axones DAT+ del ntcleo

lateral, estaria regulando la entrada de informacion sensorial al CA.

A diferencia de lo que ocurre en los sectores medial y lateral del nucleo lateral,
en este trabajo no hemos detectado variaciones significativas en la cantidad de fibras
DAT+ entre las regiones anteriores y posteriores del mismo, lo que si parece ocurrir
en primates no humanos (Sadikot y Parent, 1990). Con respecto al ntcleo basal, las
observaciones cualitativas realizadas en humanos y en primates no humanos habian
descrito una variacion decreciente de regiones dorsomediales a ventrolaterales del
nucleo (Sadikot y Parent, 1990; Ciliax y cols., 1999; Freedman y Shi, 2001) que
coincide con los datos cuantitativos de nuestro trabajo, aunque estos autores definen
ademas una gran densidad de terminales varicosas en la porcién lateral de la
subdivision parvocelular del nucleo,. Asi, nuestros datos demuestran que la densidad
de fibras DAT+ en el nucleo basal sigue un marcado gradiente decreciente en sentido
dorsoventral, de forma que en la subdivision magnocelular (dorsolateral) del nucleo
basal hay un 40 % mas de densidad que en la subdivision parvocelular (ventromedial).
Es importante destacar que al normalizar la longitud de axones DAT+ por el nimero
total de neuronas en cada territorio del nucleo basal, la cantidad de fibras por neurona
en la subdivision magnocelular del nucleo basal es casi cuatro veces mayor que en la
parvocelular. Dentro del nucleo basal existen numerosas conexiones entre sus
subdivisiones (Pitkanen y cols., 1997; Pitkanen y Amaral, 1998) y el efecto fisiologico
del DAT podria afectar a la conectividad entre las mismas. El contenido de fibras
DAT+ del nucleo accesorio basal también disminuye de porciones dorsales a ventrales

pero este gradiente es mucho menos acentuado.

El nucleo central recibe informacion del resto de nucleos amigdalinos y es una
de las principales salidas del CA (Pitkanen y cols., 1997). Las proyecciones
descendentes desde el nucleo central inervan amplios territorios ocupados por las
células dopaminérgicas mesencefalicas (Price y Amaral, 1981), y a su vez, este nucleo
es el que recibe la mayor inervacion dopaminérgica inmunorreactiva frente al DAT de

todo el territorio amigdalino. Si bien, se trata de una inervacion heterogénea que
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disminuye marcadamente en el eje mediolateral, lo que concuerda con el patron de
distribucion de fibras TH+ descrito previamente en este nucleo (Sadikot y Parent,
1990). La gran cantidad de fibras que contienen DAT en el ntcleo central es mas del
doble de la cantidad del complejo basolateral, la segunda estructura mas densamente
inervada del CA, indicando que las fibras DAT+ son mas abundantes en las regiones
de salida que en las principales entradas de este complejo nuclear. La cantidad de
fibras DAT+ en el nucleo central se asemeja mucho a la del estriado; y de hecho,
aunque no existen datos cuantitativos que confirmen estas observaciones, la densidad
de este tipo de fibras en este nucleo del CA y en el putamen, cuando se observan en los

mismos cortes de cerebro humano bajo el microscopio oOptico, son muy similares.

La regulacion de los niveles extracelulares de dopamina esta controlada por
mecanismos que difieren segun las regiones cerebrales. Asi, mientras que en el
estriado y en el nucleo accumbens predomina la recaptacion de dopamina, en la
corteza prefrontal medial y en el CA se ha visto que la que la tasa de liberacion supera
a la de recaptacion (Garris y Wightman, 1994); y estos hallazgos concuerdan con el
hecho de que hay una mayor cantidad de DAT en el estriado que en las otras dos

estructuras (Ciliax y cols., 1999).

