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PRESENTACION

Esta memoria recoge el trabajo realizado en el departamento de Biologia
Funcional y Antropologia Fisica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas bajo la direccion
del Dr. Fernando Martinez Garcia y el Dr. Enrique Lanuza Navarro entre los afos 2002 y

2007.

Este es un trabajo de neuroanatomia comparada en el que se estudian las
proyecciones amigdalo-estriatales en reptiles (la lagartija Podarcis hispanica) y mamiferos (el
ratdon Mus musculus), por ello en el primer capitulo se introducirdn de manera general los

datos que s€ conocen acerca de estas conexiones en ambas especies.

En el segundo capitulo se sefialaran los objetivos a alcanzar con los estudios

neuroanatomicos en ambas especies.

En el tercer capitulo estin contenidos los datos relativos a las técnicas

experimentales utilizadas en el presente trabajo.

La presentacion de los resultados se estructura en los dos capitulos siguientes,
cada uno de los cuales contiene la introduccion, los resultados y la discusion relativos a
cada una de las especies utilizadas en esta investigacién. Dado el enfoque comparado del
presente trabajo, adoptamos esta atipica organizacién para facilitar la lectura y la

discusion conjunta de los resultados obtenidos en cada una de las especies de eleccion.

Asi, el cuarto capitulo se centra en los resultados obtenidos tras el trazado
neuroanatomico de las conexiones amigdalo-estriatales en Podarcis hispanica. En este
capitulo también se discuten ciertos aspectos relativos a la organizacion del telencéfalo
basal, a las proyecciones amigdalo-estriatales y al significado comparado de la amigdala en

los reptiles.

En el quinto capitulo se analizan los resultados obtenidos tras el estudio de las
proyecciones amigdalo-estriatales mediante la inyeccion de trazadores neuroanatomicos
en el raton. En este capitulo se discuten nuestros datos en el contexto de las proyecciones
amigdalo-estriatales en otros mamiferos y en el contexto de la evaluacion emocional de los

estimulos quimiosensoriales.

En el sexto capitulo se discuten de manera conjunta los resultados de

conectividad obtenidos en reptiles y en mamiferos con el objetivo de proponer

Xii



homologias de la amigdala palial en ambos grupos de animales, asi como también en aves.
Ademis se discute desde un punto de vista funcional el papel que la amigdala ejerce en
diversos comportamientos y la evolucion que esta estructura ha seguido en los vertebrados

amniotas.

En el séptimo capitulo se apuntan las conclusiones fundamentales derivadas de

este trabajo.

Y, por ultimo, el octavo capitulo contiene todas las notas bibliograficas utilizadas

en el presente estudio.
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ABREVIATURAS

Generales

ABC complejo avidina-biotina

AChasa acetil colinesterasa

BDA dextran-amina biotinilada

CGRP péptido relacionado con el gen de la calcitonina
CRF factor de liberacion de la hormona corticotropa
DAB 3,3”-diaminobencidina

EI estimulo incondicionado

GFAP proteina 4cida fibrilar de la glia

HRP peroxidasa de rabano

NT neurotensina

PAP método peroxidasa-antiperoxidasa

PB tampon fosfato

PBS tampon fosfato salino

PHA-L leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris

RDA dextran-amina marcada con tetrametilrodamina
SP sustancia P

TB tampon Tris

TBS tampon Tris salino

TH tirosina hidroxilasa

T™MT 2,5-dihidro-2,4,5-trimetiltiazolina

Reptiles

ac comisura anterior

Acb nucleo accumbens

ADVR cresta dorsal ventricular anterior

AOB bulbos olfativos accesorios

AONv nucleo olfativo anterior ventral

aot tracto olfativo accesorio

BST nucleo de la stria terminalis (BSTL: lateral; BSTm: medial)
DBN nucleo de la banda diagonal
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DBNv
DC
DLA
dLC
DSt
DVR
GP
LA
LC
LCd
LCv
Ifb
LHA

MA
MC
mfb
MPA
MPN
Naot
Nlot
Nmfb
NS
oT
PDVR
PT
PVA
RC
Rot

SAT
SATI

nucleo de la banda diagonal, rama ventral
cortex dorsal

nucleo dorsolateral amigdalino
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Introducciéon General

1.1 LA NEUROANATOMIA COMPARADA Y EL ORIGEN
DEL NEOCORTEX

En el pasado siglo, la neuroanatomia comparada ha estado dominada por un
objetivo fundamental, la busqueda del primordio del neocortex en el cerebro de los no
mamiferos. Ante la ausencia de una estructura semejante arquitectonicamente al
neocortex de los mamiferos en el encéfalo de aves y reptiles, se intento identificar este
primordio del neocortex usando criterios no arquitectonicos. Este objetivo se vio
impulsado por el desarrollo de técnicas fiables de trazado de conexiones, entre los afos
1960-70, que dieron lugar a la primera revolucion de la neuroanatomia comparada. De
entre todas las conexiones del neocortex, aquella que centrd la atencion de los
neuroanatomistas de la época fue la existencia de aferencias desde el talamo dorsal, entre
las cuales destacan las que derivan de centros sensoriales y definen las 4areas corticales

sensoriales primarias.

Los resultados de estos estudios indicaron la existencia de centros sensoriales
primarios en el palio de reptiles y aves. De hecho, se describié de inmediato una via visual
retino-tdlamo-telencefalica que acababa en una zona concreta del palio dorsal, el
hiperestriado accesorio (ahora renombrado como hiperpalio apical) o Wulst de las aves
(Karten et al., 1973), asi como una via similar que acababa en el cértex dorsal de tortugas
(Hall et al., 1977) y en el engrosamiento palial de lagartos (Bruce y Butler, 1984a;
Kenigfest et al., 1997).

No obstante, el grueso de las proyecciones ascendentes desde los relevos
sensoriales del talamo acaba en una zona subventricular pero de naturaleza palial que fue
nombrada por J.B. Johnston (1923) en reptiles como cresta dorsal ventricular o DVR (del
inglés dorsal ventricular ridge; ver la excelente revision clasica de Ulinski, 1983) (ver Fig. 1).
Asi, tanto en aves como en reptiles, un territorio de la DVR es el blanco de la proyeccién
visual retino-tecto-tadlamo-telencefalica, que usa el nucleo rotundo como relevo taldmico.
En todos los reptiles estudiados esta proyeccion acaba en la porcion lateral de la DVR
anterior (Pritz, 1975; Lohman y Van Woerden Verkley, 1978; Balaban y Ulinski, 1981;
Bruce y Butler, 1984b; Guirado et al., 2000), mientras que en aves lo hace en una region
de la DVR conocida como ectoestriado (Benowitz y Karten 1976, Gamlin y Cohen,

1986), recientemente renombrada como entopalio (Reiner et al., 2004; Jarvis et al., 2005).
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Por su parte, las proyecciones somatosensoriales proyectan a una zona de la DVR anterior
que no se solapa con la visual. En reptiles se trata de una zona intermedia (en el eje
medio-lateral) de la DVR anterior (Lohman y Van Woerden Verkley, 1978; Bruce y
Bulter, 1984b; Pritz y Stritzel, 1994), mientras que en aves la proyeccion ascendente desde

el relevo somatosensorial del talamo

ViA VIA VIiA
VISUAL SOMATOSENSORIAL AUDITIVA

<k, Nicleos de la

% columna dorsal
Z

Figura 1: Proyecciones Visuales, Somatosensoriales y Auditivas a la DVR en Aves y Reptiles. Diagramas
esquematicos de secciones frontales del telencéfalo, diencéfalo y mesencéfalo de la paloma (A; modificadas de la
Figura 6 en Reiner et al.,, 2005) y de la lagartija (B) en las que se muestran los nlcleos que conforman los

principales circuitos visuales, somatosensoriales y auditivos en aves y en reptiles.
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dorsal (nucleo dorsolateral posterior talamico) acaba en partes del nidopalio (antes
neoestriado) intermedio y caudomedial (Dubbledam et al., 1981; Wild, 1987; Funke,
1989). Por ultimo, el relevo auditivo del talamo de los reptiles (ntcleo medial anterior o
reuniens segun el grupo) proyecta a la DVR anterior medial (Pritz, 1974a; 1974b; Foster y
Hall, 1978) mientras que el de aves el nucleo ovoide u ovoidalis del tdlamo proyecta a la

porcién mas medial del nidopalio caudal, que se conoce con el nombre de campo L

(Karten, 1967; 1968; Wild et al., 1993).

Este cumulo de datos fue interpretado de diferente manera por distintos autores.
Mientras algunos, Philip Ulinski entre ellos (1983), adoptaban una postura cauta vy,
simplemente, sugerian una analogia entre las areas sensoriales de la DVR de sauropsidos y
las areas sensoriales del isocortex de los mamiferos, otros autores, encabezados por Harvey
Karten sugerian una auténtica homologia entre la DVR vy el neocortex. En esta linea,
Karten (1991) comparé detalladamente los circuitos auditivos del prosencéfalo de las aves

y los mamiferos (Fig. 2).

Esta comparacion llevo a Karten y Shimizu (Karten y Shimizu, 1989) a sugerir que
existia una homologia entre capas del neocortex y regiones de la DVR y que la laminacion
y la adquisicion de conexiones fueron dos fendmenos que ocurrieron
independientemente en la evolucion del prosencéfalo de los tetrapodos. Asi, las areas
receptoras de las proyecciones del tadlamo de la DVR de las aves (y supuestamente de los
reptiles) serian homologas de la capa IV del isocortex de mamiferos, mientras que las
capas II-II del neocértex, fundamentalmente implicadas en conexiones cortico-corticales
serian equivalentes a determinadas areas de la DVR, llamémoslas intermedias, de las aves
que reciben proyecciones de las sensoriales primarias y proyectan a otras areas del
telencéfalo palial (ver Fig. 2). Por ultimo, y dado que en las aves partes del arcopalio
(antes  conocido como  arquiestriado)  originan  importantes  proyecciones
extratelencefalicas y reciben proyecciones de estas ‘areas intermedias’ de la DVR, Karten

compara estas partes del arcopalio con las capas infragranulares del neocortex de los

mamiferos (V y VI).

Una dificultad muy patente de la hipotesis de homologia DVR-neocértex es la

derivada de las grandes diferencias arquitectonicas y la distinta posicion relativa que
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ambas estructuras adultas (topografia) y sus primordios embrionarios (topologia) ocupan

en los hemisferios cerebrales de saurdpsidos y mamiferos.

Via Auditiva

A en el Telencéfalo B
de las Aves
Tal. Receptoras  Interneuronas DTEs Hpocamno
Campo L2 L3, L1, Nd Fy
—>
Ganglios
Basales
Talamo Tronco del
Encéfalo

Circuito Neocortical
Equivalente

Hipocampo
Interneuronas
Capas lI-llI
Tal.Receptoras
Capa IV
DTEs
Capas V-VI

Talamo Tronco del
Encéfalo

Figura 2: Hipotesis de Karten (1997) sobres las Homologias del Neocértex de Mamiferos y la DVR de
Saurépsidos. La homologia esta ilustrada sobre el circuito auditivo de mamiferos y aves. De acuerdo con esta
hipétesis (A) en el cortex auditivo de los mamiferos las células talamo-receptoras, las cortico-corticales y las
células de proyeccion descendente ocupan capas diferentes (granular, supragranulares e infragranulares
respectivamente). Por el contrario, en la DVR de las aves, estos tres tipos celulares conforman grupos celulares
(nucleos) separados. Por lo tanto, las distintas capas del neocértex encontrarian sus homélogos en distintos
nucleos o agrupaciones celulares de la DVR de las aves y los reptiles (B). Asi pues, Karten y Shimizu postularon

que la laminacion ocurrié como un hecho independiente en el curso de la evolucién amniota.

Para explicar estas diferencias entre estructuras supuestamente homologas, Karten
(1991) recurrié a una explicacion algo artificiosa, segun la cual las distintas capas del
isocortex de los mamiferos se originarian mediante sucesivas oleadas de migracion de

neuronas nacientes originadas unas del neuroepitelio palial (migracion radial) y otras del
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epitelio ‘subventricular’ (migracién tangencial desde el primordio de la DVR). Aunque
esta hipotesis se basa en datos anatomicos de la época que indicaban la existencia de
migraciones tangenciales masivas hacia el cértex durante el desarrollo (Kuan et al., 1997),
afios después se demostrd que las células migradas tangencialmente se originan en la
eminencia ganglionar medial subpalial y originan células GABAérgicas que se distribuyen
por todas las capas del neocortex (ver Marin y Rubenstein, 2003; Pla et al., 2006), lo que

desacredita bastante la hipétesis de Karten.

Sin embargo, la obsesion por encontrar el neocortex primordial sesgd hasta tal
punto la interpretaciéon de los resultados que ha dado lugar a una larga lista de
publicaciones en las mejores revistas en las que se da por demostrada la existencia de un
neocortex en el telencéfalo de aves. Un ejemplo es el trabajo de Divac y sus colaboradores
(Mogensen y Divac, 1982; Divac et al., 1985; Divac y Mogensen, 1985; 1993) quienes
sugirieron que una zona de la DVR posterolateral de las aves (la llamada area temporo-
parieto occipital, TPO) era homologa al cortex prefrontal de los mamiferos, basandose en
el hecho de que ambas estructuras comparten una densa inervacion dopaminérgica y
participan en la elaboracion de respuestas apetitivas ejecutadas con alternancia retardada
(delayed alternation). Esta idea goza de amplia aceptacion como lo demuestra el hecho de
que la busqueda ‘cortex prefrontal birds’ en el Pubmed dé 48 resultados. Entre los seguidores
de esta idea destaca el grupo de Onur Guntiirkiin, quien ha realizado detallados estudios
histoquimicos y de conexiones de la DVR caudo-lateral de las aves, asi como minuciosos
andlisis del efecto de lesiones o inactivaciones de esta drea en el comportamiento de las

aves, bajo la premisa de que constituye el cértex prefrontal aviar.

El mayor problema de esta hipotesis no es su posible inconsistencia sino que se
haya generado basandose tan solo en las posibles similitudes entre el cerebro de aves y el
de los mamiferos. Cualquier propuesta de homologias debe incluir un analisis cladistico
de caracteres anatomicos que incluya en el estudio de los mismos no solo las aves y los
mamiferos sino también los distintos grupos de reptiles (al menos Squamata, tortugas y
cocodrilos). En este sentido, los estudios de la porcion posterolateral de la DVR de
reptiles contradicen la hipotesis de homologia de la DVR con el neocortex. Por el
contrario, estos estudios sugieren que esta zona, la DVR caudal de los reptiles, constituye
una porcién de su amigdala (Bruce y Neary, 1995a; 1995b; Lanuza et al., 1997; 1998;

Guirado et al.,, 2000; Martinez-Garcia et al.,, 2002a), en plena congruencia con los
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estudios clasicos de J.B. Johnston (1923) y Alice Osborn Curwen (1939). Asi pues, el
estudio del polo caudal de la DVR de reptiles y de aves ha dado lugar a dos propuestas
diferentes y contradictorias acerca de su homologia con el cerebro de mamiferos. Uno de
los objetivos de esta tesis es contribuir a aclarar este punto. Con ello pretendemos,
igualmente, aumentar nuestra comprensién de la evolucién del cerebro de los vertebrados
estudiando desde una perspectiva comparada la anatomia de centros cerebrales no

neocorticales, como la amigdala y el estriado.

1.2 ENTENDER EL TELENCEFALO: EL CIRCUITO
BASICO DEL PALIO Y EL SUBPALIO

En nuestro estudio comparado partimos de la hipotesis propuesta por Swanson y
Risold (1999) acerca de la organizacion de los hemisferios cerebrales y las reglas que los
gobiernan. En este sentido, la principal division del telencéfalo es la que contempla el
palio y el subpalio. El palio es el parénquima nervioso topologicamente dorsal a los
ventriculos laterales, la mayor parte del cual se encuentra organizado en estructuras
laminares conocidas con el nombre de cortex cerebral. El subpalio se origina de los
neuroepitelios basales (ventrales) de ambos hemisferios cerebrales y, con pocas
excepciones, no presenta organizacién laminar sino nuclear. En los primeros estadios de
desarrollo embrionario, las estructuras subpaliales forman dos engrosamientos que se
conocen con el nombre de eminencias ganglionares medial y lateral (algunos autores
afiaden una tercera eminencia ganglionar caudal). Los principales derivados adultos de
estas eminencias ganglionares son las estructuras estriatales (caudado-putamen) y palidales

(pallidum).

La relevancia de esta division no fue comprendida cabalmente hasta que en 1975
dos grupos observaron, por separado, que el nucleo accumbens y el tubérculo olfativo
presentaban un patrén de conexiones con el tegmento mesencefilico que recordaba al del
caudado-putamen (Heimer y Wilson, 1975; Swanson y Cowan, 1975). Estos hallazgos
llevaron a Heimer y Wilson (1975) a sugerir que el ntcleo accumbens, el tubérculo
olfativo y el fundus striatum (una pequefa porcién latero-basal del caudado-putamen)
constitufan simplemente la porcion ventral del estriado, del que el caudado-putamen era
la parte dorsal. Estudios mas recientes han revelado mas similitudes entre las porciones

dorsal y ventral del estriado, relativas a su organizacién intrinseca, sus conexiones
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extrinsecas y sus propiedades neuroquimicas. El patréon de organizacion compartido por
todas las estructuras estriatales incluye el input glutamatérgico masivo desde dreas del
cortex (arquicodrtex-hipocampo para el estriado ventral, isocortex para el dorsal), asi como
eferencias directas e indirectas (a través del palido ventral y del globo palido) a centros
tegmentales (area ventral tegmental y substantia nigra), que se originan en células
GABAérgicas (y peptidérgicas) estrelladas y espinosas de tamafio medio. Por su parte, los
blancos tegmentales del estriado dan lugar a proyecciones dopaminérgicas de vuelta a las

dreas estriatales de las que reciben proyeccion (Figura 3).

Estudios mas recientes han revisado y ampliado este esquema. Asi, Swanson y
Risold (1999), tras estudiar muy detalladamente las conexiones y propiedades
neuroquimicas del septum lateral, lo han reinterpretado como una porcion del estriado a
la que llaman estriado medial, siguiendo la sugerencia de Santiago Ramon y Cajal (1901).
Como el estriado propiamente dicho, el septum lateral recibe una densa proyeccién
glutamatérgica desde una porcion del cortex (la formacion hipocampica). Ademas el
septum lateral posee células estrelladas espinosas de tamafno mediano que originan una
proyeccion GABAérgica al palido, concretamente al septum medial y nucleo de la banda
diagonal, que constituirian por tanto el pilido medial, asi como al ntcleo tegmental del
que recibe su aferencia dopaminérgica, el drea ventral tegmental. Este esquema, fue aun
mas detallado por Lanuza et al (2002) quienes observaron ademas, que es aplicable a los
hemisferios cerebrales de todos los vertebrados amniotas. Como indica la Figura 3, la via
cortico-estriado-palidal (incluyendo el bucle estriado-tegmental) parece ser el circuito
basico de los hemisferios cerebrales. Ademas de las propiedades hodologicas vy
neuroquimicas mencionadas, este circuito se caracteriza por la presencia de aferencias
talamicas al palio y de importantes conexiones cortico-corticales, que incluyen algunas
conexiones comisurales simétricas y asimétricas. Algunas 4reas corticales originan también
vias descendentes extratelencefalicas que acaban en el tilamo, hipotilamo, puente,

tegmento y/o tronco cerebral, saltindose el complejo estriado-palidal.
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Otra caracteristica del palio es que las neuronas de proyeccién, las neuronas
piramidales, son glutamatérgicas y por lo tanto lo son sus proyecciones extrinsecas e
intrinsecas (cortico-corticales). Pero ademas, el palio posee una poblacion minoritaria
pero importante de interneuronas GABAérgicas y peptidérgicas. Por el contrario en el
estriado coexisten neuronas de proyeccion GABAérgicas/peptidérgicas con una
importante poblacién de interneuronas colinérgicas. Por ultimo, en el palido existe una

poblacion dispersa de neuronas colinérgicas (y algunas GABAérgicas; Kohler et al., 1984;
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Zaborszky et al., 1999; Sarter y Bruno, 2002) que originan una proyeccién ascendente de

vuelta al cortex.

A la vista de este esquema resulta dudosa la utilidad, en estudios comparados, de
caracteres generales del palio, como la presencia de aferencias talamicas o de proyecciones
al estriado, para definir una de sus porciones (el neocdrtex) en el encéfalo de no
mamiferos. El significado comparado de una determinada zona del palio tendra que
deducirse del de las estructuras estriatales a las que proyecta y de las talamicas de las que
recibe aferencias, asi como de la existencia o no de proyecciones directas a porciones del
talamo, hipotialamo o tronco cerebral, y de las conexiones palio-paliales y comisurales que

muestre.

1.3 LA TOPOLOGIA Y LA EXPRESION DE LOS GENES
HOMEOTICOS DURANTE EL DESARROLLO

La organizacion del telencéfalo en compartimentos palial, estriatal y palidal
conectados de acuerdo con el esquema descrito y con las caracteristicas neuroquimicas
mencionadas es el resultado del desarrollo embrionario temprano de los hemisferios
cerebrales. Como en otras partes del cuerpo, en el encéfalo y mas concretamente en el
telencéfalo, la expresion de una serie de genes morfogenéticos (mayoritariamente genes
homeoticos, que codifican homeodominios que se unen al DNA actuando como factores
de transcripcion) determina las coordenadas posicionales de sus diferentes partes y
divisiones, y con ello la naturaleza palial, estriatal o palidal de las distintas porciones del
neuroepitelio asi como los ejes medio-lateral y antero-posterior del palio. El estudio de
estos genes y de sus patrones de expresion ha aportado, por ello, informacion de un valor
inestimable para la comprension de la organizacion del telencéfalo y del significado

comparado de sus partes.

Dado su papel clave en el desarrollo, los genes homeoticos han sufrido una
evolucion muy conservadora, hasta el punto de que genes homologos determinan la
identidad del ojo en vertebrados y moluscos (Pax-0) y en insectos (eyeless). De hecho, la
induccién artificial de la expresion del gen Pax-6 de un calamar en una posicion anomala
de un embrién de Drosophila provoca el desarrollo de un ojo compuesto ectdpico

(Tomarev et al., 1997). Asi pues, el estudio de la expresién de genes homeoticos durante
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el desarrollo constituye una herramienta muy util para marcar territorios homoélogos (con

la misma identidad y coordenadas posicionales) en distintos vertebrados.

Utilizando esta estrategia Smith-Ferndndez et al. (1998) demostraron que en el
embrion del raton existia un territorio telencefilico que no expresaba los genes
marcadores del palio (emx-1) ni del subpalio (DIx1), al que denominaron zona
intermedia. En los embriones de no mamiferos estudiados (pollos y tortugas) el territorio
telencefilico que cumplia estos requisitos coincidia con la DVR. En el raton, el derivado
adulto del territorio intermedio incluia parte del paleocortex y del complejo amigdalino,
lo que llevo a Smith-Fernandez et al. (1998) a sugerir una homologia entre la DVR

posterior de los saurépsidos y partes de la amigdala de los mamiferos.

Al mismo tiempo que Smith-Ferndndez y sus colaboradores, los grupos de Puelles
y Rubenstein llevaron a cabo un estudio similar en embriones de ratén y de pollo, si bien
el anlisis anatomico de sus preparaciones era mucho mds preciso y minucioso, e incluia
también el patron de expresion de otros genes paliales, concretamente Thr-1 y Pax-6, y del
gen subpalial Nkx-2.1 (Puelles et al. 1999; 2000). Los resultados de su trabajo indicaban
que la ‘zona intermedia’ de Smith-Fernandez y colaboradores era, en realidad, una
porcién del palio mas lateral que el palio lateral (paleocortex) al que ellos bautizaron con

el nombre de palio ventral.

Como se indica en la Figura 4, los resultados de Puelles y colaboradores (2000)
sugerian ademas que en las aves, del palio ventral embrionario se derivaban el entopalio y
nidopalio adultos asi como la porcién intermedia ventral del arquiestriado, mientras que
el palio lateral embrionario daba lugar no sélo al cértex piriforme sino también al
hipopalio ventral y a las divisiones posterior e intermedia dorsal del arquiestriado. Por su
parte, en mamiferos, el palio lateral daba lugar al cortex piriforme y a la parte mas dorsal
del complejo claustro-endopiriforme, asi como a las porciones topologicamente mas
dorsales de la amigdala cortical y al nucleo basal de la amigdala. Por ultimo, el palio
ventral de los mamiferos daba lugar a las porciones ventrales del complejo claustro-
amigdalino, que incluiria el ntcleo endopiriforme ventral, las porciones topoldgicamente
mas ventrales de la amigdala cortical, incluido el nucleo del tracto olfativo lateral, asi

como los nucleos lateral y basal accesorio de la amigdala.
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1.4 LOS NUEVOS DATOS APOYAN LAS VIEJAS IDEAS:
IDENTIDAD DE LA AMIGDALA DE LOS REPTILES

Uno de las consecuencias de la publicacion de los resultados de la expresion de
genes homeoticos durante el desarrollo embrionario es que cuestionaron muy seriamente
la hipotesis dominante de la neuroanatomia comparada, la posible homologia de la DVR
con al menos algunas capas del neocortex de los mamiferos. No obstante, aunque esta
hipotesis parecia ser aceptada por un gran numero de neuroanatomistas comparados (lo
que podriamos denominar la escuela Estadounidense y algunos anatomistas europeos),
antes de la aparicion de datos de expresidon génica ya se habian oido voces que, utilizando
datos de conexiones y topologia, planteaban serias dudas acerca de la validez de esta

hipotesis.

Asi, la hip6tesis se basa en la consideracion de que las zonas sensoriales del talamo
dorsal de aves y reptiles que proyectan a la DVR son homologas de las que originan las
proyecciones a las dreas sensoriales primarias del neocortex de los mamiferos, si bien esto
no se ha demostrado y existen serias dudas al respecto (ver Butler 1994b; Guirado et al.,
2000; 2002; Davila et al., 2002). Por otro lado, otras proyecciones del neocédrtex no se
encuentran en la DVR. Asi, las dreas talamo-receptoras de la DVR no proyectan de vuelta
a los nucleos talamicos de los que reciben aferencias. Del mismo modo, aunque la DVR
presenta importantes proyecciones intrinsecas (Andreu et al., 1996; Metzger et al., 1998;
Lanuza et al., 1998; Kroner y Guintiirkiin, 1999) es patente la ausencia completa de
proyecciones comisurales en la DVR de reptiles y aves (Ulinski, 1983), mientras que en
los mamiferos placentarios las conexiones comisurales del neocortex conforman uno de
los tractos mas llamativos, por su tamano, del encéfalo, el cuerpo calloso. Del mismo
modo, la DVR carece de proyecciones directas al techo mesencefalico (muy patentes en
las areas visual y auditiva del neocortex) y al puente rombencefalico (Ulinski, 1983). Uno
de los puntos rara vez discutidos en las revisiones sobre esta cuestion es el porqué se
considera que la presencia de las aferencias talimicas es mas importante, como criterio de

homologia, que la ausencia de otras proyecciones.

Pero también habia datos positivos que contradecian la hipotesis de la homologia

neocortex-DVR, al sugerir otras posibles homologias para el polo caudal de la DVR de los
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reptiles. Asi, en 1995 Bruce y Neary (1995a; 1995b) trazaron retrogradamente las
proyecciones aferentes al hipotilamo del gecko, en el que demostraron que la parte
posterior de la DVR (PDVR) originaba una proyeccion notable al hipotilamo
ventromedial similar a la que en los mamiferos constituye el grueso de la stria terminalis y
que se origina en la amigdala. Estos datos fueron replicados y ampliados en otra especie
de lagartos, Podarcis hispanica (Font et al., 1995; Lanuza et al., 1997) quienes observaron
que la PDVR y un nucleo adyacente al mismo, conocido con el nombre de amigdala
lateral, originaban la stria terminalis que acababa en diversos nucleos del hipotilamo
ventromedial que incluian niveles retroquiasmaticos y tuberoinfundibulares. Ademas
otros nucleos adyacentes (ventral anterior y/o posterior de la amigdala) proyectaban a
zonas aun mas caudales (premamilares) del hipotialamo. Por el contrario, la llamada
transicion estriado-amigdalina, para la que se habia propuesto una posible homologia con
la amigdala central (Russchen y Jonker, 1988), proyectaba a nucleos del compartimento
lateral del hipotialamo y a estructuras del tronco cerebral. Poco después, Lanuza et al.
(1998) estudiaron las conexiones aferentes a la PDVR de P. hispanica y demostraron que
recibia aferencias talamicas multimodales. Ademas la PDVR era el blanco de aferencias
convergentes desde centros telencefilicos unimodales quimiosensoriales, y de las
porciones auditiva, visual y somatosensorial de la DVR anterior, confirmando los
resultados de Andreu et al. (1996) en Psammodromus algirus. Por otra parte, la PDVR
recibia también aferencias de centros rombencefilicos que incluian el area parabraquial,
asi como aferencias directas desde el cortex hipocampico. Todos estos datos llevaron a
Lanuza et al. (1998) a sugerir que la PDVR vy los nucleos adyacentes constituian la

amigdala basolteral de los reptiles.

Curiosamente, las conclusiones de estos estudios detallados de la conectividad del
telencéfalo de reptiles coincidian plenamente con las derivadas de los trabajos clasicos de
].B. Johnston (1923) y Alice Osborn Curwen (1939), quienes basandose simplemente en
estudios de la arquitectura del telencéfalo de los reptiles y de su comparacién con el de los
mamiferos habian sugerido que el cuadrante ventro-lateral del polo caudal de los
hemisferios cerebrales de los reptiles constituia su amigdala. Los datos de Bruce y Neary
(1995) y de Lanuza et al. (1997; 1998) indicaban que, como en mamiferos, la amigdala de
los reptiles proyectaba masivamente al hipotalamo, y que parte de esta proyeccion surgia

de una zona asociativa del palio equiparable a la amigdala basolateral de los mamiferos.
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Estos datos, no obstante, se hacian muy dificil de conciliar con la posible identidad
neocortical de la DVR propuesta por la escuela norteamericana de neuroanatomia

comparada (Striedter, 1997).

1.5 LAS CONEXIONES INTRATELENCEFALICAS DE LA
AMIGDALA, LAS GRANDES OLVIDADAS

Mientras tanto, los estudios en aves seguian apostando por la hipotesis de la
naturaleza neocortical de la DVR y de la homologia de algunas de sus divisiones con
capas concretas del neocortex de los mamiferos. Asi, en 1995 Veenman et al., estudiaron
las proyecciones de la DVR al estriado de la paloma en un articulo en el que asumian su
naturaleza cortico-estriatal. En él, los autores interpretaban las proyecciones a los distintos
compartimentos estriatales como parte del circuito neocortical y atribuian a la DVR

caudal una naturaleza prefrontal siguiendo la idea propuesta por Mogensen y Divac

(Mogensen y Divac, 1982; Divac et al., 1985; Divac y Mogensen, 1985; 1993).

Por su parte, los datos en reptiles, en donde la naturaleza amigdalina de la PDVR
no es cuestionada, son incompletos y parcialmente contradictorios. Asi, Martinez-Garcia
et al. (1993) habian realizado algunas inyecciones de peroxidasa de rdbano en la DVR
caudal de Podarcis y observaron un denso marcaje anterégrado en las zonas dorsal y
ventral (ntcleo accumbens) del estriado, mientras que Gonzalez et al. (1990) analizaron
detalladamente las conexiones del estriado y del ntcleo accumbens del gecko (Gekko
gecko) usando trazado retrégrado y anterogrado sin que apenas describieran conexiones
con el polo caudal de la DVR. Por ultimo, los estudios en serpientes también indicaban la
existencia de proyecciones masivas al estriado ventral desde el polo caudal del DVR
(Lanuza y Halpern, 1997; Pérez-Santana et al., 1997), si bien se trataba de descripciones

poco detalladas, excepto en lo tocante a las originadas en el nucleo esférico.

Este desinterés relativo acerca de las conexiones amigdalo-estriatales en no
mamiferos se explica, en gran medida, por el hecho de que, si bien se conoce la existencia
de proyecciones desde la amigdala al estriado en mamiferos, suelen ser ignoradas en las
visiones funcionales de la anatomia amigdalina en favor de otras proyecciones eferentes
de la amigdala cuyo papel en el control del comportamiento es mas claro. Un ejemplo

paradigmatico de este descuido es el analisis de la anatomia funcional de la amigdala
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realizado por Pitkiinen et al. (1997) quienes, tras revisar los datos publicados hasta fecha
sobre las conexiones de la amigdala, los interpretaron en el contexto de la expresion del
miedo y el miedo condicionado para concluir que la amigdala ejerce su importante
funcion en el control del comportamiento a través de las eferencias de la amigdala central

sobre el hipotdlamo y el tronco del encéfalo.

No obstante, los mamiferos muestran importantes proyecciones amigdalo-
estriatales, como se ha puesto en evidencia usando distintas técnicas de trazado
(aminoacidos tritiados, peroxidasa y lectinas) en diferentes especies incluidas la rata, el
gato y el macaco (Krettek y Price, 1978; Kelley et al., 1982; Wright et al., 1996; Fudge et
al., 2002). Por otro lado, el grupo de Everitt y Robbins demostré que las lesiones de la via
amigdalo-accumbens en la rata afectaban seriamente a su capacidad de generar respuestas
apetitivas frente a reforzantes secundarios (Cador et al., 1989; Everitt et al., 1989). La
enorme complejidad del estudio del refuerzo quizas explique porqué el miedo, mas
asequible al analisis experimental, ha recibido mas atencion. Desgraciadamente, esto ha
sesgado las ideas de la comunidad cientifica acerca de la funcion de la amigdala y de sus
proyecciones y, como consecuencia, las conexiones amigdalo-estriatales han recibido
menos atencién que otras, también en los estudios comparados. Uno de los objetivos de

esta tesis es cubrir esta laguna en la neuroanatomia comparada del telencéfalo.

1.6 LA AMIGDALA: ;UNIDAD FUNCIONAL O
ARTIFICIO?

El nombre amigdala, derivado del término greco-latino amygdala, almendra, fue
acufiado por Burdach (citado por Swanson y Petrovich, 1998) para designar una pequefia
protuberancia con tamafno y forma de una almendra, situada en lo mas profundo del
lobulo temporal del cerebro humano. La amigdala es facil de identificar
macroscopicamente en el encéfalo de muchos mamiferos como un pequefo bulto liso
situado en la base de los hemisferios cerebrales caudales (ver Figura 5). Tanto en
mamiferos lisencéfalos como en girencéfalos la amigdala es ventral a la fisura rinal y se
sitia al final del tracto olfativo lateral, lo que de hecho refleja la naturaleza olfativa y

vomeronasal de algunas de las estructuras que la componen.
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Un analisis pormenorizado de la amigdala de los mamiferos revela, sin embargo,
que se trata de una estructura anatémicamente muy compleja, cuya funciéon no es
Unicamente quimiosensorial. Desde el punto de vista anatémico ya ].B. Johnston (1923),
en el primer analisis comparado de la amigdala de los vertebrados, propuso que se trataba
de una mezcla de estructuras paliales (divisiones basolateral y cortical) y subpaliales
(amigdala central y medial). Tanto los estudios de marcadores de territorios paliales y
subpaliales en el adulto (ver apartado 1.2 de esta Introduccién) como los de la expresion
de genes homeoticos marcadores de estos territorios durante el desarrollo embrionario
(ver apartado 1.3) han confirmado la heterogeneidad anatomica de la formacion
amigdalina. De hecho, en un revision sagaz y provocativa, Swanson y Petrovich (1998)
propusieron que la amigdala era un nombre con el que se designaba a una agrupacion
arbitraria de estructuras paliales pertenecientes al cortex olfativo o paleocodrtex y al

claustro ventromedial y a otras estructuras subpaliales pertenecientes al estriado (Figura

6A).

fisura rinal

bulbo
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Figura 5: Anatomia Macroscépica de la Amigdala de Mamiferos. La amigdala se identifica facilmente en el
cerebro de mamiferos, tanto lisencefalicos (e.g. la rata; A, vision ventral; B, visién lateral) como girencefalicos
(e.g. el cordero; C, vision ventral; D, vision lateral). En ambos casos, el tracto olfativo lateral puede seguirse
desde los bulbos olfativos hasta el abultamiento basal en los hemisferios cerebrales caudales que corresponde

a la amigdala.
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En concordancia con esta idea, Puelles et al. (2000) sugieren abandonar el término
¢ ’ b . [§ ’ . .
amigdala’ y emplear en su lugar expresiones ‘neutras’ como lateropalial (perteneciente al

palio lateral), ventropalial (perteneciente al palio ventral), estriatal o palidal.

Swanson y Petrovich (1998) sostienen que a esta heterogeneidad anatémica hay
que anadir una heterogeneidad funcional. Asi, la amigdala seria una suma de centros
nerviosos pertenecientes a los sistemas olfativo-vomeronasal, autonémico y al llamado
sistema fronto-temporal, constituido por la division basolateral de la amigdala y amplias
porciones del cortex (pre)frontal y temporal (Figura 6B). Estas consideraciones llevan a
Swanson y Petrovich a plantear que nombres como el de ‘amigdala’ (y como otros
heredados de la tradicién neuroanatémica) designan grupos celulares combinados
arbitrariamente, en lugar de en funcion de las unidades estructurales y funcionales a las
que parecen pertenecer. Concluyen, por tanto, que la amigdala no constituye ni una

unidad estructural ni una unidad funcional.
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Figura 6: Organizacion Estructural y Funcional de la Amigdala. Esquemas de la organizacién de la amigdala
en base a criterios funcionales (A) y en base a criterios estructurales (B), segin Swanson y Petrovich (1998). Las
proyecciones de la amigdala cortical usan glutamato como neurotransmisor, mientras que las proyecciones de la

amigdala estriatal usan GABA.

Hay que tener presente, que esta conclusion (ciertamente radical) se basa en el
analisis de la anatomia funcional de la amigdala de una sola especie, la rata y que para
que estas conclusiones puedan ser solidas deben ser aplicables a todas las especies de
vertebrados tetrdpodos. En este sentido, los estudios neuroanatémicos comparados
discutidos arriba indican que no existe un neocértex en los reptiles. Por lo tanto, la

unidad funcional que Swanson y Petrovich denominan Fronto-temporal o no existe en

17



Introducciéon General

los reptiles o esta constituida Unicamente por la division basolateral de la amigdala. Si
esta divisién estuviera conectada con otros centros de la amigdala, las diferentes
divisiones funcionales consideradas por Swanson y Petrovich (1998) serian, a su vez,
funcionalmente interdependientes, lo que transformaria la amigdala en un sistema

funcional de orden superior.

Asi pues, estudiar las conexiones de ésta porcion del encéfalo de los reptiles puede
no sélo ayudar a entender su significado comparado y su posible homologia en el cerebro
de los mamiferos y de otros tetrapodos, sino contribuir a entender la funcion de la
amigdala y la posible incardinacién de sus diferentes componentes en uno o diversos

sistemas funcionales.
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Objetivos

OBJETIVOS DE LA TESIS

El objetivo general de esta tesis es realizar un estudio comparado de las conexiones
intratelencefilicas de la amigdala, mas especificamente de sus conexiones con el estriado.
Para ello utilizaremos dos especies, un representante de los reptiles, la lagartija comun
Podarcis hispanica, y un modelo de mamifero cada vez mds empleado en investigaciones de

la funcion cerebral pero para el que hay pocos datos anatomicos, el ratdon Mus musculus.
De este objetivo general se derivan los siguientes objetivos secundarios:

1. Realizar una propuesta detallada de las homologias entre las distintas divisiones de la

amigdala de reptiles y mamiferos.

2. A la luz de estos datos, revisar las ideas acerca del significado comparado de las

distintas areas de los hemisferios cerebrales de las aves.

3. Entender la evolucién de la amigdala en los tetrapodos y la influencia que, en la
estructura de la misma, puede haber tenido el mayor o menor grado de desarrollo de

los sistemas quimiosensoriales.

4. Elaborar un esquema de la anatomia funcional de la amigdala de los vertebrados,
basada en un estudio comparado exhaustivo, que permita abordar adecuadamente la
cuestion de si la amigdala constituye una unidad funcional o si, por el contrario, es

un término arbitrario sin entidad conceptual que debe ser abandonado.

5. Entender el papel que la amigdala ha jugado en la evolucion de los hemisferios

cerebrales de los tetrapodos.
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3.1 ANIMALES

En la primera parte del estudio se utilizaron 42 especimenes adultos (de ambos
sexos) de Podarcis hispanica (48-54 mm de longitud hocico-cloaca). Los animales se
capturaron en Valéncia, Espafa, entre 1988 y 1998 bajo una licencia expedida por la
Conselleria d’Agricultura i Medi Ambient del Gobierno Valenciano, se mantuvieron en un
terrario con agua ad libitum y se alimentaron dos veces por semana con larvas de Tenebrio
molitor, bajo un ciclo natural dia/noche, a 20-25°C. En la segunda mitad del trabajo
experimental se utilizaron 39 hembras adultas de raton Mus musculus de la cepa
C57BL/J6 (17°9¢g - 25’1g de peso corporal; Harlan Interfauna Ibeérica S.L., Barcelona,
Espafia). Los animales se estabularon en jaulas con comida y agua ad libitum, bajo un ciclo

natural dia/noche, a 22-25°C.

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las pautas del Consejo

de Comunidades Europeas (86/609/EEC) para el manejo de animales experimentales.

3.2 EXPERIMENTOS DE TRAZADO DE CONEXIONES

Con el objetivo de identificar en ambas especies las células de origen de las
proyecciones desde la amigdala palial al prosencéfalo basal, inyectamos trazadores
neuroanatémicos por ionoforesis en diferentes partes del estriado, tanto en lagartijas
como en ratones y analizamos el marcaje retrégrado resultante. En el caso de Podarcis
hispanica se llevaron a cabo 7 inyecciones en el estriado, (n=4, estriado ventral; n=3,
estriado dorsal). Del mismo modo, en Mus musculus realizamos inyecciones en diferentes
partes del nucleo accumbens (n=4, 4rea periférica [shell] medial del accumbens; n=1, 4rea
periférica [shell] lateral del acumbens; n=5, area central [core] del accumbens; n=2,

inyecciones no restringidas) y del caudado-putamen (n=7) y en el islote de Calleja Magno

(n=1).

Una vez identificadas en ambas especies las células de origen de las proyecciones
amigdalo-estriatales se procedié a la inyeccion de trazadores en los diferentes nucleos de la
formacién amigdalina para analizar el marcaje anterdgrado resultante en el telencéfalo
basal. En Podarcis hispanica realizamos 19 inyecciones en diferentes areas de la formacion
amigdalina (n= 8, PDVR; n=6, nucleo dorsolateral amigdalino; n=1, cértex lateral

profundo; n=4, nucleo esférico), y en Mus musculus las inyecciones se llevaron a cabo en
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los diferentes nucleos de la amigdala palial (amigdala cortical n=3; amigdala profunda
n=10). Ademsds, aparte de los resultados propios obtenidos en Podarcis hispanica, la
descripcion de los resultados en esta especie se apoyd en casos ya publicados y en casos

pertenecientes al archivo de nuestro laboratorio.

Como control, en ambas especies se realizaron inyecciones adicionales en
diferentes areas vecinas a la amigdala y al telencéfalo basal (En Podarcis hispanica [n= 4,

ADVR; n=8, corteza dorsal; n= 3, corteza lateral; n= 6, septum,]; En Mus musculus [n=2,

LGP; n=5, AStr; n=1, subiculo]).

En este trabajo, se han utilizado cuatro trazadores diferentes: peroxidasa de
rdabano (HRP; Tipo VI; Sigma, St. Louis, MO), leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA-
L; Vector Laboratories, Burlingame, CA), dextran-amina biotinilada (BDA, peso
molecular 10.000 y 3.000, BDA-10.000 y BDA-3.000; Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) y dextran-amina marcada con tetrametilrodamina (RDA, peso molecular 10.000;
fluoro-ruby; Molecular Probes, Eugene, OR, USA). En los ratones unicamente se
utilizaron como trazadores la BDA y la RDA. Tal y como se ha demostrado previamente,
con nuestros protocolos y en nuestras condiciones experimentales, los cuatro trazadores
dan marcaje anterégrado y retrogrado de forma consistente (Lanuza et al., 1997; 1998;

Martinez-Marcos et al., 1999b; resultados del presente trabajo; ver mas adelante).

Para minimizar el namero de animales, cada sujeto recibia dos inyecciones de
trazadores, de modo que a cada inyeccion se le asignaba un codigo que consistia en una
letra indicativa del trazador (H para la peroxidasa, P para la PHA-L, B para la BDA y R

para la RDA) seguida de un numero de cuatro digitos que hacia referencia al espécimen.

Para la cirugia, las lagartijas se preanestesiaron con halotano (2-brom-2-clor-1,1,1-
trifluoretano, 99%; Aldrich, Steinheim, Alemania), tras lo cual fueron anestesiadas
profundamente con una inyeccion intramuscular de 6’5 ul por gramo de peso corporal de
Ketolar (Clorhidrato de Ketamina 50 mg/ml, Parke-Davis, El Prat de Llobregat, Espafa).
Por su parte, los ratones se anestesiaron profundamente mediante una inyeccion
intraperitoneal de 6’5 pl por gramo de peso corporal de pentobarbital sodico (11 mg/ml,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), siguiendo en protocolo de Shipley y Adamek
(1984).
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Tras la anestesia, los animales se colocaron en un aparato estereotixico (Stoelting,
Wood Lane, IL, USA, en el caso de las lagartijas con un adaptador para aves) y tras una
pequena incisién en la piel (en el caso de los ratones), se trepano el craneo para acceder al
drea deseada. Los trazadores se inyectaron por ionoforesis desde soluciones de los mismos
a las concentraciones adecuadas (HRP al 10% en tampon Tris [TB] 0°05M, pH 8’6; PHA-
L al 2’5% en tampodn fosfato [PB] O'01M, pH 7°4; BDA al 5-10% en PB 0’01M, pH 7°6;
RDA al 5-10% en PB 0’01M, pH 7°6) a través de micropipetas de vidrio con una punta de
didmetro interno de 10-40 pum. Para ello, aplicamos pulsos de corriente positiva (7
segundos on/off; 3 HA) a través de la solucion del trazador, durante 5-15 minutos con un
generador de corriente (Midgard Precision Courrent Source, Stoelting). La pipeta se dejé
en el mismo lugar durante 5 minutos tras la inyeccién para evitar el reflujo. Ademas,
durante la entrada y la salida de la micropipeta, se aplicd una corriente continua de
retencion de baja intensidad (-0’9 PA) para evitar la difusion del trazador a lo largo del

recorrido de la pipeta.

En el caso de las lagartijas, las inyecciones se llevaron a cabo tomando el vértice
anterior de la escama pineal como punto de referencia para las coordenadas
estereotdxicas, mientras que en los ratones, las inyecciones se realizaron tomando Bregma

como punto de referencia, de acuerdo con el atlas del cerebro del ratén realizado por

Paxinos y Franklin (2001).

En lagartijas, las inyecciones en las estructuras estriatales se realizaron usando una
aproximacion contralateral para asegurarnos de que las porciones de la corteza y/o la
cresta dorsal ventricular que quedan por encima de la diana deseada no se vieran
afectadas por la inyeccion o por el recorrido de la pipeta. Para conseguirlo, el craneo fue
perforado por encima de la corteza mediodorsal y la pipeta se introdujo usando el dngulo

apropiado para acceder al estriado contralateral a través del septum.

En el caso de las lagartijas, pasado un tiempo de supervivencia de 7-10 dias (para
los experimentos con HRP) o de 10-14 dias (para los experimentos con PHA-L, BDA o
RDA), los animales recibieron una sobredosis de Ketolar y fueron prefundidos
transcardialmente con 2 ml de solucién salina (NaCl al 0’9%), seguidos de 10-15 ml de

solucion fijadora (formaldehido en PB 0'IM, pH 7’4 al 4%). En el caso de los ratones,

tras un periodo de supervivencia de 7-8 dias, los animales recibieron una sobredosis de
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pentobarbital sédico, tras lo cual fueron prefundidos transcardialmente con 16 ml de PBS
(09% NaCl in O'IM PB, pH 7°6), seguidos de 82’5 ml de solucion fijadora
(formaldehido en PB 0’IM, pH 7’6 al 4%). Tras la perfusion, extrajimos cuidadosamente
los encéfalos y los postfijamos durante 4-24 horas en la misma solucion fijadora a 4°C.
Posteriormente, los cerebros se introdujeron en una solucién de sacarosa en PB 0’IM, pH
76 al 30% a 4°C hasta que se sumergieron. Con un microtomo de congelacién
realizamos secciones frontales de 40 um de grosor que, en cada cerebro, se separaron en

series paralelas (3 en el caso de Podarcis hispanica y 5 en el caso de Mus musculus).

En los animales inyectados con HRP, la actividad peroxidasica se reveld6 mediante
el uso de 3,3-diaminobenzidina (DAB, Sigma; en TB 0’05M, pH 8’0 al 0’'02%) como
cromogeno y H,0, al 0’'01%. En la mayoria de los casos, se afiadieron sales de niquel

(sulfato de amonio y niquel al 0’4%) para ennegrecer el producto de reaccion (DAB-Ni).

Para los restantes trazadores comenzamos la deteccién (inmuno)histoquimica
inhibiendo la actividad peroxidasica endégena con una solucion H,O, en tampon Tris

salino (TBS), pH 7’6 al 1%, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Para visualizar la PHA-L, se aplico el método indirecto peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP; Sternberger, 1979 [cabra anti-PHA-L, 1:2.000; mono anti-cabra IgG, 1:50; cabra
PAP 1:4.000; Vector Laboratories]) y el resultado de la actividad peroxidésica se revelod

utilizando DAB, tal y como se ha descrito anteriormente.

Para la deteccion de la BDA, las secciones se incubaron en el complejo avidina-
biotina (ABC Elite kit; Vector Laboratories) en TBS con un 0’3% de Triton X-100, bien
durante toda la noche a 4°C o bien durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, la actividad peroxiddsica se reveld con DAB-Ni tal y como se ha descrito

con anterioridad.

Para la detecciéon de la RDA, las secciones se observaron en un microscopio de
epifluorescencia equipado con un filtro N2.1 (Leica, Heidelberg, Alemania), o bien se
trataron para la inmunodeteccion de la tetrametilrodamina, en cuyo caso se utilizd un
anticuerpo primario especifico (anti-tetrametilrodamina obtenida en conejo, Molecular
Probes, Cat. # A-6397, Lot: 7051-3) diluido 1:4.000 en TBS con Triton X-100 al 0’3%,
seguido de un procedimiento PAP estandar (cabra anti-conejo IgG, 1:100, Nordic

Immunological Laboratories, Tilburg, The Netherlands; conejo PAP, 1:800, Nordic
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Immunological Labs.). La marca peroxiddsica resultante se revelo tal y como se ha descrito
arriba, en algunos casos con sales de niquel. Estos protocolos inmunohistoquimicos no
daban marcaje cuando se aplicaban en tejidos procedentes de animales que no habian
recibido inyecciones de RDA o de PHA-L en su caso. Mds aun, la omisién del anticuerpo
primario en secciones de animales a los que se les habia inyectado RDA hacia que el

tejido no presentara marca.

Tras el procedimiento (inmuno)histoquimico, las secciones se lavaron en gelatina
templada (30-40°C) diluida en TB al 0’2% y se montaron en portaobjetos limpios. En la
mayoria de los casos, las preparaciones fueron posteriormente contrastadas con azul de
toluidina acidificado y cubiertas con Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA) o
Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). Para observar la RDA con fluorescencia, las
secciones fueron recogidas inmediatamente después del corte y montadas tal y como se ha

descrito arriba. Posteriormente se secaron al aire y se cubrieron con Mowiol (Osborn y

Weber, 1982).

3.3 SOBRE LA METODOLOGIA DEL TRAZADO DE
CONEXIONES

La técnica de trazado de conexiones empleada en este trabajo presenta algunos
problemas potenciales que han sido tomados cuidadosamente en cuenta a la hora de
interpretar nuestros resultados. En primer lugar, aunque las dextran-aminas se utilizan
generalmente como trazadores anterdgrados, en nuestras manos, estos trazadores dan un
transporte retrogrado fidedigno. En diversos trabajos previos de nuestro grupo, se ha
comparado el transporte retrogrado obtenido con HRP con el obtenido con BDA, sin
haber observado nunca diferencias sustanciales, mas alla del hecho de que la BDA daba
lugar a una mejor definicion morfoldgica de las estructuras marcadas (Lanuza y Halpern,
1998; Lanuza et al., 1997; 1998; MartinezMarcos et al., 1999). Algunos de los cuerpos
celulares marcados presentan una apariencia similar a la obtenida con la técnica de Golgi
que sugiere que la captacion se puede haber debido a la rotura fibras de paso, pero en
todos aquellos lugares en los que aparece marcaje retrogrado, siempre hay células que
muestran un marcaje granular indicativo de una captacion sinaptica de los trazadores. Por
ello, confiamos razonablemente en que el transporte retrégrado observado revela

aferencias al lugar de inyeccion. Ademds, existen datos previos de otros grupos del uso de
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dextran-aminas como trazadores retrogrados en diversas especies (Schofield y Cant, 1996;
Marin et al., 1997; Davila et al., 2002). Por tanto, no hay ninguna razén para creer que las
dextran-aminas no son poderosos trazadores retrégrados, al menos cuando se aplican bajo
las condiciones que nosotros utilizamos. De hecho, tal y como discutiremos, nuestros
experimentos de trazado retrégrado replican los resultados de experimentos similares con
fluorogold en ratas (Brog et al., 1993) confirmando las similitudes esperadas en las
conexiones amigdalo-estriatales entre diferentes especies de roedores y la validez del uso
de las dextran-aminas como trazadores retrégrados. Finalmente, nuestros resultados del
trazado retrogrado de las vias amigdalo-estriatales son totalmente coherentes con aquellos

del trazado anterégrado de las mismas proyecciones (ver resultados de los capitulos 4 y 5).

El segundo problema de nuestro método deriva del hecho de que las dextran-
aminas se transporten tanto anterégradamente como retrégradamente, lo que complica la
interpretaciéon de los resultados del marcaje de fibras, ya que podrian deberse a transporte
anterégrado desde células localizadas en el lugar de inyeccion o desde células marcadas
retrogradamente que tengan colaterales axonicas en la amigdala y en el estriado. Este serio
problema se ha abordado siguiendo dos estrategias. En primer lugar, iinicamente hemos
considerado la existencia de una proyeccion cuando ésta se ha observado mediante el uso
tanto de trazado retrogrado tras inyecciones en el estriado como de trazado anterégrado
desde inyecciones en la amigdala. En segundo lugar, en nuestros experimentos de trazado
anterégrado de las eferencias amigdalinas también hemos estudiado el transporte
retrogrado para evaluar la posibilidad de marcaje axonico colateral desde aferencias
comunes al lugar de inyeccion y al estriado. Siempre que se ha observado marcaje similar
al de un Golgi en estructuras que también proyectan al estriado, los resultados se
consideran tentativos y apuntamos la necesidad de experimentos adicionales para

confirmarlos.