En el nucleo central del CA del cerebro humano (Ciliax y cols., 1999) y del
mono macaco (Freedman y Shi, 2001) se han descrito zonas parcheadas con una
inmunorreactividad frente al DAT especialmente intensa. Al igual que estos autores,
en este trabajo hemos observado zonas similares localizadas tanto dentro del nucleo
central como en las regiones limitrofes entre los nucleos del grupo basolateral, y
posiblemente se trate de las regiones conocidas como islas intercaladas (Sadikot y
Parent, 1990; Sims y Williams, 1990; Sorvari y cols., 1995; Freedman y Shi, 2001;
Cho y Fudge, 2010; Marcellino y cols., 2012). Al igual que en el estriado, las neuronas
de proyeccion GABAérgicas del nucleo central y de otras regiones amigdalinas de tipo
“estriatal” como las islas celulares intercaladas, que derivan todas ellas de la
eminencia ganglionar lateral (Bupesh y cols., 2011), estdn sometidas a una intensa
inervacion dopaminérgica cuyo efecto puede estar regulado de forma rapida gracias a
su contenido en DAT. Ademads, se ha descrito que las islas intercaladas del CA
contienen una gran densidad de receptores dopaminérgicos de tipo D; y una

moderada densidad de receptores D, (Maltais y cols., 2000).
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Las proyecciones dopaminérgicas de estructuras corticales y subcorticales
proceden principalmente del mesencéfalo ventral, el que, en primates, comprende dos
grupos principales de células dopaminérgicas, las de los llamados tier dorsal y tier
ventral (Haber y Fudge, 1997). Es importante destacar que no todas las neuronas
dopaminérgicas expresan DAT y que dentro de los grupos dopaminérgicos
mesencefalicos existe una poblacion mezclada de neuronas dopaminérgicas DAT+ o
DAT- (Haber y cols., 1995; Ciliax y cols., 1999; Sanchez-Gonzalez y cols., 2005). El
CA recibe proyecciones primariamente desde el tier dorsal (Haber y cols., 1995), el
cual estda compuesto por células situadas en la sustancia negra pars compacta (SNpc,
grupo dopaminérgico A9), el area tegmental ventral (ATV, grupo dopaminérgico A10)
y el area retrorubral (RRF, grupo dopaminérgico A8) (Aggleton y cols., 1980; Mehler,
1980; Norita y Kawamura, 1980). En el mesencéfalo humano, la proteina DAT
abunda en neuronas localizadas en el ATV lateral y en la SNpc, y es muy escasa en
ATV medial (Ciliax y cols., 1999). En cuanto al ARN mensajero de DAT, éste es mas
abundante en el tier ventral que en el dorsal (Haber y cols., 1995). Recientemente, el
estudio de Cho y Fudge (2010) en el mono macaco ha demostrado que el CA recibe
una proyeccidn aferente substancial del grupo A8 y de neuronas del tier ventral (que es
una regién que incluye la zona densocelular localizada dorsalmente a la sustancia
negra pars reticulata (SNpr) y las columnas celulares dopaminérgicas que penetran en la
profundidad de la SNpr). Los resultados de estos autores son especialmente novedosos
en cuanto que, en contra de lo que cominmente se piensa en base a las observaciones
realizadas en roedores (Bjorklund y Dunnett, 2007), demuestran que el ATV no es la
principal fuente de fibras dopaminérgicas al CA de primates, ya que éste recibe una
amplia inervacion dopaminérgica desde la SNpc y el RRF, y estas proyecciones
podrian ser el origen de una parte importante de las fibras DAT+ observadas en el CA

humano en este estudio.

El estudio de Cho y Fudge (2010) en primates no humanos ha demostrado que
la amigdala extendida, que es una region que incluye, entre otras estructuras, a los
nucleos central y medial, recibe una inervacion dopaminérgica del mesencéfalo mayor
que la que reciben los nucleos basal y accesorio basal. En sintonia con estos hallazgos,
nuestros resultados han demostrado que la inervacion DAT+ es mucho mas
abundante en el nucleo central de la amigdala extendida que en cualquier otra region

del CA humano. Sin embargo, la densidad de fibras DAT+ en el nucleo medial es
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muy escasa, con valores muy por debajo del resto de nucleos del CA con la excepcidon
del nucleo cortical, lo que indica que la fuente de las proyecciones dopaminérgicas a
los dos nucleos de la amigdala extendida en humanos debe ser distinta. La cantidad de
axones DAT+ observada en los nucleos medial y cortical ha sido bastante similar, lo
que sugiere que el grupo corticomedial en su conjunto pueda estar sometido a la
misma regulacion dopaminérgica. En el caso del nucleo central, nuestros resultados
demuestran que sus subdivisiones medial y lateral son claramente distintas en cuanto a
la cantidad de axones DAT+ que las inervan, reflejando una heterogeneidad funcional
entre ambas subdivisiones. Se sabe que la subdivision medial del nucleo central, a
diferencia de la lateral, recibe proyecciones de todos los nucleos amigdalinos (Fudge y
Tucker, 2009) y también del hipotalamo (Mehler, 1980; Amaral y cols., 1982). La gran
abundancia en axones DAT+ de esta subdivision medial podria reflejar que recibe una
prominente proyeccion desde las neuronas de los tier dorsal y ventral, mientras que la
proyeccion desde el mesencéfalo hacia la subdivision lateral, asi como hacia los
nucleos basal y lateral, es notablemente menos abundante y se ha visto que no se

origina en el tier ventral (Russchen, 1982; Cho y Fudge, 2010).

En su conjunto, nuestros resultados indican que los nucleos del CA humano
que contienen una mayor abundancia de fibras DAT+ son los que reciben
proyecciones desde el mesencéfalo ventral, tal y como se ha observado en primates
(Cho y Fudge, 2010). Sin embargo, hemos observado que hay regiones como la
subdivision lateral del nucleo central que tienen una gran densidad de fibras DAT+ y
que, de acuerdo con los datos existentes en la literatura, no reciben inervacion desde el
mesencéfalo ventral (Cho y Fudge, 2010). Estas regiones por tanto deben recibir
proyecciones dopaminérgicas desde otras regiones fuera del mesencéfalo ventral. Una
de estas posibles regiones es el nucleo parabraquial que inerva a los nucleos central y
medial del CA (Mehler, 1980; Norita y Kawamura, 1980; Cho y Fudge, 2010) pero su
contribucién a la inervacion DAT+ no parece probable puesto que se ha visto que
alberga neuronas dopaminérgicas que no expresan el transportador (Sanchez-
Gonzalez y cols., 2005); mas atn, se ha visto que las neuronas que proyectan al CA
no contienen la enzima TH (Cho y Fudge, 2010). La sustancia gris periacueductal
también inerva al CA y sus neuronas dopaminérgicas (que corresponden con el grupo
A1l) expresan DAT (Sanchez-Gonzalez y cols., 2005) y proyectan a los nucleos
central y medial (Aggleton y cols., 1980; Mehler, 1980; Norita y Kawamura, 1980;
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Arsenault y cols., 1988; Kitahama y cols., 1998; Hasue y Shammah-Lagnado, 2002).
Esta conexion dopaminérgica desde la sustancia gris periacueductal al CA puede ser
de gran importancia funcional ya que se dirige especificamente hacia la subdivision
lateral del nucleo central, la cual conecta con la subdivision medial del nucleo que a su
vez proyecta de vuelta a la sustancia gris periacueductal controlando el
comportamiento de “freezing” de los animales ante estimulos potencialmente
peligrosos (Paré y Duvarci, 2012). En el nudcleo dorsal del rafe existen también
neuronas TH+ que proyectan al ntcleo central del CA (Hasue y Shammah-Lagnado,
2002); pero queda todavia por determinar si estas neuronas expresan el DAT y, por lo

tanto, pueden ser otra fuente de axones DAT+ al CA.

Hasta este momento no existen en la literatura estudios que se hayan centrado
en analizar la localizacion ultraestructural del DAT en el CA de primates. Los datos
existentes en la corteza cerebral indican que la mayoria de los perfiles DAT+
corresponden a axones finos no mielinicos que raramente forman sinapsis, mientras
que los perfiles TH+ presentan diametros mas variables y las varicosidades que
expresan TH contienen abundantes vesiculas y tienden a formar sinapsis (Lewis y
cols., 2001). Teniendo en cuenta estas observaciones, Lewis y cols. (2001) consideran
que el DAT podria estar restringido a los segmentos axonales intervaricosos. Sin
embargo, las caracteristicas ultraestructurales de los perfiles DAT+ en el ntucleo
caudado se parecen mucho a las que presentan las fibras TH+ en la corteza cerebral,
lo que indica que la localizacion y la funcion del DAT podria variar de unas regiones a
otras. También es posible que las diferencias ultraestructurales entre los perfiles
inmunorreactivos para TH y los que lo son para DAT se deban al hecho de que, a
diferencia del DAT, la TH esta presente no sélo en axones dopaminérgicos sino

también en axones noradrenégicos y adrenérgicos.