3.4 DETECCION  HISTOQUIMICA E  INMUNO-
HISTOQUIMICA DE MARCADORES NEURO-
QUIMICOS

En nuestro laboratorio se encuentra disponible una coleccion de preparaciones de

secciones cerebrales de Podarcis hispanica tefiidas con diferentes técnicas (ver Font et al.,
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1995) que fue utilizada para realizar un estudio detallado del telencéfalo basal en esta
especie. La histoquimica para la acetil colinesterasa (Achasa; Geneser-Jensen y Blackstad,
1971; n=6) y la deteccién inmunohistoquimica de la tirosina hidroxilasa (TH; n=2) y la
sustancia P (SP; n=3) resultaron particularmente utiles para la caracterizacién de la
quimioarquitectura del prosencéfalo basal de Podarcis. La inmunoreactividad para la TH
fue detectada mediante la utilizacién de un anticuerpo monoclonal anti-TH (Incstar,
Stillwater, MN), un anticuerpo biotinilado de caballo contra IgG de conejo y el método
ABC. La inmunoreactividad para la SP fue detectada con un anticuerpo policlonal de
conejo anti-SP (CRB, Cambridge, UK) y el método PAP (para detalles metodologicos, ver

Font et al., 1995). Ademas se utilizaron preparaciones con tincién de Nissl convencional

(n=5)
3.5 ADQUISICI()N Y PROCESADO DE LAS IMAGENES

Las fotografias de las imagenes al microscopio optico se obtuvieron mediante un
microscopio Leitz DMRB equipado con una camara digital Leica DC 300 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania). Las imagenes digitales se importaron al Adobe
Photoshop (Adobe Systems, Mountain View, CA) donde se homogeneizé la iluminacion
(restandoles el fondo), y se convirtieron a escala de grises (8 bits). En algunas secciones
teiidas con azul de toluidina y antes de la conversion a escala de grises, algunos colores se
corrigieron selectivamente para mejorar la visualizacion de la marca. Las imdgenes a pocos
aumentos, se compusieron ensamblando fotografias a gran aumento en el Adobe
Photoshop. Para la obtencion de las imagenes finales, se ajusté el brillo y el contraste y se
fijo la resolucion en 600 dpi. No se realizd ninguna manipulacion o filtrado adicional
sobre las imagenes. Finalmente, las laminas se diseflaron y se marcaron con el Adobe

Photoshop.
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Proyecciones Amigdalo-Estriatales en Podarcis hispanica

4.1 INTRODUCCION

El estudio comparado del telencéfalo de los vertebrados tetrapodos se ve
dificultado por dos importantes diferencias entre el prosencéfalo de los mamiferos y el de
los sauropsidos (aves y reptiles). Por una parte, los mamiferos cuentan un cortex con seis
capas perfectamente desarrollado (isocortex o neocortex) del que los saurdpsidos carecen,
mientras que estos poseen una estructura subventricular situada justo por encima del
estriado dorsal que protruye medialmente obliterando el ventriculo, de ahi que se la
conozca con el nombre de cresta dorsal ventricular (DVR; ver Ulinski, 1983). El
significado comparado de esta estructura, asi como la identidad de su homologo en el
cerebro de los mamiferos, ha sido el centro de un extenso debate (ver Lohman y Smeets,
1990; Karten, 1991, 1997; Butler, 1994; Striedter, 1997; Kaas y Reiner, 1999). El uso de
técnicas de trazado anatomico en reptiles y en aves ha demostrado que la DVR es la diana
de proyecciones ascendentes desde, al menos, tres nucleos diferentes del talamo dorsal
que son considerados generalmente relevos de informacion visual, auditiva y
somatosensorial (Karten, 1969; Karten et al., 1973; Lohman y van Woerden-Verkley,
1978; Ulinski, 1983; Bruce y Butler, 1984b). Por ello, la DVR fue comparada con el
neocortex sensorial de mamiferos o con algunas poblaciones neuronales dentro de ¢l

(Karten, 1991; Powers y Reiner, 1993; Butler, 1994).

En reptiles, la DVR origina proyecciones descendentes al estriado dorsal
subyacente (Ulinski, 1978; Voneida y Sligar, 1979; Gonzalez et al., 1990; Hoogland,
1997) que se consideran el sustrato anatémico de la integracion sensorimotora
telencefalica (ver Ulinski, 1983). De acuerdo con los datos de las aferencias talamicas, se
propuso que estas proyecciones eran equivalentes a los circuitos cortico-estriatales del

cerebro de mamiferos.

Recientemente, esta hipotesis se ha puesto en tela de juicio basandose en los datos
existentes acerca del desarrollo, topologia, conexiones y expresion de genes homedticos en
el cerebro de mamiferos y de amniotas no mamiferos. En primer lugar, los estudios sobre
la expresion de genes homeoticos durante el desarrollo (Smith-Fernandez et al., 1998;
Puelles et al., 2000) indican que la DVR no es homologa del neocortex (que deriva del
palio dorsal embrionario), sino que lo es de derivados del palio lateral y de una regiéon no

definida previamente,
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justo ventral al palio lateral y dorsal al estriado, a la que se le ha llamado palio ventral

(Puelles et al., 2000).

En mamiferos, los derivados del palio ventral parecen corresponder a partes del
complejo claustro-amigdalino (incluidos el area endopiriforme ventral y partes de la
amigdala basolateral). Esta interpretacion se ajusta, parcialmente, a la hipotesis de Bruce y
Neary (Bruce y Neary, 1995b), segun la cual la DVR de reptiles es comparable a la
amigdala lateral de mamiferos. Una hipdtesis alternativa que también encaja parcialmente
con los datos de la expresion de genes homeoticos, es la propuesta por Holmgren (1925) y
revisada por Striedter (1997), quien propuso que la DVR del prosencéfalo de saurépsidos
es comparable al complejo claustro-endopiriforme de mamiferos. Las interpretaciones
alternativas de Bruce y Neary (1995b) y de Striedter (1997) se pueden reconciliar usando
los datos hodolégicos de lagartijas, que indican la existencia de dos divisiones antero-
posteriores funcionalmente distintas en la DVR (Lanuza et al., 1998). La DVR anterior
(ADVR) contiene, aparentemente, tres areas sensoriales unimodales (auditiva, medial;
somatosensorial, intermedia; visual, lateral; ver Ulinski, 1983), mientras que la DVR
posterior (PDVR) parece ser una estructura asociativa que recibe proyecciones desde los
tres campos sensoriales de la ADVR (Andreu et al., 1996; Lanuza et al., 1998). Tanto las
aferencias intra y extratelencefalicas de la PDVR (Belekhova y Chkheidze, 1991, 1992;
Andreu et al., 1996; Lanuza et al., 1998) como sus proyecciones al hipotalamo (Bruce y
Neary, 1995a, Lanuza et al., 1997; MartinezMarcos et al., 1999b) sugieren que la PDVR

es parte de la amigdala basolateral de reptiles.

En vista de la parcelacion de la DVR de reptiles, es necesario reevaluar tanto el
alcance como la importancia de las proyecciones desde la DVR a los ganglios basales. El
objetivo de este estudio es la caracterizacion de las proyecciones estriatales de la parte

caudal de la cresta dorsal ventricular en la lagartija Podarcis hispanica.

Para ello y mediante las técnicas de trazado anatémico analizamos las conexiones
del polo caudal de la DVR con el prosencéfalo basal de Podarcis. Los resultados de estos
experimentos indicaron la presencia de importantes proyecciones desde la presunta
amigdala basolateral (PDVR vy estructuras adyacentes) a diferentes partes del estriado,
incluido el nucleo accumbens, que serian equivalentes a las proyecciones amigdalo-

estriatales presentes en el telencéfalo de los mamiferos. Estos descubrimientos tienen
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importantes implicaciones para la comprensién de la neuroanatomia comparada y la

evolucion del telencéfalo de los amniotas.

4.2 RESULTADOS

En primer lugar, para facilitar un andlisis apropiado de los resultados de los
experimentos de trazado de conexiones, resumimos los datos cito vy
quimioarquitectonicos de la cresta dorsal ventricular y realizamos un estudio detallado del
telencéfalo basal de Podarcis hispanica, incluyendo también una descripcion de la cito y de
la quimioarquitectura del mismo. A continuacién y de acuerdo con nuestro disefo
experimental, describimos el marcaje retrégrado resultante de las inyecciones en el
telencéfalo basal con el objetivo de localizar las células de origen de las proyecciones
amigdalo-estriatales. Finalmente, estudiamos el marcaje anterégrado en el complejo
estriado-palidal tras inyecciones en la formacion amigdalina para corroborar los resultados
obtenidos en los experimentos de trazado retrogrado y para describir con mayor detalle

las proyecciones amigdalo-estriatales en Podarcis hispanica.

4.2.1 Cito y Quimioarquitectura del Polo Caudal de la DVR de Podarcis

hispanica

La formacion amigdalina de Podarcis hispanica esta constituida por la porcion
caudal de la cresta dorsal ventricular y areas vecinas (Lanuza et al. 1997; 1998). En la
formacion amigdalina de Podarcis se distingue una division dorsal (que abarca la cresta
dorsal ventricular posterior, la amigdala dorsolateral y la amigdala lateral), una division
olfato-receptora cortical (formada por el nucleo esférico, el nucleo del tracto olfativo
accesorio, el nuacleo del tracto olfativo lateral, la amigdala ventral anterior y la amigdala
ventral posterior) y una division centromedial (compuesta por el area de transicién
estriado-amigdalina, el nucleo de la stria terminalis y la amigdala medial). Ademas, en este
trabajo consideramos la existencia de una estructura adicional que es adyacente a la
ADVR mas lateral, y profunda al cortex lateral rostral que denominamos cortex profundo
lateral (dLC) y que pensamos constituye la extension rostral de la amigdala. Esta
estructura es rostral a la amigdala dorsolateral (DLA) pero, al contrario que ésta, muestra

una baja densidad celular y es negativa para la histoquimica de la acetil colinesterasa.
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Ademsds, como veremos mas adelante, el dLC y el DLA difieren en su patron de

conexiones con el estriado.

4.2.2 Cito y Quimioarquitectura del Telencéfalo Basal de Podarcis

hispanica (Figura 7)

En mamiferos, el telencéfalo basal se compone de diferentes estructuras que
incluyen los ganglios basales, el nucleo de la banda diagonal, la substantia innominata y el
nucleo basal de Meynert. Los ganglios basales estin formados por el estriado dorsal
(caudado-putamen) y ventral (ntcleo accumbens y tubérculo olfativo) asi como por el
globus pallidus lateral y el pallidum ventral. Caudalmente, algunas de estas estructuras se
contintian con otras divisiones del telencéfalo como el nucleo de la stria terminalis y el

globus pallidus medial o intracapsular.

El estudio realizado por Russchen et al. (1987) fue el primero en intentar
identificar todas estas estructuras en un reptil. Para ello, utilizé una bateria de marcadores
(inmuno)histoquimicos que definian, mis o menos especificamente, algunos de estos
nucleos. Nosotros hemos utilizado algunos de estos marcadores (acetil colinesterasa:
Achasa; sustancia P: SP; tirosina hidroxilasa: TH), junto con la tincion de Nissl, para
delinear los componentes del telencéfalo basal en Podarcis hispanica. Nuestros resultados
indican que el patron es similar al descrito en el gecko (Russchen et al., 1987) y nos
permiten proponer una cito y una quimioarquitectura mds detallada para el telencéfalo

basal de los reptiles.

Mediante el uso de criterios citoarquitectonicos clasicos (tamafo, forma vy
densidad celular; distribucion de fibras y tractos fibrilares; propiedades del marcaje), se

pueden distinguir diversos grupos celulares en el telencéfalo basal de Podarcis hispanica.

El limite dorsal de los ganglios basales estd claro a niveles rostrales debido a la
existencia de una zona libre de células, la zona limitans (zl), que separa a éstos de la ADVR
(Fig. 7A-A’, B-B’). Lateralmente, la zl termina en el nucleo del tracto olfativo lateral.

Caudalmente, la zl desaparece y este hecho sefala el final de la ADVR vy el comienzo de la

PDVR (Lanuza et al., 1998; Fig. TA”, B”).
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Figura 7: Cito y Quimioarquitectura del Complejo Amigdalino en la Lagartija. Secciones frontales rostrales
(columna izquierda), intermedias (columna central) e intermedio-caudales (columna derecha) del hemisferio
derecho de Podarcis hispanica que muestran la citoarquitectura (paneles A y B, fila superiores) y
quimioarquitectura (paneles C-E) del complejo estriado-palidal. El panel A muestra unos dibujos semi-
esquematicos a camara clara de las secciones frontales tefiidas con azul de toluidina en el panel B. El panel C
muestra secciones tratadas para la histoquimica de la acetil colinesterasa. Los paneles inferiores muestran
secciones inmunomarcadas para la sustancia P (panel D) y para la tirosina hidroxilasa (panel E). El asterisco en
C'-E’ indica la posicién de un grupo celular caracteristico en la porcién ventral del St (ver resultados). La barra de

calibracion en E” es vélida para toda la figura y representa 250 pm.
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A niveles rostrales, el estriado ventral (nticleo accumbens, Acb; tubérculo olfativo,
OT; de Olmos y Heimer, 1999) ocupa la mayor parte de la porcion medial del telencéfalo
basal, por lo que invade la region septal (Fig. 7A, B). El OT estd presente Uinicamente a
estos niveles, donde ocupa la superficie ventral de los hemisferios cerebrales y envuelve
ventralmente al Acb. Mas caudalmente (Fig. 7A’, B’), el OT desaparece y su posicion es
ocupada por el nucleo de la banda diagonal (DBN), mientras que el Acb se reduce a un
grupo celular que rodea el sulco ventral del ventriculo lateral. A esto se une la expansion
de la otra principal estructura estriatal, el estriado propiamente dicho o estriado dorsal

(DSt), que a este nivel ocupa la mayor parte de la extensién medio-lateral del telencéfalo

basal dorsal (Fig. 7A’, B’).

Los marcadores histoquimicos utilizados en este estudio revelaron una mayor
heterogeneidad en los niveles caudales del estriado ventral. El extremo rostral del estriado
ventral parece densamente (inmuno)reactivo para la Achasa, SP y TH, aunque en el limite
entre el Acb ventro-medial y el OT, la densidad de fibras TH-inmunoreactivas
relativamente mas baja (Fig. 7C-E). Este patron cambia drasticamente en secciones un
poco mas caudales (Fig. 7C’, E’). Aqui, la porcion caudal del Acb muestra un
(inmuno)marcaje para la Achasa (Fig. 7 C’) y la TH (Fig. 7E’) de moderado a bajo, asi
como una inmunoreactividad muy baja para la SP, que contrasta con el marcaje

moderado de las estructuras vecinas (Fig. 7D’).

Con respecto al DSt, sus porciones dorsal y ventral muestran caracteristicas
citoarquitectdnicas e histoquimicas distintas. La porcién dorsal del DSt adyacente a la zl,
muestra una densidad celular relativamente alta (Fig. 7A-A’, B-B’) pero una reactividad
baja para la Achasa (Fig. 7C-C’) y muy tenue para la SP (Fig. 7D-D’) y la TH (Fig. 7E-E’).
Por el contrario, la porcion ventral del DSt muestra una intensa reactividad para la
Achasa (Fig. 7C-C’), una inmunoreactividad moderada e irregular para la SP (Fig. 7D-D’)
y una densa inervacion inmunoreactiva para la TH (Fig. 7E-E’). A estos niveles, el limite
lateral de la porcion ventral del DSt muestra una fuerte (inmuno)reactividad para los tres

marcadores utilizados en este trabajo (ver asterisco en 7C-E’).

Mi4s caudalmente, y ya donde la zl desaparece, el nucleo del tracto olfativo

accesorio (Naot) se adentra en el hemisferio cerebral, aumenta su tamafio y muestra una
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prominente banda reactiva para la Achasa que ocupa su limite medial (Fig. 7A”-C”). A
estos niveles, la mayor parte del territorio estriatal es ocupada por una estructura densa en
células. Este grupo celular se corresponde con el area de transicion estriado-amigdalina
(SAT) definida en el gecko por Russchen y Jonker (1988). Martinez-Garcia et al. (2002b),
en base a la diferente inervacién de fibras inmunoreactivas para el péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP), describieron una divisiéon medial (SATm) y una
division lateral (SATI) dentro del SAT, ya que la ultima mostraba una inervacion de fibras
CGRPérgicas mas densa. El SATm parece la continuacién caudal del Acb, con quien
comparte muchas caracteristicas (inmuno)histoquimicas (Fig. 7), aunque el SATm
muestra una reactividad para la Achasa ligeramente mayor. Por otro lado, el SATI parece
la continuacion lateral de la porcion dorsal del DSt y se encuentra medial a la porcion
engrosada del Naot aumentado (Fig. 7A”-B”). Si lo comparamos con el SATm, el SATI
muestra una densidad celular mas baja (Fig. 7B”) y una (inmuno)reactividad para la
Achasa (Fig. 7C”) y para la TH (Fig. 7E”) algo mas tenue. El SATm se continua
caudalmente con una estructura que esta atravesada por la stria terminalis (st) a su salida de

la PDVR (Lanuza et al., 1997) y que por ello se denomina nucleo de la stria terminalis (Fig.

11B; BST).

En el territorio palidal de Podarcis hispanica se pueden distinguir tres
compartimentos atendiendo a sus caracteristicas citoarquitectonicas, histoquimicas y
hodologicas: el globus pallidus, el pallidum ventral y el pallidum medial (a partir de ahora
utilizaremos los términos castellanos de globo palido, pdlido ventral y palido medial). El
globo pélido (GP), que es rico en células de gran tamafio con abundantes corpusculos de
Nissl, ocupa el limite ventro-lateral de los hemisferios telencefalicos a niveles medio-
caudales (Fig. 7TA’-A”, B’-B”), donde rodea ventro-lateralmente al tracto prosencefalico
lateral (Ifb). EI GP es bastante heterogéneo desde el punto de vista histoquimico. Su
porcién anterior aparece uniformemente palida en preparaciones de histoquimica para la
Achasa (Fig. 7C’) o de inmunomarcaje para la TH (Fig. 7E’), pero la inmunotincién para
la SP revela dos divisiones: un campo densamente reactivo, profundo y dorsal y una
region practicamente desprovista de marca, superficial y ventral (Fig. 7D’). Por otra parte,
el GP caudal, muestra una leve e irregular reactividad para la Achasa (Fig. 7C”), una
aparente patréon laminar de inmunoreactividad para la SP (Fig. 7D”) y una moderada y

desigual inervacion de fibras TH-inmunoreactivas (Fig. 7E”). Mas medialmente en el
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telencéfalo basal, justo ventral al Acb y al SATm, y medial al Ifb, hay un grupo de células
grandes y dispersas que aparentemente constituyen el palido ventral (VP) de Podarcis. A
niveles rostrales (Fig. 7D) el VP se ve como una estrecha drea pobre en células, ventral al
Acb y lateral al OT, moderadamente reactiva para la Achasa (Fig. 7C) y para la SP (Fig.
7D) y de inmunoreactividad ligera para la TH (Fig. 7E).

Mas caudalmente, el VP muestra una reactividad para la Achasa tenue (Fig. 7C’-
C”), una inmunoreactividad para la SP débil (pero heterogénea, Fig. 7D-D”) y una
inervacion inmunoreactiva para la TH moderada (Fig. 7E-E”). El palido medial esta
compuesto por dos grupos celulares: el nacleo de la banda diagonal (DBN) y el nucleo del
tracto prosencefalico medial (Nmfb), ambos rostrales al nucleo de la comisura anterior.
Histoquimicamente, estas estructuras muestran un neuropilo moderadamente reactivo
para la histoquimica de la Achasa (Fig. 7C’), especialmente prominente a niveles caudales
(Fig. 7C”), asi como numerosas células reactivas para la Achasa (sélo visibles a gran
aumento, no mostradas). La inmunohistoquimica para la SP da lugar a un marcaje en el
Nmfb de moderado a elevado, mientras que la capa celular del DBN aparece
practicamente sin marca (Fig. 7D’-D”’). Finalmente, el DBN/Nmfb apenas muestra fibras

TH-inmunoreactivas (Fig. 7E’-E”).

4.2.3 Marcaje Retrogrado en la Amigdala Palial de Podarcis hispanica tras

Inyecciones en el Estriado

Se realizaron un total de 7 inyecciones en el estriado ventral y dorsal. El marcaje

retrogrado obtenido tras estas inyecciones se describe a continuacion.
4.2.3.1 Inyecciones en el Nicleo Accumbens (Estriado Ventral)

Cuatro de las inyecciones se centraron en el Acb. El caso B9827 se describe con
detalle como un experimento representativo (Fig. 8 y Fig. 9). Se trata de una inyeccion de
BDA que abarca la mayoria del Acb (Fig. 9) y que dio lugar a marcaje retrogrado en las
tres divisiones de la amigdala (dorsal, cortical y centromedial; Lanuza et al., 1997). En la
division cortical de la amigdala se encontréd marcaje retrogrado bilateralmente en el
nucleo esférico (NS) (principalmente en la capa mural, en su parte dorsal, Fig. 8B y Fig.
9F-G) y en el Naot (Fig. 9D-E). También aparecian células marcadas en la VAA y VPA
(Fig. 9E-F).
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Figura 8: Marcaje Retrégrado en la PDVR y Areas Vecinas tras una Inyeccion de Trazador en el Nicleo
Accumbens. Tras una inyeccién de BDA restringida al nicleo accumbens (A; caso B9827), el nicleo esférico
ipsilateral muestra una elevada densidad de células marcadas retrégradamente localizadas principalmente en la
capa mural dorsal (B). También se observan neuronas marcadas en el extremo caudal del cértex dorsal. A nivel de
la PDVR (C) las células marcadas retrégradamente se observan fundamentalmente en la parte lateral de la PDVR
y en el DLA. Por su parte, las cortezas dorsal y lateral, la amigdala lateral y la PDVR medial muestran una
densidad muy baja de células marcadas. A niveles mas rostrales (D), se puede observar un denso grupo de
células marcadas en el cortex lateral profundo (también visible en A), que rodea al sulco lateral del ventriculo
cerebral y parece ser la extension rostral del DLA. Barra de calibracion en B (también vélida para A) y D (también

vélida para C) = 250 pum.

En la divisién dorsal amigdalina se podian observar un gran nimero de neuronas
marcadas retrogradamente en el DLA (de manera bilateral, Fig. 8C y 9D-F), en la PDVR
(de manera ipsilateral), en donde el marcaje celular era especialmente denso en su parte
mas lateral a niveles caudales (Fig. 8C y Fig. 9D-E) y en el dLC ipsilateral (Fig. 8D y Fig.

9C, si bien observamos unas pocas células marcadas en el dLC contralateral). La LA
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estaba casi desprovista de marcaje retrégrado (Fig. 8C), de modo que aparecia como un

drea sin marca que separaba el Naot y el DLA (Fig. 9D-E).

Figura 9: Mapa del Marcaje Retrogrado Telencefalico tras la Inyeccion en el Nucleo Accumbens. Dibujos a
camara clara del marcaje retrégrado en el telencéfalo de una lagartija que recibi6 una inyecciéon de trazador
restringida al ndcleo accumbens (area rayada en B y C, caso B9827). Se puede observar abundantes células
marcadas en la PDVR lateral y en la mayoria de estructuras que lo rodean, como el DLA, el dLC, el Naot y el NS,
mientras que en la PDVR medial y la LA el marcaje es escaso. Muchas de estas estructuras muestran marcaje
bilateral. El nivel rostro-caudal aproximado de cada seccién se indica en una vision lateral del cerebro de Podarcis.

Barra de calibracién = 500 pm.
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Las células marcadas retrogradamente en la division amigdalina centromedial
también eran muy abundantes, y se localizaron bilateralmente (con una clara dominancia
ipsilateral) en la parte lateral del BST (Fig. 9F) e ipsilateralmente en el SAT y la amigdala
medial (MA) (Fig. 9D-E).

En otro caso (B9807) una inyeccion de BDA muy extensa se localizé en el Acb
caudal, pero también afectd al SAT rostral, al VP y a la porcion ventral del septum. En
esta inyeccion, la amigdala presentaba un patréon de marcaje retrogrado similar al descrito
anteriormente, pero ademds se encontraron células marcadas en la LA y en la PDVR
medial ipsilaterales y en la MA y el SAT contralaterales (marcaje que pudo deberse a la

aproximacion contralateral. Datos no ilustrados).

4.2.3.2 Inyecciones en el Estriado Dorsal

En tres casos, las inyecciones se centraron en el DSt, aunque también afectaban a
la porcién lateral del Acb. En todos ellos, el marcaje retrogrado era similar. La inyeccion
B9828 (Fig. 10), descrita como un ejemplo representativo, se centraba en el DSt rostral,

pero afecto parcialmente al VP y al Acb.

En la divisiéon dorsal amigdalina se localizd marcaje retrogrado, ipsilateralmente
en el dLC y en la PDVR (especialmente a niveles rostrales), asi como en la LA (Fig. 10D),
y bilateralmente en el DLA (con una densidad de marcaje celular similar en ambos
hemisferios) (Fig. 10D-E). Es interesante resaltar que estas inyecciones mostraron
abundante marcaje retrégrado en la cresta dorsal ventricular anterior, pero escaso en la
PDVR (Fig. 10A-D). En la divisién cortical amigdalina, también se observaban unas pocas
células marcadas en la porcion medial del Naot (Fig. 10C-D) y en la capa mural medial
del NS (Fig. 10E). Por ultimo, en la division centromedial de la amigdala, se encontraron
unas cuantas células marcadas en el hemisferio ipsilateral en el SAT (principalmente en el
SAT lateral Fig. 10C) y en el BST (Fig. 10D). También se encontré marcaje en la MA
ipsilateral (Fig. 10D) y en mucha menor medida en la MA contralateral (datos no

ilustrados).
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Figura 10: Aferencias Telencefdlicas al Estriado Dorsal de Podarcis. Dibujos a camara clara del marcaje

retrégrado en el telencéfalo de una lagartija que recibié una inyeccion de BDA (area rayada en A-C, caso B9828) que
afect6 al estriado y al extremo lateral del Ach. Se puede observar células marcadas en la ADVR ipsilateral dorsal al
lugar de inyeccion. EI DLA muestra un marcaje retrogrado denso y bilateral, mientras que en la LA ipsilateral a la
inyeccion solo se observan unas pocas neuronas marcadas atribuibles, al menos en parte, a que una porcion de la
ADVR se vio afectada por la inyeccion. Por el contrario, la PDVR esta practicamente desprovista de marcaje. El nivel
rostro-caudal de cada seccion se indica en un dibujo de una vision lateral del cerebro de Podarcis (parte superior).

Barra de calibracién = 500 pm.

4.2.4 Transporte Anterdgrado desde Inyecciones en la Amigdala Palial en

Podarcis hispanica

En total efectuamos un total de 19 inyecciones en la PDVR y areas adyacentes. El

marcaje anterégrado resultante (Fig. 11) se describe a continuacién.
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Figura 11: Marcaje Anterdgrado en el Estriado tras Inyecciones de Trazadores en el Complejo Amigdalino.
Marcaje anterégrado en el continuo ndcleo accumbens/area de transicion estriado-amigdalina tras inyecciones de
trazadores en la PDVR y areas adyacentes. Las inyecciones restringidas a la PDVR (A; caso P9228) dan lugar a
marcaje anterégrado en el area de transicion estriado-amigdalina (tanto en su porcion medial, SATm; como en su
porcién lateral, SATI) (A’) y en el nGcleo accumbens (Acb) (A""). Por el contrario, las inyecciones que afectan a la
amigdala dorsolateral (B; caso B9506) dan un marcaje anterogrado mas denso y mas extenso en el SAT medial y
lateral (B’), en el Acb y en el estriado dorsal (DSt), en donde el marcaje anterégrado era denso (B'’). Por otra
parte, en las inyecciones centradas en el cértex lateral profundo (C-C"; caso B9510), el patron de marcaje en el
estriado y el palido ipsilaterales es similar al observado en las inyecciones en la PDVR. En las tres inyecciones, se
puede observar como las fibras marcadas sobrepasan los principales campos terminales en los territorios

estriatales para alcanzar el VP. La barra de calibraciéon en C (valida para la primera columna), C’ (valida para la

segunda columnay para A” y C") y B”, representan 250 um.