El estudio de trazado de conexiones combinada con electrofisiologia realizado
en ratones por Lammel y cols. (2008) demostré que las neuronas mesencefélicas que
proyectan al grupo basolateral del CA y a la corteza cerebral presentan patrones de
disparo diferentes y contienen menor cantidad de DAT que las que proyectan al
nucleo accumbens. Sin embargo, en primates no humanos se ha calculado que un 92
% de las fibras que contienen TH en la corteza cerebral también expresan DAT,
aunque éste se localice en regiones presuntamente no sinapticas (Lewis y cols., 2001).

En el caso de la especie humana, el contenido en DAT de la corteza cerebral parece
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ser menor que en primates no humanos (Ciliax y cols., 1999; Lewis y cols., 2001).
Todo esto indica que el contenido en DAT de los axones dopaminérgicos varia mucho
de una especie a otra y es necesario ser muy cuidadoso a la hora de extrapolar
informaciéon de una especie a otra. Considerando la funcion de DAT como
mecanismo de recaptacion de la dopamina es importante tener en cuenta que este
neurotransmisor también puede transportarse al interior de los terminales por medio
del transportador de noradrenalina, tal y como se ha visto en la corteza prefrontal, la
sustancia negra y en menor medida en el ndcleo accumbens (Yamamoto y Novotney,
1998; Hoffman y Gerhardt, 1998). En la rata se ha visto que la inervacion
noradrenérgica del CA contiene el transportador (Zhang y cols., 2013) y podria ser
responsable de la captacién de la dopamina liberada en territorios amigdalinos que

contengan poco DAT.

5.5. Relacion topografica entre las fibras dopaminérgicas y las IN PV+

y las CR+ enel CA

La ultima parte de este trabajo ha consistido en analizar a nivel de microscopia
confocal si las fibras DAT+ que inervan los distintos ntcleos del CA contactan con el
dominio somatodendritico de las dos poblaciones segregadas de IN, las que expresan
PV y las que expresan CR. De acuerdo con estudios previos realizados en roedores, las
fibras dopaminérgicas hacen contactos sinapticos tanto con neuronas de proyeccion
(Asan, 1997; Asan, 1998; Muller y cols., 2009) como con IN (Brinley-Reed y
McDonald, 1999; Pinard y cols., 2008; Muller y cols., 2009). En concreto, el estudio
de Pinard y cols. (2008) demostr6 que las fibras dopaminérgicas establecen contactos
sinapticos, habitualmente de tipo simétrico y de pequefio tamafio, con las poblaciones
de IN PV+ y CR+ del CA,; si bien el nimero de contactos con estas poblaciones de
neuronas locales era considerablemente menor que el que se establece con neuronas de
proyeccion. Estos autores también observaron que las fibras dopaminérgicas
contactaban con las IN PV+ con mayor frecuencia que con las IN CR+, de forma que
se calculo que las sinapsis de las fibras dopaminérgicas con las IN PV+ representaban
un 40% de todas las sinapsis contabilizadas, mientras que con las CR+ este porcentaje
disminuia a un 6%. El trabajo de Brinley-Reed y McDonald (1999) demostrd que las
fibras dopaminérgicas del CA forman unas cestas perineuronales en torno al soma de

las neuronas de proyeccion y de las IN PV+ del CA y se ha visto que un 72 % de los
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contactos que estas redes establecen sobre las IN PV+ son de tipo sinaptico. La
funcion de estas cestas perineuronales sobre las IN estaria relacionada con la fuerte
inhibicién observada en el grupo basolateral tras la liberacion de la dopamina (Y Ben-
Ari y Kelly, 1976; Loretan y cols., 2004) que afecta a la actividad de las neuronas de
proyeccion. Brinley-Reed y McDonald (1999) calcularon que de un 10 a un 15 % de
las IN PV+ recibian estas cestas perineuronales dopaminérgicas, las cuales no
aparecian en otras poblaciones de IN como las que expresan el péptido intestinal
vasoactivo, expresado por un 70 % de las IN CR+ en rata, o las que contienen el

neuropéptido Y (Brinley-Reed y McDonald, 1999).