4.2.4.1 Marcaje Anterdgrado en el Telencéfalo Basal tras Inyecciones en la PDVR

De las ocho inyecciones realizadas en la PDVR, cuatro estaban restringidas a esta
estructura. En el caso ilustrado (P9228; Fig. 12), la inyeccion del trazador quedo

confinada a la parte central de la PDVR (Fig. 11A y Fig. 12E). Desde el lugar de inyeccion
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partian tres tractos de fibras marcadas. Uno de ellos alcanzaba una serie de estructuras
paliales a diferentes niveles rostro-caudales, tales como el Naot (Fig. 12B-E), la porcion
lateral de la PDVR vy toda la LA (Fig. 12D-E), asi como, mas rostralmente, el dLC (Fig.
12B-C).

Figura 12: Eferencias Intratelencefalicas de la PDVR. Dibujos semi-esquematicos a cadmara clara de secciones
frontales del cerebro de una lagartija que recibié una inyeccién de PHA-L (area rayada) restringida a la PDVR
(inyeccion P9228), que muestran el marcaje anterégrado resultante (lineas y puntos) en el telencéfalo. La mayoria
de las fibras corren rostralmente para inervar el continuo Acb-SAT ipsilateral. El cerebro en la parte superior

muestra el nivel rostro-caudal de cada seccion. Barra de calibracion = 500 um.

14



Proyecciones Amigdalo-Estriatales en Podarcis hispanica

El segundo tracto de fibras marcadas corria ventro-medialmente hasta el BST y
continuaba rostralmente hasta inervar el SAT (Fig. 11A’ y Fig. 12CD) y el Acb
(especialmente su parte central, Fig. 11A” y Fig. 12A-B). Desde este campo terminal, unas

cuantas fibras alcanzaban el VP (Fig. 11A” y Fig. 12A-B).

El tercer tracto de fibras marcadas abandonaba el lugar de inyeccion cruzando la
linea media a través de la comisura anterior (ac). En el hemisferio contralateral las fibras
marcadas se localizaban en el BST con una distribucién similar a la observada en el
hemisferio ipsilateral (Fig. 12E). Ademas, se observaban unas pocas fibras dispersas en la

parte medial del SAT y en el centro del Acb contralaterales a la inyeccion (Fig. 12A-C).
4.2.4.2 Marcaje Anterdgrado en el Telencéfalo Basal tras Inyecciones en el DLA

Seis inyecciones afectaron al DLA. El lugar de la inyeccion de BDA ilustrado (caso
B9506; Fig. 11B y Fig. 13D) abarcé completamente al DLA pero afecté también a la
porcién lateral del cortex dorsal caudal (DC) y a la porcion dorsal del cortex lateral caudal
(LC). Posiblemente, el trazador pudo difundir hasta el limite lateral de la PDVR. Desde el
lugar de inyeccién se observaban varios pequeios fasciculos de fibras marcadas que
discurrian medial y ventralmente para alcanzar la st y la ac (Fig. 13D). En relacion con
estas fibras se observaba un denso campo terminal en todo el SAT (Fig. 11B’ y Fig. 13C) y
el BST (Fig. 13C). En el SAT contralateral el marcaje era menos profuso y se observaba en
una localizacién mas lateral que en el SAT ipsilateral. En ambos hemisferios, desde el
SAT, observamos que algunas fibras marcadas cursaban en direccion rostral para inervar
diversas estructuras del telencéfalo basal. Asi, toda la extension del Acb mostraba un
denso marcaje anterogrado (Fig. 11B” y Fig. 13A-B), especialmente en sus porciones
central y dorsal y alrededor de sulco ventral del ventriculo lateral. Igualmente, el OT
mostraba un marcaje bilateral (simétrico) con predominancia ipsilateral (Fig. 13A-B). El
VP también mostré un marcaje anterogrado bastante denso, visible también en el

hemisferio contralateral (Fig. 11B” y Fig. 13B).

En el DSt, el marcaje anterdgrado era muy profuso (Fig. 13A-C). En todo el DSt,
aparecian fibras marcadas bilateralmente (Fig. 11B” y Fig. 13B), que alcanzaban el Naot.
Este marcaje no estaba distribuido homogéneamente. Por ejemplo, en ambos hemisferios

se observaba una banda prominente de fibras marcadas adyacente a la zona limitans (no
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ilustrado). Por otro lado, y en niveles caudales del hemisferio ipsilateral, unas pocas fibras

marcadas se extendian desde las regiones estriatales hasta el GP (Fig. 13C).

Figura 13: Proyecciones Intratelencefalicas del DLA. Dibujos a cAmara clara del marcaje anterégrado (lineas y
puntos) observado en los hemisferios cerebrales de una lagartija que recibié una inyeccion de BDA (area rayada)
que incluia todo el DLA (caso B9506). El marcaje es bilateral, con una distribucién simétrica en el telencéfalo
basal. Las fibras marcadas se encuentran fundamentalmente en el estriado ventral y dorsal, y en ambas divisiones

del SAT. El nivel aproximado de cada inyeccién se indica en el cerebro de la parte superior. Barra de calibracién =

500 pm.
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En dos casos (H8819 y H8820) en los que se colocd un pequenio fragmento de
HRP en el DLA tras quitar el cortex situado por encima (areas dorsal, lateral y medial), el
patréon de marcaje (ver Martinez-Garcia et al., 1993) era muy similar al descrito
anteriormente. Ademas, las inyecciones control en el cértex dorsal situado por encima del
DLA daban un escaso marcaje en el Acb/SAT. Esto, junto con los resultados de trazado
retrogrado (ver abajo), indica que la mayoria del marcaje fibrilar observado en el estriado

y palido tras las inyecciones que afectaban al DLA se debia al transporte anterdgrado

desde neuronas del DLA.

Es interesante destacar que, aunque las inyecciones de BDA o HRP en la PDVR
daban lugar a un claro marcaje retrégrado talamico (ver Lanuza et al., 1998), tras
inyecciones en el DLA el tadlamo estaba desprovisto de células marcadas retrogradamente.
Esto indica que el patron de conexiones del DLA es distinto al de areas vecinas como la

PDVR que muestra aferencias sustanciales desde el tidlamo (Lanuza et al., 1998).
4.2.4.3 Marcaje Anterdgrado en el Telencéfalo Basal tras Inyecciones en el dLC

En un caso (B9510) la inyeccion se localizd rostral al DLA, estando, como
consecuencia, centrada en el dLC. Esta inyeccion también afecté a células pertenecientes
al LC y al DC adyacentes (Fig. 11C y Fig. 14D). Las fibras marcadas que abandonaban el
lugar de inyeccion se podian seguir hasta un denso campo terminal que ocupaba todo el
SAT, el extremo caudal del DSt y porciones del GP (Fig. 11C’ y Fig. 14D-E) y del BST
(Fig. 14F). Este sistema de fibras se extendia rostralmente hasta el Acb y el VP, donde se
pudo observar un denso plexo de fibras y terminales (Fig. 11 C” y Fig. 14B-D). El marcaje
anterégrado en el Acb se localizaba principalmente en su regién mds caudal y en su mitad
ventral. En el hemisferio contralateral también se observaban unas pocas fibras marcadas
en el BST y el SAT. Igualmente, el Acb y el VP contralaterales mostraban algunas fibras

marcadas con una distribucién similar a la descrita para el marcaje ipsilateral (Fig. 14C).

El marcaje anterégrado encontrado en el hemisferio contralateral derivaba, sin
duda, de las fibras marcadas que cruzaban la linea media a través de la ac. No obstante, la
comisura habenular también mostraba marcaje, probablemente relacionado con Ia

conexion comisural del LC (Martinez-Garcia et al., 1986).
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4.2.4.4 Marcaje Anterdgrado en el Telencéfalo Basal tras Inyecciones en el NS

En cuatro ocasiones, obtuvimos inyecciones en diferentes porciones del NS. En el
caso ilustrado (H9331; Fig. 15) la inyeccion se localizd en la porcién centromedial del
nucleo. Desde la inyeccion, numerosas fibras marcadas entraban en la comisura anterior y
daban lugar a un abundante marcaje anterégrado (y retrogrado, no ilustrado) en el NS

contralateral, particularmente en su porcién medial (Fig. 15G).

Figura 14: Proyecciones Intratelencefalicas del dLC. Dibujos a cAmara clara de siete secciones frontales del

telencéfalo de una lagartija que recibié una inyeccién de BDA (area rayada) centrada en el dLC (caso B9510).
Las fibras marcadas anterégradamente (lineas y puntos) en el hemisferio ipsilateral forman un denso campo
terminal en el continuo SAT-Acb, incluyendo las divisiones medial y lateral del SAT, que se extiende hacia el
pallidum. El telencéfalo basal contralateral muestra un marcaje anterégrado menos denso. El nivel de cada

seccion se muestra en una vision lateral del cerebro de Podarcis (parte superior). Barra de calibracion = 500

pm.
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También se observd un denso marcaje anterodgrado bilateralmente en la amigdala medial
(MA), especialmente en su regién rostral (Fig. 15E- F), en el BST (Fig. 15F) y en el Naot
(Fig. 15D-F). Ipsilateralmente observamos un denso marcaje anterdgrado en la amigdala
ventral anterior (VAA) y posterior (VPA) (Fig. 15D-F), con unas pocas fibras presentes en
la VAA contralateral (Fig. 15D).

Figura 15: Proyecciones Intratelencefélicas del NS. Dibujos semi-esquematicos a camara clara de siete
secciones frontales a lo largo del prosencéfalo de una lagartija que recibié una inyeccion de HRP (area rayada) en
el nacleo esférico (caso H9331), en las que se muestra el marcaje anterégrado resultante (lineas y puntos). El
telencéfalo basal muestra escaso marcaje de fibras, que principalmente se localizan en el VP, tubérculo olfativo y
la porcion medial del Acb-SAT. El nivel de cada inyeccion se representa en una vision lateral de cerebro de

Podarcis (parte superior). Barra de calibracién= 500 pm.
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En el telencéfalo ventro-medial el marcaje anterdgrado se extendia por el estriado ventral
y el palido ventral. Asi, se veian unas cuantas fibras marcadas en el SATm (Fig. 15D), y
especialmente en la zona interpuesta entre el Acb ventro-medial (Fig. 15A-C) y el OT (Fig.
15A-B). Desde estas estructuras, algunas fibras se adentraban en el VP (Fig. 15A-C). El
marcaje en el estriado ventral y en el VP era bilateral con una fuerte predominancia
ipsilateral.

El DSt estaba desprovisto de marcaje fibrilar excepto en sus niveles mas rostrales,
donde se apreciaban unas pocas fibras que quizis atravesaban el DSt para conectar el
campo terminal del Naot con el del estriado ventral (Fig. 15A). Una gran inyeccién que
afectaba a la mayor parte del NS (H8810) mostraba un patron de marcaje anterégrado
similar al descrito. Es destacable el hecho de que mientras que la parte rostral del Acb
ipsilateral mostraba una gran densidad de fibras y terminales marcados, el estriado ventral

y dorsal contralateral no mostraba marcaje alguno.

4.3 DISCUSION

Las ideas clasicas sobre la organizacion del telencéfalo de reptiles (Ulinski, 1983)
consideran que el estriado estd dominado por una proyeccion topograficamente
organizada procedente de la porcion anterior de la cresta dorsal ventricular (DVR).
Utilizando tanto el trazado anterdgrado como el retrogrado, hemos demostrado la
presencia de una serie de proyecciones adicionales desde el polo caudal de la DVR a los
territorios estriatales, incluyendo el estriado ventral, con una organizacion diferente (no

topografica).

Nuestros datos sobre la cito y quimioarquitectura del telencéfalo basal, sugieren
que la porcion caudal de la DVR no sélo proyecta al DSt sino que también lo hace a un
continuo de estructuras estriatales ventrales (Acb y SAT) y, menos masivamente, a
estructuras palidales. Por lo tanto, parece logico discutir en primer lugar nuestros datos
sobre la organizacion del telencéfalo basal de Podarcis en el contexto de descripciones
previas hechas en otras especies de reptiles y de los sélidos datos anatomicos que existen
en mamiferos y aves. En segundo lugar, utilizaremos nuestros resultados de los
experimentos de trazado anterdgrado y retrogrado y datos similares en otros reptiles para
definir el lugar de origen y el patréon de terminacion de las proyecciones desde la PDVR a

los territorios estriatales en reptiles. A continuacién, mediante un enfoque comparado,
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utilizaremos datos sobre las conexiones y la expresion de genes homedticos durante el
desarrollo embrionario en los territorios paliales caudales de diferentes vertebrados con el
objetivo de interpretar las conexiones entre la DVR posterior y el estriado como
amigdalo-estriatales. Por ultimo, discutiremos las posibles funciones de estas proyecciones
sobre el comportamiento y la importancia que estas deben haber tenido en la evolucion

del prosencéfalo en los amniotas.
4.3.1 Organizacion del Telencéfalo Basal de Reptiles

Nuestra descripcion esta basada en el esquema general de los hemisferios
cerebrales propuesto por Swanson y Risold (1999), y mas tarde refinado por Lanuza et al.
(2002). De acuerdo con este esquema, el telencéfalo subcortical estd compuesto por
territorios estriatales y palidales. Esta divisiéon estd fundamentada en el analisis del
desarrollo (origen en las eminencias ganglidnicas lateral y medial), asi como de los datos

anatdémicos y neuroquimicos en el adulto.

En este sentido, los territorios estriatales son derivados de la eminencia
ganglionica lateral que, en el adulto, estin dominados por aferencias glutamatérgicas
provenientes del palio, ricas en zinc. Por su parte, las neuronas estriatales GABAérgicas
espinosas de tamafno medio proyectan principalmente a territorios
palidales/entopedunculares y al tegmento. La tercera caracteristica de los compartimentos
estriatales son sus aferencias dopaminérgicas desde los nucleos tegmentales a los que
proyectan. Las caracteristicas hodologicas y neuroquimicas, tales como la presencia de
terminales zinc-positivos (de probable origen palial; Pérez-Clausell, 1988; Smeets et al.,
1989) y de inervacion dopaminérgica (TH) originada en el tegmento, encajan con nuestra

propuesta para la delimitacion de los territorios estriatales.

En relacion con esto, el accumbens de mamiferos recibe un importante
proyeccion desde el cortex subicular (Groenewegen et al., 1987; Brog et al., 1993). Se
puede encontrar una proyeccion comparable en lagartos, que se origina en el cortex
mediodorsal caudal y que acaba en el accumbens (Hoogland y Vermeulen-VanderZee,
1989; Guirado et al., 1999; ver Fig. 9F del presente trabajo). Nuestro datos amplian los
descubrimientos de PérezSantana et al. (1997) que indicaban que el accumbens de
reptiles recibe una aferencia adicional y muy importante cuantitativamente desde la

porcién caudal de la cresta dorsal ventricular. Esta aferencia incluye proyecciones
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bilaterales desde porciones profundas del palio lateral, tales como el DLA, y aferencias
homolaterales desde el dLC (lateropalial) y la PDVR (ventropalial). Tal y como se ha
descrito anteriormente y de acuerdo con la hipdtesis propuesta por Bruce y Neary (1995a;
1995b) y Lanuza et al. (1998) acerca de la naturaleza amigdalina de la DVR caudal, estas
proyecciones podria representar una via amigdalo-accumbens similar a la proyeccion ya
descrita desde la amigdala basolateral de mamiferos al nucleo accumbens (Wright et al.,
1996). Estas aferencias paliales constituyen un solido refrendo a la idea de que el Acb de
reptiles es el homologo de su homénimo en mamiferos. Ademas, las proyecciones desde
el nucleo accumbens al pdlido ventral y sus interconexiones con grupos celulares
dopaminérgicos en el area ventral tegmental, caracteristicas tipicas del estriado ventral de
mamiferos (ver Groenewegen et al., 1999), también existen en el Acb de reptiles (gecko:
Russchen y Jonker, 1988; Smeets y Medina, 1995; nuestros resultados no publicados en

Podarcis).

En mamiferos, el Acb presenta dos compartimentos principales, el area periférica
(shell en la terminologia anglosajona) y el 4rea central (core), que muestran una expresion
diferencial de calbindina, sustancia P, AChasa y TH (ver Jongen-Relo et al., 1994), asi
como patrones de conexiones distintos (Zahm, 1999). Nuestros datos histoquimicos
encajan con la idea propuesta por Guirado et al. (1999) de que el Acb de reptiles también
muestra una compartimentacion imprecisa que consiste en una porcién rostro-medial rica
en TH, AChasa y SP, y una parte caudo-lateral, menos reactiva para todos los marcadores.
Guirado et al. (1999) sugirieron que el Acb rostro-medial de reptiles se asemejaba al 4rea
periférica del Acb de mamiferos y la parte caudo-lateral al area central del Acb. Nuestros
datos sobre las conexiones del Acb no contradicen esta hipotesis, ya que, al igual que la
amigdala basolateral de mamiferos (Wright et al., 1996, ver capitulo 5), la DVR caudal de

reptiles proyecta a ambas divisiones del Acb de una manera compleja.

El DSt de reptiles es comparado, normalmente, con el caudado-putamen de
mamiferos. Sin embargo, mientras que el caudado-putamen recibe su principal aferencia
desde la isocorteza mediodorsal y temporal, el DSt de reptiles es el blanco de proyecciones
descendentes desde la ADVR ventropalial y muestra sélo aferencias menores desde el
palio dorsal (Hoogland y Vermeulen VanderZee, 1989). Esto podria explicar las evidentes
diferencias entre la organizacién del DSt de reptiles y el caudado-putamen. No obstante,

ambas estructuras comparten tanto una aferencia bilateral y masiva desde estructuras
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lateropaliales profundas (amigdala basolateral de mamiferos, Kelley et al., 1982;
resultados del capitulo 5 del presente trabajo; DLA de reptiles, este trabajo), como sus
interconexiones con la substantia nigra. A este respecto, uno de los rasgos principales de la
organizacion intrinseca del estriado dorsal de mamiferos es la organizacion en estriosomas
y matriz (Gerfen, 1992). Aunque el DSt ventro-lateral es denso en la AChasa y TH y el
DSt dorsal no expresa estos marcadores tal y como ya discutio Russchen et al. (1987), hoy
en dia no estd claro que esto refleje una organizacién en estriosomas-matriz. En
mamiferos, la matriz proyecta principalmente al palido y a la substantia nigra pars reticulata,
pobre en células, mientras que las células localizadas en los estriosomas proyectan
fundamentalmente a la substantia nigra pars compacta, abundante en células. Se necesitan
estudios detallados sobre las proyecciones desde el DSt al palido y a la substantia nigra en

reptiles para aclarar esta cuestion.

Por ultimo, el pédlido recibe una aferencia no glutamatérgica (GABAérgica y
peptidérgica) desde territorios estriatales. La delimitacion de los territorios palidales
propuesta en este trabajo encaja con estas caracteristicas ya que todos las estructuras
palidales descritas son pobres en terminales Zn-positivos (Pérez-Clausell, 1988) y reciben
proyecciones aferentes desde territorios estriatales (MartinezzGarcia y Olucha, 1988 y
datos propios no publicados del trazado anterogrado tras inyecciones en el Acb y el DSt).
De acuerdo con Swanson y Risold (1999) nosotros proponemos que el palido estd
compuesto por tres compartimentos: el pilido medial, que corresponde al denominado
nucleo del tracto prosencefilico medial (Nmfb), el palido ventral (VP) y el palido lateral
(globo palido, GP). El Nmfb es contiguo al DBN, con el que comparte una importante
aferencia desde el septum lateral (Font et al., 1998) y proyecciones ascendentes al cortex
mediodorsal hipocampico (Bruce y Butler, 1984a; Martinez-Garcia y Olucha, 1988).
Basandose en estos datos hodolégicos y en otras caracteristicas histoquimicas, Font et al.
(1998) propusieron que el Nmfb y el DBN de reptiles constituyen el homologo del
complejo septum medial-banda diagonal del cerebro de mamiferos. El VP es el principal
blanco para las proyecciones descendentes del Acb (Russchen y Jonker, 1988; Smeets y
Medina, 1995; nuestros resultados sin publicar en Podarcis) y muestra caracteristicas
adicionales tipicas de territorios palidales, tales como abundantes células AChasa-positivas
(colinérgicas, ver Medina et al., 1993) que proyectan al palio (ver Lanuza et al., 2002) y

células y fibras sustancia P-positivas (Fig. 7). El globo palido constituye el principal blanco
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de las proyecciones descendentes desde el DSt (Russchen y Jonker, 1988; resultados
propios sin publicar). Como su homénimo en mamiferos (Halliday et al., 1995), el GP de
Podarcis muestra una distribucion heterogénea de la sustancia P (Fig. 7) similar a la
descrita por Russchen et al. (1987) en el gecko. Aunque esta heterogeneidad encaja con la
organizacion en parches de las aferencias del GP desde los territorios estriatales (ver

Russchen y Jonker, 1988), su significacion funcional todavia se desconoce.

Uno de los principales descubrimientos de nuestro trabajo concerniente a la
organizacion del telencéfalo basal, es la presencia de conspicuas (aunque moderadas)
proyecciones desde territorios paliales a territorios palidales (ver Fig. 11). Esto indica que,
en reptiles, como en mamiferos (Naito y Kita, 1994), el palido no solo es inervado por un
input masivo estriatal sino que también es el blanco de una proyeccion cortical de menor

entidad.
4.3.2 Proyecciones desde la DVR al Estriado en Reptiles

Los experimentos de trazado de conexiones mediante lesién-degeneracion o de
transporte anterdgrado de aminoacidos tritiados en diferentes reptiles (serpientes:
Ulinski, 1978; Tupinambis nigropunctatus: Hoogland, 1977; Voneida y Sligar, 1979;
revisado por Ulinski, 1983) sugerian que la DVR daba lugar a proyecciones organizadas
topograficamente al estriado dorsal. Estos resultados fueron confirmados en Gekko gecko
mediante el uso de técnicas modernas de trazado de conexiones (Gonzélez et al., 1990).

Ademas, nuestros experimentos, tanto de trazado retrogrado como anterdgrado,
indican claramente que la porcion caudal de la DVR y las estructuras colindantes (nucleo
dorsolateral amigdalino, cortex lateral profundo y nucleo esférico) dan lugar a cuatro
proyecciones diferentes a los territorios estriatales.

En primer lugar, nuestros resultados proporcionan evidencias de la existencia de
una proyeccion desde el nucleo esférico al nucleo accumbens ipsilateral (y muy
ligeramente al Acb contralateral). El trazado retrogrado (ver Fig. 8B y Fig. 9F) marca esta
proyeccion mucho mejor que el transporte anterdgrado (Fig. 15). Esto podria deberse a
que la proyeccién es convergente, ya que tras pequefas inyecciones en el nucleo esférico,
solo unas pocas fibras aparecen marcadas anterdgradamente en el Acb, mientras que las
inyecciones de dextran-aminas en el Acb dan lugar a un elevado numero de células

marcadas en el NS.
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La segunda proyeccién se origina en la DVR posterior (PDVR) y acaba
masivamente en el continuo de estructuras que conectan el area de transicion estriado-
amigdalina (SAT) (caudalmente) con el nucleo accumbens (rostralmente) (Fig. 9 A-D).

La tercera proyeccién, arranca desde el cortex lateral profundo (dLC) y muestra
un patron de terminacion similar a la originada en la PDVR. Sin embargo, los resultados
del marcaje retrégrado tras inyecciones en el accumbens sugieren que la aferencia desde el
dLC es mucho mas extensa que la que se origina en la PDVR. Ademis, el trazado
anterégrado (Fig. 11B-E) indica que la proyeccion desde el dLC al accumbens es bilateral
con una clara dominancia ipsilateral.

La ultima proyeccion se origina en el nucleo dorsolateral amigdalino (DLA) y
termina bilateralmente en todo el estriado, tanto en la division ventral como en la dorsal.

Esto ha sido confirmado mediante el transporte anterdgrado (Fig. 13) y retrégrado (Fig.

8C y Fig. 9D-F) de los trazadores.
4.3.2.1 Proyecciones Vomeronasales al Estriado: El Olfatoestriado

La presencia de proyecciones desde el nucleo esférico al estriado ventral ya ha sido
descrita en serpientes mediante el estudio de trazado anterodgrado (‘olfactostriatum’; Lanuza
y Halpern, 1997) y retrogrado (Pérez-Santana et al., 1997). De este modo, nuestros
resultados en lagartijas confirman que la mayoria (sino todos) los reptiles Squamata
muestran esta proyeccion. En tortugas, el trazado de las aferencias al accumbens también
marca retrogradamente las células superficiales del llamado nucleus centralis amigdalae
(Figura 1G en Siemen y Kunzle, 1994). Estos datos podrian indicar una aferencia
quimiosensorial a partes del estriado ventral, ya que estas células se encuentran justo
ventrales a la entrada de informacion desde los bulbos olfativos (Reiner y Karten, 1985).
Es comunmente aceptado que las tortugas muestran un sistema vomeronasal reducido (si
se compara con el de los reptiles Squamata), ya que carecen de un nucleo esférico. Sin
embargo, existen evidencias de que al menos algunas tortugas terrestres y semiacudticas
presentan un 6rgano vomeronasal funcional (Hatanaka y Matsuzaki, 1993; Murphy et al.,
2001). Es por ello que la presencia de un input vomeronasal a partes del estriado ventral
podria ser una caracteristica comun de los reptiles. En Podarcis (nuestros resultados) al
igual que ocurre en Thamnophis (Lanuza y Halpern, 1997), esta proyeccion parece acabar

en la zona del estriado ventral interpuesta entre el Acb y el OT, justo en la zona que
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denominada olfactostriatum por Lanuza y Halpern (1997). De hecho, esta zona en Podarcis
comparte con el olfatoestriado de ofidios la caracteristica de una pobre inervacion de

fibras TH-inmunoreactivas (MartinezMarcos et al., 2005).
4.3.2.2 Proyecciones al Continuo SAT-Acb: Amigdala Central Extendida

El transporte anterégrado de aminoacidos tritiados en la DVR caudal de
Tupinambis nigropunctatus (Voneida y Sligar, 1979) revelé una proyeccién desde la DVR
posterior al estriado ventral (continuo Acb-SAT). El estudio de las aferencias estriatales
del gecko (Gonzélez et al., 1990) mostré no solo una proyeccion topografica desde la
DVR al estriado dorsal, sino también una proyeccién al estriado ventral (ver su Figura
10G-I) que se originaba exclusivamente en la parte caudo-ateral de la DVR. Esta
proyeccion parece terminar en un continuo de estructuras que conecta el SAT
(caudalmente) con el Acb (rostralmente), claramente en consonancia con nuestros
descubrimientos en Podarcis. Ademas, en serpientes también parece existir una proyeccion
similar, ya que las inyecciones de trazadores en el Acb dan lugar a marcaje retrogrado en
la parte caudal de la DVR (Pérez-Santana et al., 1997). En tortugas la porcion lateral de la
DVR basal proyecta masivamente al estriado ventral (Siemen y Kunzle, 1994). Esto
también concuerda con la situacion en Podarcis, donde las células que proyectan al Acb se
encuentran fundamentalmente en la PDVR lateral (Fig. 8C y Fig. 9D-E).

No tenemos conocimiento de que se hayan descrito proyecciones desde el cortex lateral
profundo al estriado ventral en otros reptiles Squamata ademas de en Podarcis. Esto es
sorprendente ya que nuestras inyecciones en el Acb dieron lugar a células marcadas
retrogradamente en el espacio entre el surco lateral del ventriculo telencefalico y el cortex
lateral ventral de manera consistente (Fig. 8D y Fig. 9C). Igualmente, las inyecciones de
trazadores que afectaban al dLC dieron lugar el marcaje de fibras en nucleo accumbens
ipsilateral (pero también en menor medida en el accumbens contralateral). Por ello
podemos concluir que tal proyeccion existe en Podarcis, aunque se necesitan mas estudios
para determinar si también estid presente en otros reptiles. En tortugas, se encuentran
células que proyectan al accumbens en las dreas h y L o profundas a ellas (Siemen y
Kunzle, 1994) (areas adyacentes al cortex lateral), y en el mismo cortex lateral (ventral),
pero son necesarios mds datos para determinar si estas zonas se corresponden con el dLC

de lagartijas.
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4.3.2.3 El DLA: La Principal Fuente de Proyecciones Amigdalo-Estriatales

Nuestros datos confirman y amplian resultados previos en Podarcis (Martinez-
Garcia et al., 1993) que indican la existencia de proyecciones masivas y bilaterales desde el
DLA tanto al estriado ventral como al dorsal. De los resultados de Gonzilez y
colaboradores se puede inferir una proyeccion similar en el gecko (Gonzalez et al., 1990),
ya que éstos autores, tras inyectar leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris en la DVR caudo-
lateral, encontraron fibras marcadas anterdgradamente tanto en el estriado dorsal como
en el ventral (ver su Fig. 6). Sorprendentemente, esta proyeccion no fue revelada
mediante sus experimentos de trazado retrogrado de las aferencias al Acb, mientras que
sus inyecciones de trazadores retrogrados en el estriado dorsal, dieron lugar a un marcaje
de somas celulares en el nucleo lateralis del complejo amigdalino (ver su Fig. 10). Nosotros
consideramos que la proyeccion desde la DVR caudo-lateral, incluyendo el llamado
nucleo lateralis del complejo amigdalino, al estriado del gecko es equivalente a la
proyeccion desde el nutcleo dorsolateral de la amigdala al estriado en Podarcis. Si esto es
cierto, el DLA de Podarcis (y probablemente de otros lacértidos) seria equivalente al
nucleo lateralis del complejo amigdalino de geckénidos, idea que se ve apoyada por el
hecho de que ambas estructuras presentan una densa inervacién colinérgica, revelada
mediante la inmunocitoquimica para la transferasa de acetilcolina (Hoogland vy
Vermeulen-VanderZee, 1990; Medina et al.,, 1993) y la histoquimica para la AChasa
(Regidor y Poch, 1988; Lanuza et al., 1997; resultados sin publicar en Tarentola
mauritanica). Estos datos indican diferencias importantes en la citoarquitectura de la DVR
(especialmente de su polo caudal) entre los diferentes grupos de lagartos, diferencias que
han entorpecido nuestra comprension del patron de organizacion comun de los

hemisferios telencefalicos de reptiles.

4.3.2.4 El Sistema Vomeronasal y la Variabilidad en la Organizacion de la Amigdala
Palial de Reptiles

Algunos de los datos publicados en otros reptiles Squamata diferentes a Podarcis
parecen no encajar demasiado bien con la idea propuesta en este trabajo. Asi, por
ejemplo, en geckonidos no se han descrito proyecciones masivas desde la amigdala al
estriado. Esto, probablemente se debe al hecho de que existen ligeras diferencias en la

organizacion de la amigdala palial mas que a la ausencia de estas proyecciones en
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geckodnidos. Por ejemplo, la fuente principal de proyecciones amigdalo-estriatales en
Podarcis, el DLA, se puede identificar en otros reptiles por medio de marcadores
histoquimicos tal y como se ha indicado anteriormente. Asi, los hemisferios cerebrales
caudales de geckonidos presentan un 4rea inervada por fibras colinérgicas/Achasa (Gekko
gecko: Hoogland y Vermeulen-Vanderzee, 1990; Tarentola mauritanica: observaciones
propias no publicadas) que también muestra una inervacion dopaminérgica rica (Smeets
et al., 1986). Segun estos datos el DLA de lagartos geckénidos parece mostrar una
localizacion relativamente ventral dentro de los hemisferios cerebrales si se compara con

el de los lagartos de la familia Lacertidae (como Podarcis y Gallotia).

Estas diferencias en la organizacion de los hemisferios cerebrales caudales estan
probablemente relacionadas con las diferencias en el desarrollo del sistema vomeronasal,
que viene determinado por el tamafo del NS (mucho mas pequefo en geckonidos que en
lacértidos. Esta idea se ve apoyada por el descubrimiento de una localizacion mds ventral
del 4rea amigdalina inervada por fibras Achasa/TH (probablemente el DLA) en Anolis
carolinensis, donde el sistema vomeronasal estd practicamente ausente (Fig. 16A-B

imagenes obtenidas de nuestra coleccion de preparaciones).

Por otro lado, si comparamos los datos de lacértidos con los de serpientes, donde
el sistema vomeronasal alcanza probablemente su mayor grado de desarrollo, también se
observan diferencias evidentes. Estas hacen referencia a la presencia de proyecciones

desde el DLA al hipotilamo en serpientes (Martinez-Marcos et al., 1999b).

=
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Aunque esto puede reflejar diferencias reales entre lagartos y serpientes, también
puede deberse a diferencias en la definicién del DLA de serpientes y de lagartos. De
hecho, la estructura denominada DLA por MartinezMarcos et al. (1999b, ver su Fig. 1)
no parece profunda al cortex lateral (por ello lateropalial), sino que parece un grupo
celular interpuesto entre la PDVR vy el LA, localizado al lado del NS (y por ello muy
probablemente ventropalial). A este respecto, es interesante resaltar que las células del
DLA que proyectan a territorios estriatales (al olfatoestriado) en Thamnophis sirtalis (ver
Fig. 7C y Fig. 8C en Martinez-Marcos et al., 2005) ocupan una posicion claramente mds
rostral que aquellas que proyectan al hipotalamo. En relacion a esto, el estudio de la
distribucién de Achasa y TH revela inervaciones catecolaminérgicas y colinérgicas
convergentes (Fig. 16C-D, imdgenes cedidas por el Dr. Alino MartinezMarcos) de un
grupo celular que, aparentemente, muestra una localizacién similar a la de las células que
proyectan al olfatoestriado (Martinez-Marcos et al., 2005) pero que es claramente rostral a
la localizacion de las células que proyectan al hipotdlamo (Martinez-Marcos et al., 1999b).
Por todo esto, parece que si el DLA de serpientes se define adecuadamente mediante el
uso de marcadores histoquimicos fiables, este consiste en un grupo celular que proyecta

bilateralmente al estriado, pero no al hipotialamo. Esta interpretacion también podria ser
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valida para algunos datos ya publicados en lagartos de la familia Teiidae (Varanus y

Tupinambis; Hoogland, 1977; Voneida y Sligar, 1979).

Aunque los datos en cocodrilos y en tortugas son escasos, en general concuerdan
con la idea que proponemos. Por ejemplo, en tortugas, la region de la DVR posterior
muestra un patrén similar de inputs talamicos multimodales (Belekhova y Chkheidze,
1992) y aferencias sensoriales intratelencefalicas (ADVR-PDVR) (Belekhova y Chkheidze,
1991; Chkheidze y Belekhova, 1992). Ademas, la regiéon posterior de la DVR de tortugas
también muestra proyecciones abundantes al estriado (Siemen y Kunzle, 1994)
comparables a las descritas en lagartijas en este trabajo. Ademas, existen evidencias de la
existencia de proyecciones masivas al hipotidlamo desde los hemisferios cerebrales
caudales (PDVR vy la llamada DVR basal) en tortugas (ver Figura 9 en Cordery y Molnar,
1999).

En cuanto al grupo de los cocodrilos, Pritz y Stritzel (1992) describieron una
proyeccion a la DVR posterior en el caiman desde un grupo celular talamico en los
alrededores del relevo auditivo, el nucleo reuniens pars diffusa. Tal y como se discute en
detalle en Lanuza et al. (1998), este grupo celular parece parte del talamo posterior
multimodal, sugiriendo también una naturaleza amigdalina para la PDVR vy d4reas
adyacentes en cocodrilos. Ademas, en los hemisferios cerebrales caudales del caiman
(Brauth y Kitt, 1980) hay una zona densamente reactiva para la Achasa que incluye el
NLOT vy el limite lateral de la DVR caudal, que proyecta al estriado, hecho que recuerda
al DLA. Se necesitan, datos acerca de la anatomia de los hemisferios cerebrales de
cocodrilos, sobre todo, porque representan los parientes vivos mds cercanos de los reptiles
ancestrales que dieron lugar a las aves (Whetstone y Martin, 1979). De hecho, el estudio
de la distribucion de la GFAP (proteina 4cida fibrilar de la glia) revela una organizacion
similar de los hemisferios cerebrales de cocodrilos (Kalman y Pritz, 2001) y de pollos
(Kalman et al., 1998) que puede ser muy util a la hora de entender la evolucion de la

amigdala.
4.3.2.5 Las Proyecciones Amigdalinas al Estriado y al Hipotilamo estin Segregadas

Nuestros resultados indican que la PDVR vy las estructuras adyacentes en el
telencéfalo de los lagartos, dan lugar a dos grupos de proyecciones eferentes, como son, la

que va al estriado ventral (este trabajo) y la que va al hipotalamo ventromedial (Lanuza et
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al., 1997). Es interesante indicar que los grupos celulares que dan lugar a estos dos
sistemas eferentes estan parcialmente segregados, ya que, mientras que las proyecciones al
hipotalamo ventromedial se originan en la PDVR medial y la LA (Lanuza et al., 1997), las
proyecciones al Acb se originan fundamentalmente en la PDVR lateral y el DLA (ver
resultados). Sin embargo, las inyecciones que afectan a partes del SAT daban un marcaje
retrogrado relativamente denso en la PDVR medial y la LA (ver resultados). Por todo
esto, la PDVR medial y la LA parecen proyectar tanto al SAT como al hipotilamo. Esto
sugiere que el sistema de eferencias al hipotdlamo y al SAT estin funcionalmente unidos

(e.g., en la expresién de miedo; ver Implicaciones Funcionales).
4.3.3 Significado Comparado de la DVR y su Parcelacion

La DVR anterior es el blanco de las proyecciones ascendentes desde los nucleos
talimicos que relevan informacion auditiva (tidlamo medial/nucleo reuniens),
somatosensorial (nucleos taldimico posterior medial y posterocentral) y visual (nucleo
rotundo) (Karten, 1969; Karten et al., 1973; Lohman y van Woerden-Verkley, 1978;
Ulinski, 1983; Bruce y Butler, 1984b), y ademds origina proyecciones al estriado dorsal.
La conclusion que se extrae de estos resultados es que la via DVR-estriado constituye el
nexo de union entre los sistemas sensoriales y el sistema motor y, por lo tanto, es el
sustrato anatémico de la integracion sensorimotora en el prosencéfalo de reptiles. Esta es
la principal razén por la que se compara a este sistema con la proyeccion (neo)cortico-
estriatal del cerebro de mamiferos. Como se ha expuesto en la introduccion, esta idea se
ha puesto seriamente en cuestion recientemente. Por un lado, la DVR de reptiles es un
derivado del palio ventral embrionario (quizas con una parte lateropalial como ocurre en
aves; Smith-Fernandez et al., 1998; Puelles et al., 2000). Por tanto, no puede ser
homologa del neocortex, ya que éste es un derivado del palio dorsal. Ademas, la DVR est4
compuesta por dos divisiones rostro-caudales con diferente significado funcional. La DVR
anterior (ADVR) consiste, aparentemente, de 4reas sensoriales unimodales (ver Ulinski,
1983) incluyendo varios campos visuales (Guirado et al., 2000; Manger et al., 2002). Su
significado comparado es incierto, aunque se ha sugerido una posible homologia entre la
ADVR de reptiles y el nucleo lateral de la amigdala de mamiferos (Bruce y Neary, 1995b).
En este caso, la ADVR seria un nucleo lateral hiperdesarrollado en reptiles. La otra
posible alternativa que también respetaria los datos de la expresién de genes homeoticos

seria la propuesta por Striedter (1995), en la que la ADVR seria homologa del nucleo
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endopiriforme de mamiferos. Ambas posibilidades se argumentan en el capitulo de la

Discusion General.

Por otro lado, la DVR posterior (PDVR) parece ser una estructura asociativa, ya
que recibe proyecciones convergentes desde los campos sensoriales de la ADVR (Andreu
et al., 1996). Como se ha propuesto en distintos puntos de esta tesis, los datos sobre las
aferencias intratelencefalicas (Belekhova y Chkheidze, 1991; Andreu et al., 1996; Lanuza
et al., 1998) y extratelencefalicas a la PDVR (Lanuza et al., 1998), asi como los de sus
proyecciones al hipotdlamo (Bruce y Neary, 1995a; Lanuza et al., 1997) sugieren que esta
estructura es parte de la amigdala basolateral de reptiles (Martinez-Garcia et al., 2002a).
En este contexto, los resultados discutidos arriba indicarian la existencia en reptiles de
proyecciones importantes desde la amigdala basolateral a territorios estriatales que
tendrian su homologo en el cerebro de mamiferos (y en el de aves), como se argumenta en

la Discusion General.
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Proyecciones Amigdalo-Estriatales en Mus musculus

INTRODUCCION

La amigdala es una estructura anatomicamente compleja, compuesta de derivados
paliales y subpaliales (Puelles et al., 2000; Martinez-Garcia et al., 2007a). Desde un punto
vista funcional, la amigdala también parece heterogénea. Esto condujo a Swanson y
Petrovich (1998) a cuestionarse seriamente el concepto de amigdala. De hecho, la
amigdala palial estd formada por estructuras superficiales y laminadas, llamadas nucleos
corticales amigdalinos y por nucleos profundos sin laminacion que incluyen a la division
basolateral de la amigdala y al area amigdalo-hipocaimpica. Por otra parte, debido a sus
aferencias directas de los bulbos olfativos (Scalia y Winans, 1975; Shipley et al., 2004), los
nucleos de la amigdala cortical son considerados como parte de los sistemas olfativo y
vomeronasal. Sin embargo la amigdala basolateral recibe un patron complejo de inputs
unimodales y multimodales desde diferentes dreas del cortex y de la formacion
hipocampica, asi como de diversos nucleos del talamo, hipotalamo y tronco del encéfalo
(McDonald, 1998; Pitkinen, 2000). Existen fuertes evidencias en favor de un papel de la
amigdala basolateral en la expresién de comportamientos emocionales y en el aprendizaje
emocional (Davis, 1994; LeDoux, 2000; Baxter y Murray, 2002). Por todo ello, la
amigdala palial parece una mezcla de estructuras que esta implicada en funciones,
aparentemente, sin relacion alguna, tales como la quimiosensibilidad y el aprendizaje

emocional.

El papel quimiosensorial de la amigdala no ha recibido demasiada atencion (ver
Aggleton, 2000), y muchos de los estudios sobre la funcion amigdalina estan centrados en
los circuitos y las relaciones sinapticas que median la adquisicion y la expresion de miedo
(e.g. Pitkdinen et al., 1997; Maren y Quirk, 2004). Segtin estos estudios, las respuestas de
miedo-ansiedad estdin mediadas por las proyecciones descendentes de la amigdala central
y del ntcleo de la stria terminalis (LeDoux et al., 1988; Walker et al., 2003). Sin embargo,
las evidencias sobre el papel de la amigdala en los procesos relacionados con el refuerzo,
incluido el aprendizaje, son cada vez mayores (Baxter y Murray, 2002; Everitt et al., 2003).
Los estudios pioneros del grupo de Everitt (Cador et al., 1989; Everitt et al., 1989; 1991;
Robbins et al., 1989) ya indicaban que las vias desde la amigdala al estriado ventral
(nucleo accumbens) constituyen el sustrato anatomico de su papel en el refuerzo. Ademas,

la amigdala es, junto con el neocortex, la estructura telencefilica que presenta
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proyecciones mas masivas al estriado dorsal. Se sabe que la proyeccién amigdalo-estriatal
dorsal participa en la modulacién de ciertos tipos de memoria (Packard y Teather, 1998)

en funcion de cambios en la magnitud del refuerzo (Salinas y White, 1998).

A pesar de la existencia de estos datos funcionales, los estudios de la anatomia de
las proyecciones amigdalo-estriatales se restringen a ratas, gatos y monos (Kelley et al.,
1982; Russchen y Price, 1984; Russchen et al., 1985; Price et al., 1987; McDonald,
1991a; 1991b; Wright et al, 1996; Fudge et al., 2002; Fudge et al., 2004), mientras que,
hasta donde sabemos, estas vias no han sido nunca estudiadas en ratones. Ademas, la
mayoria de esos estudios se han centrado en las proyecciones que se originan en la
amigdala basolateral y que inervan al nucleo accumbens. Por contra, existe mucha menos
informacién acerca de las proyecciones desde la amigdala cortical al estriado (McDonald,
1991b; Canteras et al., 1992; Shammah-Lagnado y Santiago, 1999), o sobre las
proyecciones amigdalinas a otros territorios del estriado ventral, como el tubérculo
olfativo, los puentes celulares del estriado ventral y los islotes de Calleja (Newman y
Winans, 1980; Fallon, 1983). Por otra parte, nuestros conocimientos sobre la anatomia
de las proyecciones amigdalinas al caudado-putamen se basan en la descripcion somera
de Kelley et al., (1982) y de McDonald (1991b), y en estudios de las eferencias de algunos
nucleos de la amigdala (Petrovich et al., 1996). Falta, por lo tanto, un anilisis exhaustivo
del origen y terminacién de las distintas proyecciones desde la amigdala al estriado. Por
todo ello, el objetivo de este capitulo es el de proporcionar una descripcion detallada de
las proyecciones desde los centros de la amigdala palial (cortical y profunda) a los

territorios estriatales.

Como especie experimental hemos escogido el ratdon, una especie que si bien es
muy utilizada en estudios sobre las relaciones entre cerebro y comportamiento debido a
las ventajas del uso de animales modificados genéticamente, ha recibido relativamente
poca atencion por parte de los estudiosos de la anatomia del cerebro, particularmente en
lo que se refiere a conexiones neurales. Ademas, y dado que la amigdala palial incluye
importantes centros quimiosensoriales, los resultados de este estudio pueden ayudar a
entender las vias neurales que median las respuestas comportamentales a sefales
quimicas, incluyendo las procedentes de conespecificos (feromonas y olores asociados).

En este sentido, nuestros resultados aportan luz a la actual discusion sobre la organizacion

65



Proyecciones Amigdalo-Estriatales en Mus musculus

funcional de la amigdala, a saber, si la amigdala es una unidad anatémica y funcional o

una coleccion arbitraria de nucleos.

5.2 RESULTADOS

Siguiendo con el disefo experimental descrito en el capitulo anterior, como
primer paso para estudiar las proyecciones amigdalo-estriatales en el raton estudiamos el
marcaje retrogrado presente en la amigdala palial tras la inyeccion de trazadores
anatomicos en diferentes regiones del estriado (ventral y dorsal). A continuacion, se
describe detalladamente el marcaje anterogrado encontrado en los territorios estriatales

después de la inyeccién de trazadores en diversas areas de la amigdala palial.

Para describir los resultados de estos experimentos, hemos seguido la
nomenclatura utilizada por Paxinos y Franklin (2001), excepto para la amigdala, en donde
hemos adaptado parcialmente al cerebro del raton la nomenclatura utilizada por Pitkiinen
(2000) en la rata (ver abajo). De acuerdo a Paxinos y Franklin (2001), en el nucleo
accumbens identificamos dos regiones, el area central (core, AcbC) y el 4rea periférica
(shell, AcbSh, con sus subdivisiones lateral y medial; LAcbSh y MAcbSh respectivamente),
aunque no consideramos el area periférica mas rostral como una tercera subdivision de la
misma, sino como parte de su subdivision medial. Por otra parte, tras las inyecciones en la
amigdala palial, el marcaje anterdgrado en el nucleo accumbens presentaba una clara
continuidad con el encontrado en el tubérculo olfativo (Tu) y los islotes de Calleja (ICj) a
través de los puentes celulares (CB) que unen estas estructuras a través del palido ventral
(para descripciones previas de los puentes celulares estriatales ver Seifert et al., 1998;
Riedel et al., 2002). Por consiguiente, todas estas estructuras fueron incluidas en nuestra
descripcion de las proyecciones amigdalinas al estriado ventral. Ademas, para facilitar el
andlisis del marcaje en el caudado-putamen (CPu) dividimos dicha estructura en 5 niveles
rostro-caudales. El nivel 1 o pre-comisural rostral abarcaba desde el inicio del CPu hasta
que aparece el genu del cuerpo calloso (coordenadas desde Bregma: de +1.70 a +1.18
mm). El nivel 2 o pre-comisural caudal comienza con el cruce del cuerpo calloso y acaba
antes del cruce de parte anterior de la comisura anterior (aca; coordenadas desde Bregma:
de +1.10 a +0.38 mm). El nivel 3 o nivel comisural se inicia cuando el aca cruza los dos
hemisferios y finaliza cuando ésta desaparece lateralmente (coordenadas desde Bregma: de

+0.26 a -0.46 mm). El nivel 4 o post-comisural rostral abarca desde el inicio el Ba hasta el
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final del MeA (coordenadas desde Bregma: de -0.58 a -1.22 mm). Por ultimo, el nivel 5 o
nivel post-comisural caudal se inicia con la aparicion de las dos subdivisiones ventro-

dorsales del nacleo medial de la amigdala (Me) y acaba con el final del CPu (coordenadas

desde Bregma: de -1.34 a-2.30 mm).
5.2.1 Arquitectura de la Amigdala del Raton (Fig. 17)

La amigdala es una mezcla de estructuras paliales y subpaliales (Puelles et al.,
2000). La amigdala palial se compone de dos divisiones. La division cortical esta
compuesta de estructuras superficiales y olfato-receptoras, que muestran una organizacion
laminar. Topoldgicalmente profundas a estas estructuras se encuentran una serie de
grupos celulares con configuracion nuclear, que constituyen la divisién profunda (o
basolateral) de la amigdala. La amigdala cortical se compone del nucleo del tracto olfativo
lateral (LOT, Fig. 17A-A’), del nucleo cortical anterior amigdalino (COAa, Fig. 17A-A’; B-
B’) y del nucleo cortical posterolateral amigdalino (COApl, Fig. 17B-B’, C-C’, D-D’), asi
como de dos centros vomeronasales secundarios, el ntcleo del tracto olfativo accesorio
(BAOT, sin ilustrar) y el nucleo cortical posteromedial amigdalino (COApm, Fig. 17C-C’,
D-D’). Ademas, hay diversas areas de transicién interpuestas entre la amigdala cortical y el
cortex piriforme, tales como la zona de transicion cortico-amigdalina (CxA, Fig. 17A-A’) y
el area de transicion amigdalo-piriforme (APir, sin ilustrar). La amigdala palial profunda
estd compuesta por los nucleos basal (B, o basolateral, Fig. 17B-B’, C-C’, D-D’), basal
accesorio (AB, o basomedial, Fig. 17B-B’, C-C’, D-D’) y lateral (L, Fig. 17B-B’, C-C’, D-D’)
amigdalinos (conocidos conjuntamente como la division basolateral de la amigdala), asi
como por el area amigdalo-hipocampica (AHA Fig. 17C-C’, D-D’) y quizas la porcion
dorsal del 4rea anterior amigdalina (AA, Fig. 17A-A’). De acuerdo con Paxinos y Franklin
(2001), consideramos que el B incluye una division anterior (Ba, Fig. 17B-B’, C-C’), una
divisién posterior (Bp, Fig. 17C-C’, D-D’) y una division ventral (Bv, Fig. 17B-B’, C-C’, D-
D’). En el AB distinguimos una porcion anterior (ABa, Fig. 17B-B’) y una posterior (ABp,
Fig. 17CC, D-D’). El L muestra una division
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Figura 17: Citoarquitectura del Complejo Amigdalino del Ratén. Secciones frontales de la amigdala del
raton tefiidas con Nissl (columna izquierda, A rostral, D caudal), en las que se indica el nivel antero-posterior
relativo a Bregma de acuerdo con Paxinos y Franklin (2001). En la columna derecha, dibujos esquematicos
de las mismas secciones en donde se han trazado los limites de los diferentes grupos celulares y tractos

fibrilares. Barra de calibraciéon= 400 um.
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ventrolateral (Lvl, Fig. 17B-B’, C-C’, D-D’), una dorsolateral (Ldl, Fig. 17B-B’, C-C’, D-D’)
y una medial (Lm, Fig. 17C-C’, D-D’). Finalmente, dentro del AHA consideramos un
subnucleo medial (AHAm, Fig. 17D-D’) y uno lateral (AHAL Fig. 17C-C’, D-D’).

5.2.2 Marcaje Retrogrado en la Amigdala Palial del Raton tras

Inyecciones en el Estriado

Se realizaron un total de veinte inyecciones en el estriado ventral y dorsal. El

marcaje retrogrado obtenido tras estas inyecciones se describe a continuacion.
5.2.2.1 Inyecciones en el Estriado Ventral

En doce ocasiones conseguimos realizar inyecciones de trazadores en el nucleo
accumbens (Acb), de las cuales describimos detalladamente ocho casos representativos
(Fig. 18A). De estos ocho casos, dos presentaban inyecciones restringidas al 4rea periférica
medial del Acb, una se localizd en el area periférica lateral, tres inyecciones estaban
circunscritas al area central del nucleo, y dos mas afectaban a pequefas porciones de las
dreas periférica y central del nucleo del Acb (ver Tabla 1). Ademas en una ocasion
realizamos una inyeccion que afecté al ICjM (Tabla 1). El marcaje retrogrado resultante

de las inyecciones en el estriado ventral se describe a continuacion.

5.2.2.1.1 Inyecciones en el Area Periférica (shell) del Nucleo Accumbens

Las inyecciones que abarcaban el MAcbSh dieron lugar a marcaje retrogrado tanto
en la amigdala cortical como en la profunda (ver Tabla 1). Tras estas inyecciones (Fig.
18A), la amigdala cortical presentaba unas pocas células marcadas en el limite profundo y
lateral entre el COAa y la CxA (Fig. 18B) y en el APir caudal (Fig. 18E). Las inyecciones
que incluian el extremo rostral del MAcbSh (R0304 y R0301) mostraban unas pocas
neuronas marcadas en el COApm profundo (Tabla 1; Fig. 18E). En la amigdala palial
profunda el marcaje retrogrado era profuso en todo el B. Asi, se encontré marcaje en un
drea ventral al Ba y profunda a la CxA y al COAa, que consideramos perteneciente al Bv
(Fig. 18B). Ademas, la porcion caudal del Ba (Fig. 18C) y todo el Bp (Fig. 18E)
mostraban abundante marcaje retrogrado. La inyeccion mas rostral en el MAcbSh

(R0O304), asi como aquellas inyecciones que afectaban tanto al MAcbSh como al
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Tabla 1: Marca Retrégrada en la Amigdala Palial tras Inyecciones en el Estriado Ventral: Marcaje retrégrado
en diferentes areas de la amigdala (columnas) tras inyecciones en el estriado ventral (filas) cuantificados
subjetivamente de acuerdo con las puntuaciones siguientes: - ausente; X, escaso; XX, moderado; XXX, denso; B,

marcaje bilateral. En cada caso, se indica la extension rostro-caudal del lugar de inyeccion (coordenadas desde

Bregma).
AMIGDALA CORTICAL AMIGDALA PALIAL PROFUNDA
coApm | LOT | cona | cxA [coapl| APir | Ba | Bp | Bv | ABa | ABp | AHAI AHAm| Lm | Lvl | Ldi
R0304 "
s MAcbSh X 2 X = 2 x| oxx | RN oxx |- X X X
_'E a +1.34 mm
=0 B0419
5| MAcbsh 2 : X : : X o oo | oxx | - | oxx | x X
B3 .098mm
3 RO0331 —
< LAcbSh : xx | x XX . X Bl o x| -] x| X . -
+1.10 mm
s X XX XX XXX | x XXX
— AcbC
3 de +1.34 a X B A X - B | * | B - B | B X1
'E +1.10 mm
£ 2| B0309 AchC
& <| dorsomedial - X . X - - X X 5 = X s . . . X
© +1.18 mm
I B0321
< | iateral AcbC e X s : : : XX | X X : X e e - x| oxx
+1.18 mm
RO301
° MAcbSh
€al (AcC X -] x . - x oo [ XD x | - ] Bl x| x| -] x
ﬁg medial)
g g +1.18 mm
gE[ Ross
%@| MAcbsh
28| dorsal X X X : X x | xx XBX XX XBX é xx | x| x| x
= + AcbC
+0.898 mm
B0312
S lateral + ICjM XXX é ; X X X | oxx ’g‘ X | xx | oxx X
de +1.34 a +1.10 mm

AcbC (R0O301 y R0338), dieron, ademds, marcaje retrégrado en el Bp contralateral (Tabla
1). Finalmente, en el AB se encontraron neuronas marcadas retrégradamente en su
porcién posterior (ABp; Fig. 18C-D), donde el marcaje era bilateral en las inyecciones que
abarcaban el MAcbSh y el AcbC (ver Tabla 1). También se observaron unas pocas células
marcadas en el AHA medial y lateral (Tabla 1; Fig. 18D-E). Por contra, en aquellas

inyecciones restringidas al MAcbSh no se observaban células marcadas en el L (Tabla 1).