Los resultados descritos en el presente estudio indican que en el CA humano el
numero de contactos que las fibras DAT+ realizan con las IN CR+ es sensiblemente
mayor que el que realizan con las IN PV+ (ratio contactos/neurona: 0,81 frente a
0,58); si bien es necesario completar este estudio a nivel de microscopia electronica
para determinar las caracteristicas ultraestructurales de estos contactos. En cualquier
caso, lo observado en el CA humano difiere de lo descrito en roedores y posiblemente
esté relacionado con el hecho de que en esta especie las IN CR+ son mucho mas
abundantes que las IN PV+, y ademas estan mdas homogéneamente distribuidas en
todos los nucleos amigdalinos. Ademas, como se ha mencionado anteriormente, los
porcentajes con respecto a las neuronas totales de las IN PV+ y las CR+ han
disminuido y aumentado, respectivamente, en la especie humana en comparacién con

los primates no humanos y los roedores.

Los contactos que las fibras DAT+ establecen con las poblaciones de IN del
CA pueden participar en la induccion de mecanismos de potenciacion a largo plazo
necesarios para la adquisicién del condicionamiento del miedo, para los que se
requiere la supresion de la inhibicion feedforward que las IN gabaérgicas ejercen sobre
las neuronas de proyeccion (Bissiere y cols., 2003). En el ntucleo amigdalino lateral se
ha visto que la dopamina tiene un efecto inhibidor sobre las IN de disparo rapido, que
coinciden con las que expresan PV (Rainnie y cols. 2006), reduciendo asi la inhibicién
sobre las neuronas de proyeccién. Se estima que cada una de estas IN pueden hacer
contactos en cesto con el pericarion de hasta 100 neuronas de proyeccion (Rainnie y
cols., 2006). Mas recientemente, el trabajo de Chu y cols. (2012) ha demostrado que la
dopamina bloquea la liberacion de GABA desde las IN PV+ hasta las neuronas de

proyeccion actuando sobre receptores presinapticos de tipo D,, pero no afecta a la
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liberacion de GABA desde esta poblacion de IN sobre otras neuronas locales. El
bloqueo tanto de los receptores D; como D, en el grupo basolateral impide la
adquisicion del condicionamiento del miedo (Greba y Kokkinidis, 2000; Guarraci y

cols., 2000; Greba y cols., 2001).

El significado funcional de la dopamina que se libera en las inmediaciones de
las IN CR+ es mucho mas desconocido que en el caso de las IN PV+. Las IN del CA
que contienen CR presentan un patron electrofisioldgico de disparo “regular”, distinto
del patrén de disparo “rapido” caracteristico de las IN PV+ (Rainnie y cols., 2006).
Ademads, no existe ningin estudio que haya demostrado que existan contactos
sinapticos o aposiciones entre las IN CR+ y las neuronas de proyeccion, por lo que la
inervacion dopaminérgica de estas IN no debe tener un efecto tan directo sobre la
actividad de las neuronas de proyeccion, como se ha visto con las PV+. El estudio de
Sorvari y cols. (1998) en el nucleo lateral del CA humano demostré que las IN CR+
sinaptan con IN que contienen CB, las cuales si establecen contactos sinapticos con las
neuronas de proyeccion (Muller y cols., 2003). Estos autores proponen que, al igual
que en el hipocampo (Gulyas y cols., 1992), las IN CR+ pueden participar en la
sincronizacion y en la modulacion de las proyecciones aferentes a las neuronas de
proyeccidén por medio de una deshinibicion de las mismas mediada a través de otra

poblacion de IN, como son las CB+.
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1) El CA humano contiene aproximadamente 15 millones de neuronas, una
cantidad similar de células endoteliales y alrededor de cuatro veces mas de células de
glia. Estas proporciones entre las tres poblaciones celulares se mantienen
practicamente en todos los territorios amigdalinos. De la poblacion total de neuronas
del CA humano, el 80% se localiza en el grupo basolateral, el 10% en el grupo

corticomedial y el 5% en el grupo central.

2) El CA humano en su conjunto tiene un volumen de 956 mm? del que
aproximadamente un 80 % corresponde al grupo basolateral, un 10 % al grupo

corticomedial y un 6 % al grupo central.

3) La densidad media de neuronas, células de glia y endoteliales en todo el CA es
de 16.000 neuronas/mm?®, 17.500 células de glia/mm’ y 63.000 células
endoteliales/mm’. La mayor densidad neuronal se encuentra en el nucleo basal,
concretamente en su subdivision parvocelular (28.000 neuronas/mm?), y la menor
densidad neuronal en la subdivision magnocelular del mismo nucleo (11.000
neuronas/mm?’). En cuanto a la densidad de células de glia, el mayor valor se alcanza
en la subdivision externa del nucleo lateral (85.000 células de glia/mm®) y el menor en
el area de transicion cortico-amigdalina (40.600 células de glia/mm?’). Por tltimo, la
mayor densidad de células endoteliales del CA se encuentra en la subdivisién dorsal
del nucleo accesorio basal (21.000 células/mm’) y la menor en la subdivision

parvocelular del nticleo basal (13.500 células endoteliales/mm?).

4) El volumen del CA en su conjunto y de cada una de sus subdivisiones
nucleares no se modifica con la edad de los individuos. Por el contrario, el numero y
la densidad de neuronas y de células endoteliales aumenta y disminuye,
respectivamente, en funcion de la edad. La cantidad de células de glia, por el
contrario, no se modifica significativamente aunque experimenta un leve aumento con

la edad.

5) Las interneuronas inmunorreactivas para la proteina parvalbimina se localizan
mayoritariamente en el grupo basolateral, donde su densidad disminuye en sentido
lateromedial, siendo de 71 neuronas/mm?’ en el ntcleo lateral y de 10 neuronas/mm?’

en el accesorio basal. En los grupos corticomedial y central estas neuronas son
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practicamente inexistentes. El porcentaje que estas neuronas representan con respecto

a las neuronas totales no alcanza el 1 % en ningun territorio amigdalino.

6) Las interneuronas inmunorreactivas para la proteina calretinina estan
distribuidas por todos los territorios amigdalinos, y su densidad varia de 3.400
neuronas/mm’ en el nucleo medial a 1.100 neuronas/mm? tanto en la subdivision
lateral del ntcleo central como en la subdivision parvocelular del basal. El porcentaje
que estas neuronas suponen con respecto a las neuronas totales varia de un 4 % a un
23 %, siendo mayor en la subdivision lateral del nucleo cortical y menor en la

subdivision parvocelular del nucleo basal.

7) En los territorios del CA humano en los que coexisten ambas poblaciones de
interneuronas, como son los nucleos del grupo basolateral, las calretinina positivas son
hasta cuarenta veces mas abundantes que las que contienen parvalbumina. Esta
proporcion relativa de las dos poblaciones de interneuronas difiere de los datos
descritos en el CA de roedores y de primates no humanos, donde las parvalbumina
positivas son mas abundantes que las que expresan calretinina. La variaciéon en las
proporciones de interneuronas observadas en el CA humano podria reflejar que el
mecanismo inhibitorio sobre las neuronas de proyeccion es distinto al descrito en las

otras especies.

8) Los axones inmunorreactivos para el DAT inervan todos los nucleos del CA,
pero su cantidad varia notablemente en los nucleos y sus subdivisiones. De la longitud
total de estos axones en el CA, el 75% se localizan en el complejo basolateral (con 385
metros), el 17 % en el grupo central (87 metros) y el 9 % restante se reparte entre el
grupo corticomedial, el area periamigdalina y el area de transicidén cortico-amigdalina

(47 metros).