La inyeccién en el AcbSh lateral (LAcbSh; R0331, Fig. 18A) dio lugar a
numerosas células marcadas retrogradamente en diversos centros paliales de la amigdala.
En la amigdala cortical, encontramos abundantes somas marcados en la CxA y en escaso
namero en el COAa (ver Tabla 1). A estos niveles rostrales, el LOT mostraba células con
un marcaje de tipo Golgi (4rbol dendritico completo) en la capa 2 (Fig. 18F), asi como
una densidad de moderada a alta de cuerpos celulares levemente marcados en la capa 3
(ver detalle en la Fig. 18F). A niveles caudales, en el APir pudimos observar unos pocos
somas con marcaje retrogrado granular (no ilustrado). En la amigdala palial profunda,

encontramos abundantes
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R0301
+1.34 mm ; :
4 Bv
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Figura 18: Marcaje Retrogrado en la Amigdala Palial tras Inyecciones de Trazadores en el Estriado
Ventral. Dibujos esqueméticos de la extensién de las inyecciones de trazadores en el nicleo accumbens (A) y
detalles del marcaje observado en la amigdala palial (B-H). En cada seccién se indica la coordenada antero-
posterior respecto de Bregma (segun Paxinos y Franklin, 2001) y el cddigo de la inyeccion. Tras la inyeccion
R0301 en el MAcbSh (y parte del AcbC) la mayor parte del marcaje se localiza en la amigdala basolateral,
aunque también se observa marca en las capas profundas de algunos nucleos corticales tanto en la amigdala
anterior (B) como en la posterior (E). Neuronas marcadas retrégradamente en el LOT ipsilateral a una inyeccion
de trazador en el LAcbSh (R0331, F). En la capa 2 algunas células muestran marcaje de tipo Golgi, mientras
que algunos somas de la capa 3 muestran un marcaje granular (detalle). Marcaje retrégrado en diferentes
centros de la amigdala palial tras una inyeccion de BDA en el AcbC (B0302; G-H). Neuronas marcadas
retrogradamente en diferentes centros de la amigdala palial tras una inyeccién de BDA que afectaba al islote de
Calleja Magno (B0312; I-K). Barra de calibracién en E = 400 um (también vélida para B, C, D, | y J). Barra de

calibracion en H =150 pm (también valida para F, G y K).
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células marcadas en todos los subnucleos del B, especialmente en el Ba, en donde el
marcaje era bilateral (con clara dominancia ipsilateral; Tabla 1). El ABp también
mostraba una densidad entre moderada y alta de neuronas marcadas retrogradamente
(Tabla 1). En el AHA no se observd marcaje en el AHAm, mientras que el AHAI
presentaba pocas células marcadas (Tabla 1). Finalmente, el L mostraba una poblacion
moderadamente densa de neuronas marcadas confinada al polo rostral de la sudivision

ventrolateral (Tabla 1).

5.2.2.1.2 Inyecciones en el Area Central (core) del Nticleo Accumbens

Las inyecciones de trazadores anatomicos en el AcbC (Tabla 1) incluian dos
inyecciones pequefas restringidas a diferentes porciones del AcbC, que mostraban pocas
células marcadas retrégradamente, y una inyeccién grande (BO302) que abarcaba la mayor
parte del AcbC dorsal ademas de una pequefia porcion del caudado-putamen adyacente
(Fig. 18A). En la amigdala cortical, encontramos unas pocas células marcadas en la capa 3
del LOT bilateralmente (Tabla 1) y en la CxA homolateral, especialmente en su porcion
profunda junto al COAa (Fig. 18G). Ademas la parte mas profunda del COApm a niveles
intermedios también mostraba marcaje (no se muestra). Por otro lado, en las estructuras
que componen la amigdala palial profunda, se observd una densa poblacion de células
marcadas retrogradamente en el L, en su porcién mas anterior, en el Lvl y especialmente
en el Ldl (Tabla 1; Fig. 18H), donde el marcaje era bilateral. Ademas, en ambos
hemisferios pudimos observar muchas neuronas marcadas retrogradamente en la region
caudal del Ba (Fig. 18H) y en el Bv asi como unas pocas neuronas en la region mas rostral
del Bp (sin ilustrar). Por su parte, el ABp y la AHAI mostraban una gran densidad de

células retrégradamente marcadas (Tabla 1).

El resto de inyecciones en el Acb no estaban circunscritas inicamente a una parte
del nucleo, pero el marcaje retrégrado que mostraban era consistente con el descrito
arriba para las inyecciones mas pequenas y restringidas. Los resultados de las inyecciones

no restringidas (inyecciones RO301 y RO338) se muestran en la Tabla 1.

5.2.2.1.3 Inyeccién en el Islote de Calleja Magno
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Ademds de estas inyecciones en el AcbC y AcbSh, obtuvimos una inyeccién
centrada en el septum lateral (BO312), en la que la tnica estructura del estriado ventral
era el ICjM (Fig. 18A). Esta inyeccion dio lugar a numerosas células marcadas
retrogradamente en diversos centros paliales de la amigdala (Tabla 1). Con excepcién del
APir, toda la amigdala palial cortical presentaba marca retrégrada (Tabla 1), siendo el
COApm el nucleo que presentaba una mayor densidad de neuronas marcadas que se
encontraban tanto en posiciones profundas como superficiales, sobre todo en niveles
caudales (Fig. 18K). En el COApl se observaron algunas neuronas marcadas en su
extremo mas rostral y profundo (Fig. 18I). Tanto el COAa superficial como el CxA
medial presentaban algunas células marcadas retrogradamente (Tabla 1). En el COAa
contralateral se observaba la misma marca retrograda (Tabla 1). En el LOT y en ambos
hemisferios habian algunas células con marca granular en la capa 2 (no mostrado). En la
amigdala palial profunda encontramos alguna neurona en el extremo ventral y caudal del
Ba y un numero moderado de neuronas marcadas en el polo rostral del Bp (Fig. 181). El
AB presentaba células marcadas en la region ventral del ABa mas caudal, marca que
también se observo en el hemisferio contralateral, y en el ABp (Tabla 1, Fig. 181]). En el
AHA el namero de neuronas marcadas era moderado en ambas subdivisiones (Fig. 18]).

Por ultimo el Lvl presentaba alguna neurona con marca granular (Tabla 1).

5.2.2.2 Inyecciones en el Caudado-Putamen (Estriado Dorsal)

En siete ocasiones realizamos inyecciones de trazadores en el caudado-putamen, de
las cuales describimos detalladamente cinco casos representativos (Fig. 19). De estos cinco
casos (Tabla 2), uno presentaba una inyeccion en el CPu antero-medial (nivel 1 del CPu)
y el resto presentaban inyecciones en diferentes porciones del CPu ventro-lateral. En dos
de estos casos las inyecciones estaban circunscritas al CPu ventro-lateral en los niveles 2 y
3, en uno la inyeccion se centraba en el nivel 4 del CPu ventro-lateral y en el ultimo la
inyeccion se localizaban en los niveles 2 y 3 del CPu ventro-lateral pero también afectaban
al nucleo intersticial de la rama posterior de la comisura anterior (IPAC). En todos los
casos el CPu y el neocédrtex situados por encima de la inyeccion fueron afectados por el

tracto de la pipeta.
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La inyeccion en el CPu antero-medial (B0439) se localizaba en la region mas
rostral del CPu (nivel 1) y ocupaba predominantemente la mitad medial de esta
estructura (ver Fig. 19). El tracto de la pipeta también dejé marca en el cuerpo calloso.
Tras esta inyeccion, aunque si se observaban células marcadas en zonas como el
neocortex, apenas se observaba marca retrograda en la amigdala palial, siendo el Ba el

Unico ntcleo en el que aparecian neuronas marcadas (Tabla 2). Esta marca se localizaba
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en unos pocos somas situados en un nivel rostro-caudal intermedio y de la region lateral

del nucleo.

Tabla 2: Marca Retrégrada en la Amigdala Palial tras Inyecciones en el Estriado Dorsal: Marcaje retrégrado en
diferentes areas de la amigdala (columnas) tras inyecciones en el estriado dorsal (filas) cuantificados subjetivamente
de acuerdo con las puntuaciones siguientes: - ausente; X, escaso; XX, moderado; XXX, denso; XXXX, muy denso; B,

marcaje bilateral. En cada caso, se indica la extension rostro-caudal del lugar de inyecciéon (coordenadas desde
Bregma).

AMIGDALA CORTICAL AMIGDALA PALIAL PROFUNDA
coapm| LOT | coma | cxa |coapi| Apir | Ba | Bp | Bv | ABa | ABp

AHAI |/AHAm| Lm | Lvl | Ldl

B0439
CPu anteromedial . . . . . . X
(nivel pre-comisural rostral)
de +1.70 a +1.18 mm
B0106
CPu ventro-lateral
(niveles pre-comisural caudal
y comisural)
de +0.62 a -0.22 mm
B0333
CPu ventro-lateral ) XX ~ X N N XHXK
(nivel pre-comisural caudal )
de +0.86 a +0.50 mm

BO115
CPu ventro-lateral
(nivel post-comisural rostral) K >< L L X . X >< ><
de -0.46 a -0.70mm
B0105
CPu ventro-lateral
(+IPAC+LSS+ac+LGP)
(niveles pre-
comisural caudal y
comisural)
de +1.18 a -0.10 mm

" . . XXX

m >
m >
m >
>

w %
@ =
=

restringida
m =

% X KHH0OGO0 KKK | KKK | XX XK KK
B B B )

Inyeccion NO
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Las inyecciones restringidas al cuadrante ventro-lateral del CPu en los niveles 2 y 3
incluian una inyeccion grande que ocupaba la mayor parte del CPu ventro-lateral (B0106)
y una inyeccion localizada en una zona de transicion entre el CPu y el LAcbSh mas caudal
(BO333, Fig. 19; Tabla 2). En la amigdala cortical aparecian algunas neuronas marcadas
retrogradamente en la CxA, profundas a la capa celular (Fig. 20A) y en la capa 2 del LOT,
en la porcion mas profunda. El marcaje en el LOT era bilateral unicamente en el caso de
la inyeccion mas grande (BO106; Tabla 2). En cuanto a la amigdala palial profunda la
mayor densidad de células marcadas se encontraba en el B (Tabla 2). Asi, se encontrd un
numero considerable de neuronas marcadas en las regiones mas rostrales del Ba, con
cierta tendencia a situarse en las zonas mas laterales del nucleo (Fig. 20B;) y en el By,
donde se encontraron algunas células justo en el limite con la CxA y COAa (Fig. 20A).

En ambos casos la marca era bilateral (Tabla 2). El ABp mostraba alguna neurona
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marcada retrogradamente en su porcion rostral y profunda (Fig. 20D), encontrandose

también marca bilateral (Tabla 2). Por ultimo, el L mostraba alguna neurona marcada

B1 22mm.
BO106

i ABGTTPE, RS AT e VLo RS

Figura 20: Marcaje Retrégrado en la Amigdala Palial tras Inyecciones de Trazadores en el Caudado-
Putamen. En cada seccion se indica la coordenada antero-posterior respecto de Bregma (segin Paxinos y
Franklin, 2001) y el cédigo de la inyeccion. Tras la inyecciéon B0106 en el CPu ventro-lateral la mayor parte del
marcaje se localiza en la amigdala basolateral (B), aunque también se observa marca en otros nucleos
profundos (C y D) y en las capas profundas de algunos nicleos corticales (A). Las flechas en las imagenes
indican algunas células marcadas anter6gradamente. Barra de calibracion en D = 150um (también vélida para

A). Barra de calibracién en B =250um. Barra de calibracién en C = 50pm.

confinada al polo rostral de la sudivision dorsolateral (Fig. 20C; Tabla 2).

La inyeccién en el CPu ventro-lateral en el nivel 4 de la estructura (BO115; ver Fig.
19) dio lugar a marcaje retrégrado en diversos centros paliales de la amigdala (Tabla 2).
En la amigdala cortical aparecian algunas neuronas marcadas retrégradamente en la CxA,
profundas a la capa celular y en las porciones mas rostrales del APir (Tabla 2). En la
amigdala palial profunda, encontramos una densidad moderada de células marcadas en
todos los subnucleos del B, especialmente en el Ba y el Bp caudo-lateral (Tabla 2). El AB
presentaba neuronas marcadas retrégradamente en la porcion caudal del ABa y en la

porcién rostral del ABp (Tabla 2). Se observo alguna célula marcada en el AHAI mas
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caudal (Tabla 2). Finalmente el L mostraba alguna neurona marcada en el polo rostral de

la sudivision dorsolateral (Tabla 2).

El marcaje retrégrado de una inyeccién mas grande en los niveles 2 y 3 del CPu
que no estaba circunscrita Unicamente a esta estructura (BO105), sino que afectaba
igualmente al IPAC, se muestra en la Tabla 2 y como puede apreciarse el marcaje es

consistente con el descrito arriba para las inyecciones mas restringidas.
5.2.3 Transporte Anterdgrado desde Inyecciones en la Amigdala Palial del

Raton

En total realizamos 13 inyecciones en la amigdala palial del raton. A continuacion

se describe el marcaje anterogrado en el estriado (ver Tablas 3-5; Figuras 21-27).
5.2.3.1 Marcaje Anterdgrado en el Estriado tras Inyecciones en la Amigdala Cortical

Tres inyecciones quedaron confinadas a la porcion cortical de la amigdala, dos de

las cuales estaban centradas en la amigdala cortical caudal mientras que la ultima

abarcaba la CxA rostral y el COAa (Fig. 21A).

5.2.3.1.1 Inyecciones en el Nucleo Cortical Posterior

Las inyecciones BO415 y R0341 afectaban, en diferente grado, al COApm vy al
COApl. Asi, mientras que el caso BO415 era una inyeccion grande de BDA centrada en el
COApm pero que abarcaba a la parte mas medial del COApl, la inyeccion R0341 se
restringio practicamente al COApl, si bien afectaba ligeramente a la parte mas lateral del
COApm (Fig. 21A). En ambos casos, el tracto de la pipeta marco unas pocas células en el
ABp caudal y el AHAL En las dos inyecciones, se observaban fibras marcadas que
conectaban el lugar de inyeccion con los campos terminales en el Acb intermedio-caudal y
el Tu cursando a través de dos vias diferentes, la st y el ansa peduncularis que atraviesa el

IPAC en el que se observaba un campo terminal marcado.

En la inyeccién centrada en el COApm (B0415), el AcbC caudal mostraba unas
pocas fibras marcadas que se localizaban en su porcion ventral (Fig. 21D-E). Por contra,
en la inyeccion R0341 (centrada en el COApl), el AcbC caudal mostraba escasas fibras
marcadas en su porcion medial (ver el patron de cuadros en la Fig. 21A). Por su parte,
ambas inyecciones mostraban un patron de marcaje similar en el drea periférica del Acb

consistente en conspicuos campos terminales en el LAcbSh caudal (Fig. 21E), y en
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porciones del MAcbSh ventral adyacentes a los puentes celulares del estriado ventral (CB,

Fig. 21C). Este ultimo marcaje era ligeramente menos denso en la inyeccion R0341

(Tabla 3).

Tabla 3: Inyecciones en la Amigdala Palial. Marca Anter6grada en el Nlcleo Accumbens: Evaluacion

subjetiva de la densidad del marcaje anterégrado encontrado en tres niveles rostro-caudales de las areas central

(core) y periférica (shell) del nicleo accumbens (columnas) tras diferentes inyecciones en la amigdala cortical y la

amigdala palial profunda (filas). Se indica la extension rostro-caudal (coordenadas desde Bregma) de cada

inyeccién. La densidad relativa se indica tal y como sigue: - sin marca; /, muy pocas fibras; X, pocas fibras; XX

densidad moderada; XXX campo terminal denso; XXXX campo terminal muy denso; XXXXX campo terminal

extremadamente denso; B, marcaje contralateral conspicuo; b, escaso marcaje contralateral. Para las

abreviaturas, ver la lista.

MAcbSh LAcbSh AcbC
rostral intermedio caudal rostral intermedio caudal rostral intermedio caudal
de+1.78a de+1.42a de+1.10a de+1.34a de +1.10a de +0.86 a de +1.94a de +1.54a de+1.18a
+1.54mm +1.18mm +0.86mm +1.18mm +0.98mm +0.74mm +1.70mm +1.34mm +0.98mm
RO341 = =
@2 n CcOApl / b / b U b
- <L de -2.30 a -2.46 mm
g o B0415 / 7 KX X
ok COApm b b b b b b
= g de -1.94 a -2.46 mm
B0324
<O|  cxa(+cona) X = XX X XX R X X XX
de -0.94 a -1.06mm
2L XXX XX XXX XXX XXX XXXX XXX XXX
Ba RARe b b B B B B b b
de-1.06 a -1.82mm
B0336
Bp / XX XX / X 28 XX LS ot
b b B
de -1.94 a -2.70mm
< R0336 . XXX XXX . XX o XXX XHXX
=] Bp b B b B B
= de -2.30 a -2.70mm
z il XX ) X X
o ABa / X b ! b B / B B
o« de -0.58 a -0.82mm
o R0324
4 ABp X XX L3 X X XBX i XX XX
E -1.82mm b b
|
< “:gis XXX XXX XX XX XXX XXX XXX XXX
3 el B B b B B B8 B B
RO311
< AHAI / X x ' X . / X =
[=] de -1.82 a -1.94mm
o) R0305
= 030 XX XX X XX XXX XXX XXX XXX XXX
< L B B B B B B B B B
R0330
XX XX XXX X XX XX XXX XXX XXX
Ll (+ Ldl + CPu) B B e e E e e e e
-1.70mm
B0334
Lvi(+ Ldl + Lm + AStr) b3 X ):jx X )h( x ):JX x:;)(
de -1.70 a -2.30mm

De hecho, tras estas inyecciones los campos terminales mas densos en el estriado
ventral se localizaban en algunos de los CB (Fig. 21C-D) y en algunas regiones del Tu
caudo-medial adyacentes a ellos, si bien, como en el MAcbSh, las fibras marcadas en esta
zona del estriado ventral eran mds densas en la inyeccion centrada en el COApm (B0415)
que en la centrada en el COApl (R0341). En el Tu la mayoria del marcaje anterdgrado
aparecia en la capa 3 (ver detalle en Fig. 21D) estrechamente asociado con los islotes de
Calleja dorsales a ¢l (ICj; Fig. 21B vy asterisco blanco en Fig. 21D-E). Igualmente
observamos terminal

un campo
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-~ ICjM !
4 MAcbSh

Figura 21: Marcaje Anterdgrado en el Estriado tras Inyecciones de Trazadores en la Amigdala Cortical.
Dibujos de la extension de las inyecciones de trazadores en la amigdala cortical (A) y fotografias del marcaje
resultante en el estriado ventral (B-H) y dorsal (). En cada secci6n se indica la coordenada antero-posterior
respecto a Bregma y el cédigo de la inyeccion. Microfotografia a gran aumento del marcaje anterégrado en un
islote de Calleja (B) y marcaje anterégrado en el estriado ventral encontrado tras una inyeccioén de trazador en el
COApm (B0415; C-E). El asterisco blanco en D-E indica un denso campo terminal marcado en el Tu caudo-medial
y los ICj adyacentes. El cuadrado negro en E indica la llegada de las fibras que cursan por el asna peduncularis. El
detalle en C muestra el entramado de fibras marcadas adosadas a la parte medial del ICjM. El marcaje en los CB
se extiende a la capa 3 del Tu (detalle en D). Secciones frontales del estriado ventral de un ratén que recibié una
inyecciéon de BDA en la CxA (B0324), que muestran el marcaje anterogrado resultante (F-H). Las tres flechas en F
sefialan los tres principales campos terminales en el MAcbSh. El marcaje en el Tu ocupa las capas 2 y 3 pero
también invade la parte mas profunda de la capa 1 (detalle en G). El marcaje en el estriado dorsal ocupa la porcion
yuxtaventricular y adyacente al AcbC (I). Las flechas en | sefialan algunas fibras marcades anterégradamente en
el CPu. Barra de calibracion en B = 50 um (también valida para ). Barra de calibracién en H = 400um (también
vélidaparaC, D, E, Fy G).
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relativamente denso asociado a la parte medial del islote de Calleja magno (ICjM, ver
detalle en Fig. 21C). En resumen, las inyecciones que afectaban a la amigdala cortical

caudal daban un marcaje anterdgrado prominente en los CB y en los islotes de Calleja,
incluido el ICjM (Tabla 4).

Tabla 4: Marca Anterograda en el resto de Compartimentos del Estriado Ventral tras Inyecciones en la
Amigdala Palial: Evaluacion subjetiva de la densidad del marcaje anterégrado encontrado en tres niveles rostro-
caudales del tubérculo olfativo (Tu; se indican las coordenadas antero-posteriores relativas a Bregma), los puentes
celulares del estriado ventral (CB) y en asociacion con los islotes de Calleja (ICj) y el islote de Calleja magno
(ICjM) (columnas), tras diferentes inyecciones en la amigdala cortical y la amigdala palial profunda (filas). Para
cada inyeccion se indica la extensién rostro-caudal (coordenadas desde Bregma). La densidad del marcaje se
puntia de acuerdo con el siguiente codigo: -, sin marca; /, muy pocas fibras; X, pocas fibras; XX, densidad
moderada; XXX, campo terminal denso; XXXX, campo terminal muy denso; XXXXX, campo terminal

extremadamente denso; B, marcaje contralateral conspicuo; b, escaso marcaje contralateral.

Tu
rostral intermedio caudal CB ICj ICjm
_:E+1.99a+1.42mm de +1.34 a +0.74mm | de +0.62 a +0.02mm
R0341 — B E—
o coapl / X x X XX X
a| = de -2.30 a -2.46 mm
ng c“g:;fﬂ « XX XXX XXX XXX XXX
,g g de -1.94 a -2.46 mm E e 8 B B
B0324
<O CxA (+COAa) XX e XX XXX /
de -0.94 3 -1.06mm
B0310 XXKXX XXXX XXX XXXX X
Ba B B B B B /
de -1.06 a -1.82mm
Bg:‘;fﬁ XX XXX XX XX «
de -1.94 a -2.70mm b B B b
g H%‘?E XX XXX XX XXX X X
% de -2.30 a -2.70mm b B B B b b
i B:g;‘ X X X XX X X
o de -0.58 a -0.82mm b b b b b b
o by XX XX XX XX /
I B B B B B b
= .
< “:235 XXX XXX XXX XXX X /
o P B B B B b b
< -2.18mm
- R X XX XX X XX XX
8 de-1.82 a-1.94mm b B B B b B
= i XXX XXX XXX XXX X )
< -1, egmm B B B B B
R0330
XXX XX XX XXX X
Lvl (+ Ldl + CPu) £ o o . X /
-1.70mm
B0334
Lvi(+ Ldl + Lm + AStr) / X X X J /
de -1.70 a -2.30mm

Aunque con mucha menor densidad, el estriado ventral contralateral mostraba
una distribucion de marcaje anterdgrado similar al ipsilateral a la inyeccion (Tablas 3-4).
El marcaje contralateral probablemente se debia a un fasciculo compacto de fibras que
cursaba dorsalmente en la parte posterior de la comisura anterior (acp) y que aparecia

netamente marcado en la inyeccion BO415 (centrada en el COApm).
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En el CPu, el marcaje anterégrado era inexistente en el caso de la inyeccion
R0341 (localizada en el COApl) y muy escaso en el caso de la inyeccién centrada en el
COApm (B0415) encontrandose algunas pocas fibras marcadas en la mitad ventral de la
estructura y a niveles del CPu post-comisural rostral. Este marcaje podria deberse a que

algunas células en el ABp se vieron afectadas por la inyeccién (ver Tabla 5).

5.2.3.1.2 Inyeccién en el Nucleo Cortical Anterior/Zona de Transicion Cértico-

Amigdalina

La inyeccion B0324 estaba centrada en la parte caudal de la CxA y en el extremo
lateral del COAa (Fig. 21A), pero en la trayectoria de la pipeta también se marcaron
algunas células en el extremo anterior del Ba y la transicién amigdalo-estriatal (AStr). Se
podian seguir fibras marcadas desde el lugar de inyeccién hasta el estriado dorsal y a lo
largo de la st hasta el estriado ventral. Ademds, habia fibras marcadas en el ansa
peduncularis que, tras recorrer la IPAC y la substantia innominata (SI) en donde daban

marcaje terminal, también contribuian al marcaje en el LAcbSh y en el AcbC caudal.

Tabla 5: Marca Anterograda en el Estriado Dorsal tras Inyecciones en la Amigdala Palial: Evaluacion
subjetiva de la densidad del marcaje anterégrado encontrado en seis niveles rostro-caudales del caudado-
putamen tras diferentes inyecciones en la amigdala cortical y la amigdala palial profunda (filas), para las que se
indica la extension rostro-caudal (coordenadas desde Bregma). La densidad relativa se indica tal y como sigue: -
sin marca; /, muy pocas fibras; X, pocas fibras; XX densidad moderada; XXX campo terminal denso; XXXX campo
terminal muy denso; XXXXX campo terminal extremadamente denso; B, marcaje contralateral conspicuo; b,

escaso marcaje contralateral.

CPu (pre-comisural) CPu (comisural) CPu (post-comisural)
rostral caudal da +0.26 a -0.46 mm rostral caudal
de +1.70 a +1.18 mm de +1.10 a +0.38 mm de -0.58 a -1.22 mm de -1.34 a -2.30 mm
RO341
< COApl
- < de -2.30 a -2.46 mm
<O B0415
SE coApm - - /
= O de-1.94a-2.46 mm
= 8 B0324 = ®
< CxA (+COAa) X X X £
de -0.94 a -1.06mm
B':fw XXX XXXX XXXXX XXXXX XXXX
= B B B8 B8 B
de -1.06 a -1.82mm
B0336 = » = "
Bp
de -1.94 a -2.70mm B B B e
RO336
g Bp x X X XX .
b b b
= de -2.30 a -2.70mm
=2 B0311
3 ABa / X ! ; X
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Lvi(+ Ldl + Lm + AStr) = XX XX XXX XXXX
de -1.70 a -2.30mm
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A diferencia de las inyecciones en el nucleo cortical posterior, en este caso se
encontraba un marcaje anterégrado conspicuo a lo largo de todo el eje antero-posterior
del Acb, incluyendo su extremo mas rostral (Tabla 3) que incluso alcanzaba la division
medial del nucleo olfativo anterior (no ilustrado). Asi, el AcbC mostraba un campo
terminal marcado medialmente, que era especialmente denso a niveles caudales y que se
extendia ventralmente a medida que uno continuaba hacia adelante, hasta alcanzar el
limite con el MAcbSh (Fig. 21G-H). Por otra parte, el AcbC ventro-lateral mostraba un
marcaje anterégrado menos denso, que parecia continuo con el campo terminal

encontrado en el LAcbSh (ver abajo; Fig. 21H).