9) La densidad de longitud de las fibras inmunorreactivas para el DAT muestra
una gran variacion entre los nucleos y sus subdivisiones. La mayor densidad de estos
axones se encuentra en la subdivisiéon medial del ntcleo central, con 1.700 mm/mm?,
siendo este valor el doble del que existe en el grupo basolateral, que es el segundo
grupo nuclear mas inervado, y la menor densidad esta en el nucleo cortical (200

mm/mm?). Dentro del grupo basolateral, la densidad es bastante homogénea en sus
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tres nucleos pero varia notablemente entre las subdivisiones nucleares de cada uno de
ellos. Asi, entre las subdivisiones externa y medial del nucleo lateral, la densidad
decrece de 800 a 300 mm/mm?®, y de la subdivisién magnocelular a la parvocelular del
nucleo basal disminuye de 860 a 530 mm/mm’. Algunas de las regiones del CA
humano mas inervadas por fibras DAT positivas, como son la subdivision medial del
nucleo central y el nucleo basal, reciben proyecciones abundantes del mesencéfalo
ventral en primates no humanos. Sin embargo, el origen de los axones DAT+ de la
subdivision lateral del nucleo central podria estar en otras estructuras, como la

sustancia gris periacueductal.

10)  El valor de la longitud de fibras inmunorreactivas para el DAT con respecto al
nuamero total de neuronas en cada regidén amigdalina (ratio longitud absoluta de fibras
DAT/numero total de neuronas) varia entre los nucleos y sus subdivisiones de una
manera bastante similar a como lo hace la densidad de inervacién. En el nucleo
central este ratio es cuatro veces mayor que el del grupo basolateral, ocho veces mayor

que el del grupo corticomedial, y 1,3 veces mayor que el del area periamigdalina.

11) La gran densidad de fibras inmunorreactivas para el DAT en la subdivisién
externa del nucleo lateral y en el ntcleo central parece indicar que el efecto fisiologico
de la dopamina est4 especialmente controlado en las principales estaciones de entrada
y salida de informacion del CA. Por otra parte, la mayor inervacion dopaminérgica de
esos territorios puede estar asociada a que la liberacion de dopamina es necesaria en el
nucleo lateral para el condicionamiento de miedo y en el nucleo central para la

generacidn de respuestas ante estimulos adversos.

12)  Los axones dopaminérgicos inmunorreactivos para el DAT del CA contactan
con el soma y con las dendritas de las interneuronas que contienen parvalbumina y las
que contienen calretinina, siendo mas frecuentes los que se establecen con estas
ultimas. Aunque quedan por determinar las caracteristicas ultraestructurales de estos
contactos, es posible que a través de ellos estas fibras dopaminérgicas modulen la
actividad de estas neuronas locales, las cuales a su vez inervan a las neuronas de

proyeccion.
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AB: nucleo accessorio basal

ABd: subdivisién dorsal del nucleo accessorio basal

ABv: subdivision ventral del nucleo accessorio basal

AChE: acetilcolinesterasa

Astr: area de transicion amigdaloestriatal

ATYV: area tegmental ventral

B: nucleo basal

Bint: subdivisién intermedia del nucleo basal

BL: grupo basolateral

Bmc: subdivisiéon magnocelular del ntcleo basal

Bpc: subdivision parvocelular del ntcleo basal

CA: complejo amigdalino

CB: calbindina

Ce: grupo central

Cel: subdivisidn lateral del nucleo central

Cem: subdivision medial del nucleo central

CM: grupo corticomedial

Co: nucleo cortical

Col: subdivisidn lateral del nucleo cortical
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Com: subdivision medial del nucleo cortical

CR: calretinina

CTA: area de transicion cortico-amigdalina

DAT: transportador de dopamina

IN: interneurona

L: nucleo lateral

Ld: subdivisién dorsal del nucleo lateral

Lex: subdivision externa del nucleo lateral

LI: subdivisién lateral del nucleo lateral

Lm: subdivision medial del nucleo lateral

Me: nucleo medial

PA: area periamigdalina

PB: tampon fosfato

Put: putamen

PV: parvalvimina

RRF: area retrorrubral

sls: surco semilunar (semiannular)

SNpc: substancia negra pars compacta

SNpr: sustancia negra pars reticulata
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SOM: somatostatina

TB: tampon Tris

TBS: tampon Tris salino

TH: tirosina hidroxilasa
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