En el MAcbSh el marcaje formaba tres campos terminales importantes, el mas
denso de los cuales se localizaba a niveles intermedios en el limite con el AcbC (ver la
flecha negra y recta en la Fig. 21F). En segundo lugar, el limite entre el MAcbSh y el
septum lateral rostral estaba ocupado por un pequeio grupo de fibras marcadas (flecha
negra y curva en la Fig. 21F). Finalmente, a niveles medio-rostrales, la porcion ventral del
MACcbSh estaba ocupada por un campo terminal denso que parecia continuo con el
marcaje en el Tu medial (ver punta de flecha negra en la Fig. 21F). El LAcbSh mostraba
un campo terminal denso que ocupaba la mayor parte de su mitad caudal y se extendia
hacia los CB y el Tu caudo-ateral adyacentes (Fig. 21G-H). Por lo tanto, el marcaje
anterégrado no estaba restringido a la porcion medial del Tu, sino que abarcaba toda su
extension medio-ateral. En esta inyeccion, el marcaje anterdgrado en el Tu era denso en
las tres capas (tal vez ligeramente mas denso en la capa 3; ver detalle en la Fig. 21G), pero

no mostraba una evidente asociacion con los ICj (incluido el ICjM, ver Tabla 4).

En el CPu, se encontraban algunas fibras marcadas en la mitad ventral del CPu
mas rostral, marcaje que parecia tener una continuidad con el encontrado en AcbC vy el
BST mas rostral (niveles pre- comisurales Fig. 211, y comisural) y una densidad baja de

marcaje fibrilar en los niveles del CPu post-comisurales, en toda su extension (Tabla 5).

En este caso, el marcaje en el Ach, el Tu y los CB y en CPu era bilateral con una
clara dominancia ipsilateral (ver Tablas 3-5, mas evidente en el caso del MAcbSh vy el
AcbC caudal). En este sentido, observamos fibras marcadas que cruzaban la linea media a
través de la acp pero estas no formaban fasciculos conspicuos. Ademas, la marca

anterograda en el hemisferio contralateral era simétrica.
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5.2.3.2 Marcaje Anterdgrado en el Estriado tras Inyecciones en la Amigdala Profunda

Realizamos 10 inyecciones en la amigdala palial profunda (Tablas 3-5; Figuras 22-
27), de las cuales tres estaban restringidas al B, tres estaban localizadas en el AB, una en el

AHAIl y las ultimas tres inyecciones estaban circunscritas al L.

5.2.3.2.1 Inyeccién en el Nucleo Basal Anterior

La inyeccion B0310 estaba confinada a la parte medial del Ba, si bien Ia
trayectoria de la micropipeta marcé algunas células en el extremo anterior del AStr (Fig.
22). Desde el lugar de inyeccion, un fasciculo de fibras gruesas marcadas entraba en la st,
por donde cursaba hasta el Acb. Otro grupo de fibras marcadas cursaba por el ansa
peduncularis (a través del IPAC y la SI) y parecia conectar con el marcaje en el LAcbSh
caudal. Ademas, algunas fibras marcadas abandonaban el lugar de inyeccion y cursaban
rostralmente a través del fasciculo longitudinal asociativo para inervar el LOT. Este
marcaje se extendia ain mds para acabar en un denso campo terminal en el Tu (Fig. 22B-
C). Por ultimo, desde el lugar de inyeccion algunas fibras adoptaban una direccion

ascendente y rostral y alcanzaban el CPu.

El Acb presentaba campos de fibras y terminales densamente marcadas en todas
sus divisiones (Tabla 3). El AcbC mostraba marcaje anterégrado a lo largo de toda su
extension rostro-caudal (Tabla 3). El marcaje en su mitad lateral era muy denso y
mostraba un patréon complejo de manchas o “parches” de marcaje (Fig. 22C), mientras
que en el AcbC medial, el marcaje estaba compuesto por un denso campo terminal en su

extremo mas rostral ademas de fibras dispersas en el resto del nucleo (Fig. 22B).

El MAcbSh presentaba densas manchas de marcaje fibrilar y terminal confinadas a
su porcidn ventral (Fig. 22B-C). Este marcaje mostraba continuidad, a través de los CB
(Fig. 22C) con campos terminales, aun mas densos, en el Tu medial (Fig. 22B-C). Por
contra, en la porcion dorsal del MAcbSh sélo eran visibles unas pocas fibras dispersas que
no formaban campos terminales bien definidos (Fig. 22B-C). En cuanto al LAcbSh,
presentaba un denso campo terminal a niveles caudales que, como en el caso del
MACcbSh, era continuo con un marcaje extremadamente denso en los CB y Tu laterales
(Fig. 22C). De este modo, el Tu mostraba marcaje anterdgrado en pricticamente toda su
extension medio-lateral a niveles rostrales y su porcién lateral a niveles caudales. Este

marcaje del Tu era denso en la capa 3 y extremadamente denso en la capa 2 (Fig. 22B-C e
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detalle en 22C), pero no mostraba una clara asociacion con los ICj profundos o con el
ICjM. De hecho el marcaje anterégrado en el Tu mostraba una “calva” o “hueco” en
donde se encontraban ICj superficiales (Fig. 22C y detalle), aunque éstos eran alcanzados

por unas pocas fibras marcadas gruesas y varicosas (ver detalle en la Figura 22C).

En el CPu, el marcaje anterdgrado también era extremadamente denso y profuso
en toda su extensién rostro-caudal. Como en el estriado ventral, la densidad de ese
marcaje era heterogénea apareciendo densas manchas o “parches” de marcaje fibrilar y
terminal especialmente denso. A niveles pre-comisurales rostrales del CPu aparecian
campos terminales de fibras que ocupaban la mitad medial de la estructura,
encontrandose los parches mas densos en la region ventral, cercana al AcbC (Fig. 23A;
Tabla 5). A medida que nos adentrabamos en los niveles pre-comisural caudal y
comisural, las fibras marcadas y los campos terminales se hacian mas densos y ocupaban
preferentemente la regién medial del CPu adyacente al ventriculo, aunque podian
encontrarse fibras dispersas por toda la estructura (Fig. 23B; Tabla 5). Con la aparicion
del globo palido lateral (LGP), las fibras y parches ocupaban predominantemente la mitad
dorsal del CPu (sobre todo el adyacente al ventriculo), aumentando la densidad a medida
que nos desplazabamos a los niveles CPu post-comisurales, alcanzdndose el maximo de

marca anterograda en su porcién mas rostral (Fig. 23 cont.C).

Esta inyeccion también mostraba fibras marcadas en la acp (Fig. 23B-B’), en
relaciéon con las cuales aparecia marcaje anterogrado relativamente denso en el hemisferio
contralateral tanto en el Acb (especialmente el LAcbSh y el AcbC rostral, Tabla 3) como
en el resto del estriado ventral (Tabla 4) y dorsal (Tabla 5; Fig. 23A’-B’). En todas las
estructuras, el marcaje contralateral era claramente simétrico al del hemisferio

homolateral.
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Figura 22: Marcaje Anterégrado en el Estriado Ventral tras Inyecciones de Trazadores en el Nucleo Basal de
la Amigdala. Dibujos de la extension de las inyecciones de trazadores en el ndcleo basal de la amigdala (A) y
fotografias del marcaje anterégrado resultante en el estriado ventral (B-E). En cada seccién se indica la coordenada
antero-posterior respecto a Bregma y el cddigo de cada inyeccion. Tras una inyeccion de trazador en el Ba (B0310;
B-C), el marcaje en el AcbSh muestra continuidad con el encontrado en el Tu a través de los CB. El marcaje en el Tu
ocupa las capas 2 y 3, mientras que la capa 1 esta practicamente libre de marca (detalle en C). Los ICj estan casi
totalmente desprovistos de marcaje, aunque unas pocas fibras marcadas gruesas entran en los grupos de células
granulares (ver detalle en C). Marcaje anterégrado en el estriado ventral tras la inyeccion R0336, que afectaba a una
gran porciéon del Bp (D-E). El marcaje en el area central (core) del Acb mostraba continuidad con el marcaje
encontrado en el MAcbSh (ver cabezas de flecha blancas en E) y, a través de él, con el marcaje en los CBy en el Tu
medial. El detalle en E muestra que el marcaje en el Tu ocupa no solo las capas 2 y 3 sino también la parte mas

profunda de la capa 1. Barra de calibracion en E = 400 pm, valida para toda la figura.
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Figura 23: Marcaje Anterdgrado en el Estriado Dorsal tras Inyecciones de Trazadores en el Ndcleo Basal

de la Amigdala. En cada seccién se indica la coordenada antero-posterior respecto a Bregma y el cédigo de
cada inyeccion. Tras una inyeccion de trazador en el Ba (B0310; A-C), el marcaje en el CPu pre-comisural (A-
A’) muestra continuidad con el encontrado en el AcbC, mientras que la mayor densidad de marca a niveles
comisurales (B-B’) y post-comisurales (C) se encuentran en la porcién medio-dorsal de la estructura. Marcaje
anterégrado en el estriado dorsal tras la inyeccion R0336, que afectaba a una gran porcién del Bp (D). Las
flechas indican algunos campos terminales en el CPu que se localizaban principalmente en la zona adyacente al
globo palido lateral. Barra de calibraciéon en C = 250um (también valida para A, A’, B, B’). Barra de calibraciéon
en D = 125um.
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Figura 23 (continuacién): Marcaje Anterogrado en el Estriado Dorsal tras Inyecciones de Trazadores en el
Nucleo Basal de la Amigdala.

5.2.3.2.2 Inyecciones en el Nucleo Basal Posterior

El Bp se vio afectado por dos inyecciones (B0336 y R0336). La inyeccién B0336
abarcaba el Bp caudo-lateral, mientras que la R0336 era una inyeccion restringida al
extremo caudal del Bp (Fig. 22A). Ambos casos mostraban un patrén de marcaje
anterégrado similar que diferia substancialmente del encontrado tras las inyecciones en el
Ba. La mayor parte de las fibras marcadas que conectaban el lugar de inyeccion con el
estriado ventral cursaban por la st (fundamentalmente dirigidas al AcbC y MAcbSh) y el
ansa peduncularis (SI/IPAC, fundamentalmente conectadas con el LAcbSh). Por su parte,
un pequeno contingente de fibras marcadas accedia al Tu a través del LOT. Por ultimo,

algunas fibras adoptaban una direccién dorsal para inervar el CPu.

El AcbC presentaba un marcaje anterégrado extremadamente denso (Fig. 22E)
restringido a su porcion caudo-medial, que parecia ser continuacion rostral de un denso
campo terminal del nucleo de la stria terminalis (BST, no ilustrado). En el MAcbSh se
apreciaba un denso campo terminal en su limite medial (Fig. 22D-E), que presentaba una
discontinuidad a la altura del ICjM, aunque algunas pocas fibras inervaban esta

estructura (Fig. 22E). Algunas “manchas” o “parches” de denso marcaje conectaban este
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campo terminal con el encontrado en el AcbC (ver las puntas de flecha blancas, Fig. 22E),
mientras que el resto del MAcbSh mostraba, relativamente, menos marcaje. El marcaje en
la periferia del MAcbSh presentaba continuidad, a través de los CB mediales, con el Tu
medial (Fig. 22E), en donde las fibras marcadas inervaban la capa 1 profunda, asi como
en las capas 2 y 3 (ver detalle en la Fig. 22E). Como en el caso del ICjM, los ICj mediales
eran alcanzados por unas pocas fibras marcadas (ver detalle en la Fig. 22E). En el LAcbSh,

el marcaje anterégrado era muy difuso y su densidad decrecia gradualmente de caudal a

rostral (Tabla 3; Fig. 22D-E).

En el CPu, la densidad de fibras marcadas anterégradamente era mucho menor
que la encontrada en la inyeccion en el Ba. En los niveles mas rostrales del CPu (nivel
pre-comisural rostral) se encontraban algunas fibras, sobre todo a lo largo de la region
adyacente al ventriculo (no mostrado). En el CPu pre-comisural caudal se podian observar
algunas fibras con botones en la regién m4s ventral justo por encima del AcbC y en la
region cercana al ventriculo (sin ilustrar). La densidad de marca anterdgrada a nivel del
CPu comisural también era baja, encontrdndose algunas fibras en la zona mas ventral
adyacente al IPAC. En los niveles del CPu post-comisural se observaron fibras marcadas
dispersas por todo el CPu, aunque con cierta tendencia a encontrarse en el limite con el
LGP (Fig. 23 cont.D). La densidad de las fibras marcadas decrecia en los niveles post-

comisurales mas caudales (ver Tabla 5).

En estas inyecciones, algunas fibras marcadas cruzaban la linea media a través de
la acp y daban lugar a un marcaje anterégrado disperso pero conspicuo en el estriado

ventral y dorsal contralateral (Tablas 3-5).

5.2.3.2.3 Inyeccién en el Nucleo Basal Accesorio Anterior

La inyeccion BO311 estaba centrada en el extremo rostral del ABa y también
afectaba a la porcion medial del COAa y a los nucleos intercalados de la amigdala (I), asi
como a algunas pocas células del AAD y de la SI (Fig. 24). Al contrario que las
inyecciones en el B, este caso sélo presentaba un marcaje disperso en el Acb y en el Tu
(Tabla 3; Fig. 24B). Desde el lugar de inyeccién, se podia seguir algunas fibras marcadas
gruesas a través de la st hasta los campos terminales en el BST y el AcbC caudal dorso-
lateral (sin ilustrar). Las restantes fibras marcadas que dejaban el lugar de inyeccion

formaban tres fasciculos bien definidos. Algunas de éstas atravesaban la IPAC (ansa
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peduncularis) hasta campos terminales en el LAcbSh caudal (sin ilustrar). Otro fasciculo
bien delimitado de fibras marcadas corria en direccién rostral inmediatamente por
encima del LOT para inervar extensamente la rama horizontal del nucleo de la banda
diagonal (HDB), aunque algunas de sus fibras parecian entrar en el Tu medial, en donde
inervaban las tres capas (ver detalle en la Fig. 24B). Aparentemente, unas pocas fibras
marcadas entraban en algunos ICj (ver detalle en la Fig. 24B), incluido el ICjM (Fig. 24B).
Igualmente, en esta inyeccion (BO311) aparecian algunas fibras marcadas en los CB mas
mediales (Fig. 24B). El ultimo fasciculo de fibras marcadas también corria por el ansa
peduncularis (a través de la SI) pero daba lugar a un campo terminal relativamente denso
en el palido ventral (VP, Fig. 24B). Ademas, el MAcbSh ventral mostraba unas pocas

fibras marcadas, aparentemente conectadas con los fasciculos que inervaban el HDB y/o

el VP (Fig. 24B).

En el CPu pre-comisural y comisural, se encontraban algunas fibras con botones
marcadas en la region ventral adyacente al AcbC (o al IPAC a niveles mas caudales; Fig.

25A). A nivel del CPu post-comisural rostral se encontraban fibras varicosas dispersas.

El estriado ventral caudal y el CPu post-comisural rostral contralaterales también
mostraban unas pocas fibras marcadas (ver Tablas 3-5), probablemente conectadas con el

marcaje fibrilar observado en la acp.

5.2.3.2.4 Inyecciones en el Nticleo Basal Accesorio Posterior

Las dos pequenas inyecciones localizadas en el ABp (R0324 y R0335; con unas
pocas células marcadas en el AHALI en este ultimo caso; Fig. 24A) compartian un patron
similar de marcaje de fibras (Tablas 3-5). Al igual que en otras inyecciones, se observaron
tres grupos principales de fibras marcadas que abandonaban la inyeccion en direccion al
estriado ventral. Por la st corrfan fibras finas que daban lugar a un campo terminal
moderadamente denso en todo el AcbC y en el MAcbSh ventral (Fig. 24C-D). Desde el
lugar de inyeccién, otro grupo de fibras marcadas corria hacia adelante a través del ansa
peduncularis dando lugar a un campo terminal que se extendia desde el IPAC hasta el
LAcbSh caudal, donde el marcaje era menos denso (Tabla 3; Fig. 24C-D). Un tercer

grupo de fibras marcadas cursaba rostralmente por el fasciculo longitudinal asociativo
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Figura 24: Marcaje Anterégrado en el Estriado Ventral tras Inyecciones de Trazadores en el Nucleo Basal
Accesorio y en el Area Amigdalo-Hipocampica de la Amigdala. Dibujos de la extension de las inyecciones de
trazadores en el ndcleo basal de la amigdala (A) y fotografias del marcaje anterégrado resultante en el estriado
ventral (B-F). En cada seccién se indica la coordenada antero-posterior respecto a Bregma y el cédigo de la
inyeccién. Tras una inyeccion de trazador en el ABa (B0311; B) se observa marcaje anterogrado en el MAcbSh y
el en Tu medio-caudal mas medial, asi como escasas fibras marcadas en algunos ICj y en las tres capas del Tu
(detalle). (C-D) Una inyeccion de RDA en el ABp (R0335; sin contrastar; C-D) muestra marcaje extenso en las
areas central (core) y periférica (shell) del Acb (especialmente en el LAcbSh) y en las cercanias del ICjM (cabeza
de flecha en C). En el Tu, el marcaje anterégrado se encuentra en las capas 2 y 3 y en la parte profunda de la
capa 1 (detalle en D). Tras una inyeccion de RDA restringida al AHA lateral (RO311; sin contrastar; E-F), el
marcaje anterégrado ocupa la parte ventral del area central (core) del Acb asi como porciones del area periférica
(shell) medial (ver flecha en F) y lateral. También se encuentran escasas fibras marcadas en los CB vecinos
(asteriscos) y en el Tu, asi como campos terminales conspicuos en los ICj mediales y, especialmente, cerca del
ICjM (detalle en F). Barra de calibracién en F = 400 ym, vélida para toda la figura.
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(atravesando el area anterior amigdalina ventral, AAV) y alcanzaba el Tu, donde las fibras
marcadas inervaban, preferentemente, las capas 2, 3 y 1b de su porcién central (detalle en
la Fig. 24D). El marcaje en el Tu mostraba continuidad, a través de los CB, con el
observado en el AcbSh (ver flechas negras en la Fig. 24C-D). Unas pocas fibras marcadas
estaban asociadas al margen interno de la mayoria de ICj (detalle en la Fig. 24C) vy, en

menor medida, al borde interno del ICjM (ver punta de flecha negra en Fig. 24C).

Por ultimo, desde el lugar de inyeccion algunas fibras corrian dorsalmente hasta
inervar el estriado dorsal en toda su extension rostro-caudal (Tabla 5). En los niveles del
CPu pre-comisurales y comisural se podian observar numerosas fibras finas marcadas en
toda la extension, sobre todo en la region ventral, donde se observaban densos plexos de
fibras en la zona justo dorsal al AcbC (y al BST y al IPAC a niveles mds caudales) y en
zona medial yuxtaventricular, acentuandose la preferencia por la region medial a medida
que avanziabamos hacia los niveles mas caudales (Fig. 25B-C). Sin embargo, a niveles post-

comisurales el marcaje fibrilar se hacia mas denso y extenso, sobre todo en la regién mas

dorsal del CPuy en el limite con el LGP (Fig. 25D).

En ambas inyecciones, el estriado contralateral también mostraba una densidad

moderada de marcaje y una distribucion simétrica a la del hemisferio contralateral (Tablas

3-5).

5.2.3.2.5 Inyeccion en el Area Amigdalo-Hipocampica
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Una pequena inyeccion (R0O311) estaba pricticamente restringida al extremo
rostral del AHAI, aunque probablemente también estaban marcadas unas pocas células

del MeP vecino (Fig. 24A). Las fibras marcadas que abandonaban el lugar de inyeccién en
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direccion rostral (hacia el estriado ventral) se incorporaban a tres fasciculos, la st (que

generaba una inervacién densa de partes del BST), el ansa peduncularis (el IPAC/SI) y el
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fasciculo longitudinal asociativo (el AAV). Las fibras en la st inervaban aparentemente el
AcbC (especialmente su mitad ventral), donde el marcaje decrecia gradualmente en

direccion rostral (ver Tabla 3; Fig. 24E-F), y el MAcbSh intermedio-caudal. Aqui las fibras
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Figura 25: Marcaje Anterégrado en el Estriado Dorsal tras Inyecciones de Trazadores en el Nlcleo Basal
Accesorio de la Amigdala. En cada seccién se indica la coordenada antero-posterior respecto a Bregma y el
caodigo de la inyeccién. Tras una inyeccién de trazador en el ABa (B0311; A), el marcaje en el CPu se localiza,
sobretodo a niveles comisurales y en la zona adyacente al IPAC (ver flechas en A). Tras una inyeccion de
trazador en el ABp (R0335) las fibras marcadas anterégradamente se localizan en la zona medial a niveles tanto
pre-comisurales (B), como comisurales (C), como post-comisurales (D). Barra de calibracién en A = 40um. Barra

de calibracion en D = 125um (también vélida para B y C).

marcadas inervaban preferentemente el limite centro- periferia (coreshell; Fig. 24E-F) y la
region medial del nucleo (flecha negra en la Fig. 24F). Ademas, se observaba un denso

plexo de fibras marcadas en contacto con la cara interna del ICjM (ver detalle en la Fig.
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24F). El marcaje anterogrado en el IPAC/SI se extendia rostralmente hasta los niveles
intermedio-caudales del LAcbSh, en donde formaban un campo terminal disperso (Fig.
24F). Finalmente, las fibras marcadas que cursaban por el AAV se dirigian aparentemente
hacia el Tu (y el HDB), en donde se distribuian en las tres capas e inervaban
preferentemente su mitad medial (Fig. 24E-F). Este campo terminal conectaba, a través de
los CB, con el marcaje observado en el AcbSh (ver asterisco negro en la Fig. 24E-F). El
marcaje en esta zona del estriado ventral inclufa también un gran numero de fibras
marcadas, asociadas intimamente con los ICj mediales (Fig. 24F). Como hemos dicho, el

ICjM mostraba un marcaje similar (detalle en la Fig. 24F).
El CPu estaba desprovisto de marcaje anterdgrado.

Algunas fibras marcadas cruzaban la linea media a través de la acp para inervar el

estriado ventral caudal contralateral (Tablas 3-4).

5.2.3.2.6 Inyecciones en el Nucleo Lateral

En nuestros experimentos, realizamos tres inyecciones en el L (ver Fig. 26). La
inyeccion R0305 se encontraba restringida al Lvl rostral. La inyeccion R0330 estaba
centrada en el Lvl a niveles intermedio-caudales, aunque también afectaba a la parte

ventral del Ldl y, ligeramente, al CPu caudo-ventral. Finalmente, una inyeccién de BDA

afectaba a todo el L caudal (Ldl, Lvl y Lm) y a parte del AStr y del CPu (B0334).

En estas tres inyecciones, las fibras marcadas abandonaban el lugar de inyeccion
en direccion rostral a través de la st para alcanzar la parte mas ventral del CPu y también
al AcbC. De hecho, el AcbC mostraba el campo terminal mas denso de todo el estriado
ventral (Tabla 3; Fig. 26B-E), especialmente su porcion ventro-lateral. Desde el AcbC,
algunas fibras anterégradamente marcadas se extendian al MAcbSh ventral adyacente y
formaban un campo terminal conspicuo (Fig. 26B-D). En contraposicion, la porcion
dorsal del MAcbSh, interpuesta entre el drea central del Acb y el septum medial, estaba
practicamente desprovista de marca (Fig. 26B-D). Por otra parte, algunas fibras marcadas
cursaban por el ansa peduncularis (a través de la SI y del IPAC) conectando el lugar de
inyeccion con un campo terminal moderado-denso en el LAcbSh intermedio-caudal (Fig.
26E). En las tres inyecciones, el Tu mostraba marcaje anterogrado, si bien éste era mucho

mas escaso tras una inyeccion relativamente grande en el L caudal (B0334) que tras las
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pequenas inyecciones en el L rostral (R0305, R0330). En estas ultimas inyecciones, el Tu

mostraba un marcaje extenso
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-2.30 mm

Figura 26: Marcaje Anterogrado en el Estriado Ventral tras Inyecciones de Trazadores en el Nucleo Lateral
de la Amigdala. Dibujos de la extension de las inyecciones de trazadores localizadas en el nicleo lateral de la
amigdala (A) y fotografias del marcaje anterégrado resultante en el estriado ventral (B-E). En cada seccion se indica
la coordenada antero-posterior respecto a Bregma y el cédigo de la inyeccion. En la inyecciéon R0330 en el Lvl y el
Ldl, el marcaje ocupa regiones de las areas central (core) y periférica (shell) del Acb, una gran porcion del Tu (capas
2y 3, detalle en B) y aquellos CB que unen ambos campos terminales. En algunos islotes de Calleja se observan
unas pocas fibras marcadas gruesas en los grupos de células granulares (detalle en D). Barra de calibracion en E =
400 pum, vélida para toda la figura.

99



Proyecciones Amigdalo-Estriatales en Mus musculus

pero heterogéneo (mas denso a niveles rostrales que a caudales) que ocupaba,
preferentemente, la capa 3 y en menor medida la capa 2 (Fig. 26B-D; detalle en la Fig.
26B). Como en las restantes inyecciones en la amigdala palial, el marcaje en el Tu
presentaba continuidad a través de los CB con el marcaje en el AcbSh (Fig. 26C-E).
Ademss, las fibras anterdgradamente marcadas alcanzaban los ICj mas mediales (ver

detalle en la Fig. 26D), pero no el ICjM (ver Fig. 26D).

Las inyecciones en el L (R0305, R0330, B0334) mostraban un marcaje
anterdgrado en el CPu profuso. En las tres inyecciones en el polo rostral de los
hemisferios cerebrales (niveles pre-comisurales y comisurales) se encontraba marcaje
anterdgrado disperso por todo el CPu, pero se observaban densos campos de fibras en la
region ventral (que parecian ser una continuacion dorsal del marcaje encontrado en el
AcbC y en el BST y en IPAC mds caudalmente) y en la region medial (zona adyacente al
ventriculo) (Fig. 27A, ver flechas). Sin embargo, a medida que progresabamos
caudalmente (niveles comisurales y post-comisurales), se encontraron diferencias en la
localizacion del marcaje anterdgrado en funcién del lugar de inyeccion. Asi, en la
inyeccion localizada en el Lvl, aunque se seguian observando fibras en la zona mas medial

yuxtaventricular (ver flechas en la Fig. 27B), mas caudalmente las fibras marcadas

R0O305 ¢

Figura 27: Marcaje Anterogrado en el Estriado Dorsal tras Inyecciones de Trazadores en el Nlcleo Lateral
de la Amigdala. En cada seccién se indica la coordenada antero-posterior respecto a Bregma y el cédigo de la
inyeccion. Tras una inyeccion de trazador en el Lvl (R0305), el marcaje en el CPu a niveles pre-comisurales (A) se
localiza en las porciones yuxtaventricular y adyacente al AcbC. A niveles comisurales (B) la marca anterégrada se
observa, sobre todo en la zona yuxtaventricular y adosada al IPAC. A niveles post-comisurales (C) las fibras
marcadas anterégradamente se localizan especialmente en la zona dorsal. Las flechas en las figuras indican

algunos campos terminales en el CPu. Barra de calibracion en C= 300um valida para toda la figura.
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adoptaban preferentemente una posicién mds dorsal (Fig. 27C, ver flechas). En el caso de
las inyecciones que afectaban al Ldl caudal (RO330 y B0334), el marcaje anterdgrado a
nivel del CPu mas posterior era relativamente mas denso y con una cierta tendencia a
encontrase en la region ventral. En estos casos la valoracion de este marcaje era mas

compleja debido a que en ambas inyecciones parte del CPu a ese nivel estaba afectado.

En todas las inyecciones que afectaban al L, el marcaje anterdgrado en el estriado

era claramente bilateral con dominancia ipsilateral y simétrico (ver Tablas 3-5).

5.3 DISCUSION

Nuestro trabajo combina el trazado anterégrado y retrogrado para analizar las
proyecciones de la amigdala palial al estriado. En primer lugar, vamos a interpretar
conjuntamente los resultados de ambos tipos de experimentos para inferir las principales
proyecciones que unen ambas estructuras en el ratén y discutiremos los resultados de
otros autores en diferentes especies de mamiferos. En segundo lugar, discutiremos
nuestros resultados desde el punto de vista funcional, en el contexto de la transferencia
de estimulos quimiosensoriales desde centros secundarios de la amigdala al sistema de

refuerzo del cerebro para mediar respuestas apetitivas (Martinez-Garcia et al., 2007b).
5.3.1 Proyecciones Amigdalo-Estriatales en Mamiferos

Nuestros resultados demuestran la existencia de proyecciones masivas al estriado
ventral, procedentes tanto de los nucleos superficiales como de los nucleos profundos de
la amigdala palial. Por el contrario las proyecciones amigdalinas al estriado dorsal se
originan casi exclusivamente en nucleos profundos de la amigdala palial. No obstante,
algunas de estas proyecciones son densas y extensas, lo que sugiere que tienen una gran

importancia en la funcion estriatal.
5.3.1.1 Vias Amigdalinas al Estriado Ventral

Todas las inyecciones en la amigdala dieron lugar a marcaje anterogrado de fibras
en todos los compartimentos del estriado ventral, es decir, en el drea central y periférica
del nucleo accumbens, el tubérculo olfativo y los puentes celulares interpuestos entre
ambas estructuras. Ademds, cada una de las inyecciones en el nucleo accumbens dio lugar
a neuronas marcadas retrogradamente tanto en los nucleos superficiales (corticales) como

en los nucleos profundos de la amigdala palial.
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En concordancia con descripciones previas de algunas proyecciones amigdalo-
estriatales (Johnston, 1923; Kelley et al., 1982; Petrovich et al., 1996) nuestro estudio
revela que los nucleos paliales de la amigdala usan tres vias para inervar el estriado
ventral, la stria terminalis, el ansa peduncularis y el fasciculo longitudinal asociativo. En
general, las fibras amigdalinas que acaban en el AcbC y el AcbSh dorso-medial parecen
discurrir por la stria terminalis y representar una extension rostral de los campos
terminales de estas mismas estructuras amigdalinas en el BST. Una segunda via amigdalo-
estriatal cursa por el ansa peduncularis (SI/IPAC) y sus fibras inervan el AcbSh lateral,
alcanzando  quizas el AcbC caudo-lateral. Un tercer contingente de fibras amigdalo-
estriatales ingresa en el llamado fasciculo longitudinal asociativo (Johnston, 1923) y desde
éste entra directamente en el extremo caudal del estriado ventral. Esta via parecer ser la
usada por la mayoria de la proyecciones amigdalinas al Tu y a los puentes celulares del
estriado ventral (CB). Las fibras que corren por las tres vias deben contribuir

conjuntamente a la inervacién de la porcion ventral del AcbSh y de los CB adyacentes.

5.3.1.1.1 Provecciones Amigdalinas al Nucleo Accumbens

Las proyecciones amigdalinas al Acb son muy complejas (ver Fig. 28).
Practicamente todas las regiones del area central y periférica del Acb reciben proyecciones
desde uno o varios nucleos amigdalinos, con la excepcion de la region del MAcbSh
adyacente al ICjM, que no muestra marcaje anterégrado tras ninguna de las inyecciones
realizadas en la amigdala (ver asterisco en Fig. 28). En la rata (Groenewegen et al., 1987),
al igual que en el raton (resultados propios sin publicar), esta 4rea es el blanco de
importantes proyecciones desde el subiculum. Por otra parte, la mayoria de las inyecciones
en la amigdala dan lugar a patrones complejos de marcaje anterdgrado consistentes en
campos terminales discretos (manchas o parches) en el AcbSh y el AcbC con
distribuciones especificas segiin el lugar de la inyeccion. Cuando se analizan estos

patrones, aparecen, con

102



Proyecciones Amigdalo-Estriatales en Mus musculus

COApm/COApI CxNCOAa

hd

Figura 28: Resumen de las Proyecciones desde la Amigdala Palial al Estriado Ventral en el Ratén.
Esquemas del estriado ventral del ratén (rostral en la parte superior, caudal en la inferior), que muestran los
principales campos terminales de las proyecciones desde la amigdala cortical (A y B) y la amigdala profunda (C-
H) en el estriado ventral. La densidad relativa de los campos terminales esta representada con diferentes niveles
de gris (cuanto mas oscuro, mas denso). El area a cuadros en el AcbC medial en A indica un campo terminal que
se marca tras la inyeccién de COApm pero no tras la inyeccién centrada en el COApl. En cada figura, un asterisco

sefiala una regién del MAcbSh que aparentemente no recibe proyecciones desde la amigdala palial.

facilidad, similitudes con los resultados de estudios previos en otras especies de
mamiferos. En primer lugar, tal y como se describe en ratas y gatos (Krettek y Price, 1978;
Groenewegen et al., 1980; Kelley et al., 1982; Russchen y Price, 1984; McDonald, 1991a;
1991b; Brog et al., 1993; Wright et al., 1996) y en monos (Russchen et al., 1985; Price et
al., 1987; Friedman et al., 2002; Fudge et al., 2002; 2004), el grueso de las proyecciones
amigdalo-Acb se origina en los nucleos profundos de la amigdala (B y AB). Nuestros
resultados también indican que en el ratén, al igual que en ratas y gatos (Krettek y Price,
1978; Russchen y Price, 1984; Wrigth et al., 1996) las proyecciones desde las partes
anterior y posterior del B al Acb muestran una cierta topografia seguin la cual el Bp
proyecta principalmente al Acb/Tu posterior medial, mientras que el Ba proyecta
fundamentalmente al Acb/Tu anterior y posterolateral (Fig. 28C-D). Finalmente, el

transporte anterogrado tras las inyecciones en el B y el AB revela 4reas libres de marca en
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el AcbSh medial (ver Fig. 28C-F) que recuerdan a aquellas descritas en la rata y el gato por
Krettek y Price (1978). En ratas se ha comprobado una relacion entre las manchas o
parches de marcaje anterégrado derivados de determinadas inyecciones amigdalinas y las
heterogeneidades reveladas por la inmunoreactividad para la calbindina (Wright et al.,
1996). Ignoramos si esto también ocurre en el ratén, en todo caso, las similitudes en las

proyecciones amigdalo-Acb entre ratones y otros mamiferos son bien patentes.

5.3.1.1.2 Proyecciones al Nucleo Accumbens desde la Amigdala Cortical

Ademis de estos resultados que confirman la presencia en ratones de
proyecciones amigdalinas sobre el accumbens similares a las descritas en otros mamiferos,
nuestros experimentos demuestran la existencia de proyecciones amigdalo-estriatales
adicionales que se originan en diversos nucleos corticales amigdalinos. A este respecto,
una de las conclusiones de nuestro trabajo es que las vias amigdalo-estriatales que se
originan en los nucleos corticales amigdalinos han sido subestimadas. De hecho, el
transporte retrogrado tras inyecciones en el Acb revela la existencia de proyecciones al
estriado ventral que se originan en el COAa y/o la CxA y el LOT en la amigdala rostral,
asi como en el APir y las capas profundas del COApm en la amigdala caudal (ver Tabla
1), descubrimientos coincidentes con resultados previos en ratas (Krettrek y Price, 1978;
McDonald, 1991b; ver figuras en Brog et al., 1993) y con datos recientes en monos
(Friedman et al., 2002; Fudge et al., 2002). Estas proyecciones se ven confirmadas por los
resultados de trazado anterogrado tras inyecciones en la amigdala cortical (ver Tabla 3).
Conjuntamente, los resultados de transporte anterdgrado y retrégrado muestran que la
porcién anterior de la amigdala cortical anterior (CxA/COAa) proyecta sustancialmente
al Acb y al Tu/CB. Los resultados del trazado retrogrado muestran que esta proyeccién se
origina en células profundas del limite CxA/COAa (Fig. 18B), de forma similar a como se
ha descrito en ratas (McDonald, 1991b) y en monos (Friedman et al., 2002). Con
respecto a la amigdala cortical caudal, nuestros resultados muestran que las proyecciones
desde las células profundas del COApm al Acb son relativamente escasas, ya que acaban
en porciones restringidas del AcbC y AcbLSh caudales (ver Fig. 28), hecho que
concuerda con resultados previos en ratas (Canteras et al., 1992). Por el contrario,

nuestras inyecciones demuestran una proyeccion conspicua desde el COApm (y en menor

medida del COApl) al Tu profundo, a los CB y a los ICj (ver abajo).
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Nuestras inyecciones en el darea central y el area periférica lateral del Acb, también
muestran células retrogradamente marcadas en el LOT. La localizacion de estas células
marcadas depende del lugar de inyeccion: mientras que las inyecciones de trazador en el
LAcbSh daban lugar a marcaje retrogrado en las capas 2 y 3 del LOT, aquellas en el AcbC
solo mostraban células marcadas en la capa 3. Estos datos coinciden con los resultados

del trazado anterdgrado de las proyecciones del LOT en la rata de Santiago y Shammah-

Lagnado (2004).

Por ultimo, los resultados de nuestro trazado retrogrado coinciden con los de
Brog et al. (1993) en la rata, al demostrar la presencia de importantes proyecciones al
MACcbSh que se originan en las areas caudales de la transicion entre la amigdala y el
cortex piriforme, es decir, el APir. Aunque no hemos realizado inyecciones de trazadores
en el APir, los experimentos de transporte anterdgrado llevados a cabo en la rata por
Shammah-Lagnado y Santiago (1999) confirman que esta proyeccion también se extiende

a la porcion caudo-medial del Tu.

5.3.1.1.3 Proyecciones al Accumbens desde la L y AHA

Una conclusién adicional que se desprende de nuestros resultados es que, ademas
de las ya conocidas proyecciones desde el B y el AB (discutidas arriba), el AHA y el L
también contribuyen sustancialmente a las proyecciones desde la amigdala palial
profunda al Acb. A este respecto, las inyecciones en el MAcbSh (pero también algunas
inyecciones en el AcbC) dan lugar a marcaje retrogrado en la division medial del AHA vy,
en menor medida, en su division lateral. Esta proyeccion se ve confirmada por el
conspicuo marcaje anterdgrado encontrado en la porcién caudal del AcbC y en el
MACcbSh tras inyecciones en el AHA, aunque la porcion del MAcbSh justo medial al
ICjM aparece libre de marca (ver asterisco en la Fig. 28G), al igual que ocurre con las
inyecciones en otros nucleos amigdalinos (ver arriba). Los experimentos en ratas también
han demostrado sustancial transporte anterogrado al Acb caudal tras inyecciones en el
AHA (Canteras et al., 1992, amigdala posterior si utilizamos su nomenclatura) y un denso
transporte retrégrado en el AHA tras inyecciones en el MAcbSh (McDonald, 1991b; Brog
et al., 1993).

Nuestras inyecciones en el AHA (centradas en su division lateral) dan lugar a gran

cantidad de marcaje anterdgrado, no solo en el Acb (tal y como se discute arriba) sino
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también en el Tu/CB (ver mas abajo). Por lo tanto, esta proyeccién amigdalo-estriatal

parece mas extensa de lo que pensaba.

Finalmente, nuestros resultados claramente indican que el L, nucleo que
normalmente es visto como la interfaz sensorial de la amigdala (al menos en el contexto
del miedo condicionado; LeDoux et al.,, 1990; Pitkinen et al.,, 1997), muestra
proyecciones importantes al estriado ventral. La existencia de esta conexion ha sido
sugerida previamente en ratas mediante experimentos de trazado retrogrado (Kelley et al.,
1982; McDonald, 1991a; McDonald, 1991b; Brog et al., 1993). Nuestros resultados
indican que estas proyecciones se originan fundamentalmente en los subnucleos
dorsolateral (Ldl) y ventrolateral (Lvl, ver Tabla 1). Esto se ve claramente confirmado por
el transporte anterdgrado tras las inyecciones en el L (que abarcan al Lvl y/o al Ldl), que
muestran fibras marcadas en el AcbC medio-caudal (desde donde se extienden al CPu
rostro-medial), asi como en la porcion ventral del MAcbSh y en el LAcbSh (Fig. 28H).
Esta proyeccion parece extenderse al complejo Tu/CB y a los ICj. Ya que el resto de
proyecciones amigdalo-estriatales parecen estar conservadas en mamiferos, asumimos que
las importantes proyecciones desde L al estriado reveladas por nuestros resultados no son
un rasgo especifico de ratones sino que estarian presentes en todos los mamiferos. De
hecho, observaciones recientes sugieren que las proyecciones desde el L al Acb también
existen en primates (Fudge et al., 2002; Friedman, 2002). Mientras que hay varias
descripciones pormenorizadas sobre las proyecciones intra-amigdalinas del L en diversos
mamiferos (Pitkidnen et al., 1995; Pitkinen y Amaral, 1998), se hace necesario un andlisis

detallado de las proyecciones extra-amigdalinas del L para confirmar esta posibilidad.

5.3.1.1.4 Proyecciones Amigdalinas al Tubérculo Olfativo, Puentes Celulares Estriatales

e Islotes de Calleja

Nuestros experimentos de trazado de conexiones revelan importantes
proyecciones desde el complejo amigdalino al Tu y los CB (ver Fig. 28). En este sentido, si
bien hay descritas importantes aferencias desde el complejo amigdalino a partes del Tu en
ratas y gatos (Krettek y Price, 1978; Kelley et al., 1982; Russchen y Price, 1984; Wright et
al.,, 1996) y en monos (Price et al., 1987; Friedman et al., 2002; Fudge et al., 2002), las
proyecciones amigdalinas a los CB han recibido mucha menos atencién. No obstante, en

nuestros experimentos el marcaje en una porciéon del Tu siempre viene acompanado del
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marcaje de los CB adyacentes a la misma (ver Tabla 4). Esto sugiere que el Tu y los CB
estan funcionalmente relacionados, ya que comparten sus inputs amigdalinos. De hecho,
se puede considerar que el Tu y los CB forman conjuntamente una estructura laminar,
cuyas aferencias muestran también una organizacion laminar. Asi, todas nuestras
inyecciones en la amigdala dan marcaje anterégrado en las capas 2y 3 del Tu y en los CB
(Figs. 21, 22, 24, 26 y 28). Cuando analizamos en detalle estos resultados, observamos
que las proyecciones originadas en el Ba (y en el L, ver mas abajo) delimitan claramente
las capas 2 (densamente marcada) y 1 (que apenas presenta marca; Fig. 22B-C; Fig. 23).
Por su parte, el COApm/COApl inervan principalmente la capa 3 de una porcion del Tu
y los CB adyacentes a la misma (ver detalle en la Fig. 21D) algo que concuerda
parcialmente con los resultados obtenidos por Kevetter y Winans (1981). Por el contrario,
las proyecciones de otros nucleos amigdalinos alcanzan también la capa 1b, como sucede
con las originadas en el Bp y el AB (asi como en el AHA y el CxA, ver abajo; Figs. 21G,
22E, 24Dy 28).

El transporte anterdgrado desde la amigdala revela, ademas, que los distintos
nucleos amigdalinos presentan proyecciones diferenciales a porciones especificas (en los
ejes medio-lateral y rostro-caudal) del Tu. Por ejemplo, el COApm/COAp], el Bp, el ABa
y el AHA, proyectan especificamente a la porcion medial del Tu (ver Fig. 28), mientras
que el ABp proyecta a la parte central del Tu. Ademas, las proyecciones desde el
COApm/COApl y el ABa s6lo alcanzan la parte caudo-medial del Tu, mientras que el Bp
y el AHA proyectan a toda la extensién antero-posterior del Tu medial. Por el contrario,
el CxA, el Bayel L inervan practicamente toda la extension medio-lateral y rostro-caudal
del Tu. Estos descubrimientos son consistentes con los resultados del marcaje retrégrado

encontrado después de las inyecciones en el Tu en hamster (Newman y Winans, 1980).

Otras estructuras del estriado ventral que constituyen blancos para las aferencias
amigdalinas son los islotes de Calleja, grupos de pequenas células densamente
empaquetadas que ocupan diversas posiciones dentro del estriado ventral. Muchos de
ellos estan dentro del Tu, donde pueden localizarse en la capa 3, en la capa 2 o incluso
adentrarse en la capa 1 alcanzando por tanto la superficie pial. Entre ellos destaca por su
mayor tamafio el llamado islote de Calleja magno o mayor (ICjM), que separa el AcbSh
medial de la porcion ventral del septum. El COApm/COApl y el AHA muestran

importantes proyecciones a los ICj, incluido el ICjM (ver Tablas 2 y 4). De hecho, los
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nucleos que presentaban una mayor densidad de marca retrégrada tras la inyeccion que
afectaba al ICjM (B0312) eran el COApm y el AHA (Tabla 1). Aunque es cierto que la
inyeccion también incluye parte del septum, es razonable utilizarla para corroborar los
datos obtenidos con el trazado anterdgrado ya que las Unicas dreas amigdalinas que
proyectan al septum son el Bp y el propio AHA. En relaciéon a estos dos nucleos los
resultados del transporte retrogrado podrian ser debidos tanto al transporte del
neurotrazador desde las dreas septales como desde el ICjM. Por tanto esta inyeccion
corrobora la proyeccion del COApm al ICjM mientras que las proyecciones desde el Bp y
el AHA las hemos descrito iinicamente en base a los resultados del trazado anterdgrado.
Por contra, los restantes nucleos amigdalinos dan lugar a proyecciones débiles a los 1C;j,
que son escasas en el caso del ICjM (ver Tabla 4). Estos resultados encajan parcialmente
con estudios previos sobre las conexiones de los ICj que indican que el grueso de las
proyecciones amigdalinas a los ICj se origina en los nucleos corticales (Fallon, 1983). En
relacién con la arquitectura de los ICj, nuestros resultados indican que las proyecciones
desde el COApm/COApl a los ICj acaban preferentemente en el neuropilo central de los
ICj (e.g. Fig. 21B), mientras que el resto de los nucleos de la amigdala palial proyectan a la
capa granular. Usando el transporte anterogrado de aminoacidos tritiados Krettek y Price
(1978) describieron proyecciones al Tu/CB vy a los islotes de Calleja desde la amigdala

cortical posterior en ratas y gatos.

5.3.1.2 Proyecciones Amigdalinas al Caudado-Putamen

Todas las inyecciones en los nucleos profundos de la amigdala (con excepcién de
la localizada en el AHA) y la del CxA, dieron lugar a marcaje anterégrado de fibras en el
estriado dorsal (ver Tabla 5 y Fig. 29). Ademas, cada una de las inyecciones en el CPu dio
lugar a neuronas marcadas retrogradamente tanto en los nucleos profundos de la

amigdala palial como en la amigdala cortical.
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5.3.1.2.1 Proyecciones al Caudado-Putamen desde los Nucleos Profundos de la

Amigdala

Tal y como se ha descrito en trabajos previos, el B es la principal fuente de
proyecciones amigdalinas no solo al estriado ventral, sino también al estriado dorsal
(Krettek y Price, 1978; Kelley et al., 1982; Russchen y Price, 1984; McDonald, 1991b, Fig.
29). Tal y como ocurre con las proyecciones al nucleo accumbens, las proyecciones
amigdalinas al CPu estdn organizadas topograficamente. Segiin nuestros resultados el Ba
proyecta fundamentalmente a la region rostro-medial y caudo-dorsal del CPu, mientras
que las inyecciones en el Bp dan lugar a una densidad de marca mucho menor en el CPu
caudo-medial (Fig.29). A este respecto existen ciertas discrepancias en la literatura, ya que
la mayoria de los trabajos antiguos apuntan a que la porciéon anterior del B proyecta al
CPu caudo-lateral mientras que la porcion posterior lo hace al CPu rostro-medial (Krettek
y Price, 1978; Kelley et al., 1982; Russchen y Price, 1984). Sin embargo, nuestros datos
parecen encajar con los obtenidos por Groenewegen en 1991 mediante transporte
retrogrado en la rata, seguin los cuales las inyecciones localizadas en el CPu rostro-medial y
las que afectaban al CPu caudo-dorsal daban una densidad de marca retrograda mucho
mayor en el Ba que en el Bp. Asi mismo, las inyecciones que afectaban al CPu dorso-
caudal daban un marcaje retrogrado considerablemente mayor en el Bp. Ademads nuestros

resultados confirman que las proyecciones desde el nucleo basal de la amigdala al CPu
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son bilaterales y simétricas tal y como ya apuntaron Kelley et al. (1982). Finalmente, el
transporte anterogrado tras las inyecciones en el B deja areas libres de marca en el
cuadrante antero-dorsal del CPu (ver Fig. 29), que recuerdan a lo descrito previamente
en la rata (Kelley et al., 1982; Russchen y Price, 1984). Estas zonas libres de proyeccion
amigdalina en la rata se corresponden con la regién del CPu que recibe aferencias desde
el cortex sensorimotor (Kelley et al., 1982; Russchen y Price, 1984), de ahi que algunos
autores consideren que esta es una zona no-limbica del estriado (Kelley et al., 1982).
Ignoramos si esto también ocurre en el ratén, en todo caso, las similitudes en las

proyecciones del B al CPu entre ratones y otros mamiferos son bien patentes.

Ademas de las densas proyecciones al CPu con origen en el B, nuestro estudio ha
revelado la existencia de proyecciones sustanciales desde el AB, en concreto desde su
porcion caudal (Fig. 29). A este respecto, ya existian evidencias en rata de dicha
proyeccion (Kelley et al., 1982; McDonald, 1991b; Petrovich et al., 1996). Segiin nuestros
datos del trazado anterdgrado el ABp proyecta a la zona mas ventral (en contacto con el
ACDC) y medial (yuxtaventricular) del CPu rostral y a la porcion que limita con el LGP
del CPu post-comisural y al CPu caudo-dorsal. Estos descubrimientos son consistentes
con los resultados del marcaje anterdgrado encontrado después de las inyecciones en el
ABp en rata (Petrovich et al., 1996) y con los resultados de trazado retrégrado tras
inyecciones en el CPu (McDonald, 1991b). Algunos de los trabajos previos en ratas
ignoran el marcaje anterogrado en el hemisferio contralateral (Petrovich et al., 1996),
pero nuestro estudio revela un nuevo dato, y es que, al igual que ocurria con las
proyecciones desde el B (Kelley et al., 1982), las proyecciones desde el ABp al CPu son

claramente bilaterales y simétricas.

Ademas nuestros experimentos de trazado de conexiones revelan proyecciones
sustanciales al estriado dorsal desde el L (Fig. 29). En este sentido, esta proyeccion ya
habia sido descrita en rata con anterioridad, aunque de manera imprecisa debido a las
técnicas utilizadas y al reducido numero de inyecciones en el L (Kelley et al., 1982;
Russchen y Price, 1984). En dichos trabajos, se sefala que el L presenta proyecciones
débiles a la porcion caudo-ventral del CPu, pero no se hace referencia al lugar exacto del
origen de dicha proyeccion. Segin nuestros resultados del trasporte retrégrado, estas
proyecciones se originan fundamentalmente en la porcion anterior del subnucleo

dorsolateral (ver Tabla 2). Esto se ve confirmado por el transporte anterégrado, dado que
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son las inyecciones en el L que abarcan al Ldl, las que muestran fibras marcadas en la
porcién ventro-medial del CPu rostral, asi como en la porcion caudo-ventral (ver
resultados de este capitulo). Ademss, los resultados del transporte anterégrado revelaron
que el subnucleo Lvl también proyecta al CPu en toda su extensién, pero lo hace
predominantemente a la porcion dorsal del estriado post-comisural (resultados de la
inyeccion R0305, ver Tabla 5), de ahi que las inyecciones en el CPu localizadas en
porciones ventro-laterales no dieran marca retrograda en dicho subnucleo. Esto se ve
avalado por los resultados del trazado retrogrado del trabajo de McDonald (1991b).
Ademads de las evidencias en rata existen algunas observaciones que sugieren que las
proyecciones desde el L al CPu también existen en primates (Ruscchen et al., 1985; Fudge

et al.,, 2002), aunque se necesitan estudios mds pormenorizados para confirmar esta

posibilidad.

5.3.1.2.2 Proyecciones al Caudado-Putamen desde partes de la Amigdala Cortical

Aunque no hay ningin trabajo previo que demuestre la existencia de una
proyeccion procedente desde la amigdala cortical al CPu, nuestros resultados sugieren la
presencia de una via amigdala cortical-CPu con origen en la CxA. Asi, el CPu (sobre todo
el adyacente al AcbC, ver Fig. 211; Fig. 29) presenta fibras dispersas, tras la inyeccion en la
CxA y aunque estas fibras podrian provenir de las neuronas del Ba que estdn afectadas en
la inyeccién en la CxA, siempre se encuentran células marcadas en el CxA mas profundo
tras las inyecciones en diversas regiones del CPu (Tabla 2). Aunque consideramos
confirmada la existencia de dicha proyeccion, dado que el marcaje anterégrado
encontrado (Tabla 5) es consistente con el retrogrado, se necesitan estudios mas

detallados para conocer con mayor precision su lugar de terminacion.

5.3.1.2.3 Bilateralidad de las Proyecciones Amigdalinas al Estriado

Uno de las observaciones mas significativas de este estudio es que todos los
nucleos de la amigdala palial profunda presentan proyecciones claramente bilaterales al
caudado-putamen, diandose en el caso del Ba una proyeccién bilateral masiva. Por el
contrario, las proyecciones al CPu originadas en el cortex o en el hipocampo, son
mayoritariamente homolaterales (Gerfen, 2004). Aunque, en general, como ya hemos
dicho los estudios previos no contemplan el marcaje en el hemisferio contralateral, en el

trabajo de Kelley et al. (1982) ya se sefala la existencia de marcaje de fibras en el
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hemisferio contralateral tras diversas inyecciones de aminodcidos tritiados en varios
nucleos amigdalinos profundos. Ademas, también cabe destacar que las proyecciones
amigdalinas al caudado-putamen no sélo son bilaterales, sino que también presentan una

clara simetria, algo que también ocurre con la proyeccién al estriado ventral.

5.3.2 La Proyeccion de la Amigdala al Estriado Ventral y la Evaluacion

Emocional de los Estimulos Quimiosensoriales

Tal y como hemos visto, la amigdala palial proyecta masivamente al Acb, al Tu, a
los CB y a los IC;j. La proyeccién amigdalo-accumbens se considera implicada en procesos
relacionados con el refuerzo (Everitt et al., 1999; Baxter y Murray, 2002; ver abajo). Sin
embargo, hay mucha menos informacién sobre la posible funcion de las proyecciones
amigdalinas al resto de estructuras del estriado ventral. A este respecto, nuestros
descubrimientos nos permiten extraer dos conclusiones fundamentales. En primer lugar,
a pesar de que el Tu muestra un prominente input desde los bulbos olfativos que acaba en
la capa la (Broadwell, 1975; Scalia y Winans, 1975; Shipley y Adamek, 1984), al
contrario que otros centros olfativos secundarios (como el cortex piriforme) recibe
proyecciones masivas desde la amigdala palial. Estas aferencias proveen inputs
quimiosensoriales (olfativos y vomeronasales, amigdala cortical y AHA) y estimulos no
quimisensoriales (amigdala basolateral). Dado que las aferencias amigdalinas acaban
fundamentalmente en las capas 2 y 3 del Tu, pueden tener una gran influencia sobre la
actividad de sus células principales, incluso mayor que la entrada olfativa que es mas
distal. Por todo ello, el Tu, los CB y los ICj constituyen una porcion del estriado ventral
que media respuestas a una variedad de estimulos quimiosensoriales y no
quimiosensoriales, lo que pone en cuestion la idoneidad del término ‘olfativo’ para

designar al Tu.

Por el contrario, aunque los ICj son estructuras para las que no se ha propuesto
una funcién quimiosensorial (a pesar de que la descripcion original de Calleja en 1893,
se hizo en el contexto del cerebro olfativo), nuestros datos sugieren tal cosa. Como ya
hemos discutido, diversos nucleos de la amigdala palial proyectan a los ICj. Sin embargo,
la proyeccion desde el COApm termina, de modo masivo y especifico, en el neuropilo
central del ICj y en la porcion interna del ICjM. Dada la compleja estructura y

composicion celular de los ICj (Fallon et al., 1978; 1982; Fallon, 1983), es dificil dar una
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interpretacién funcional clara a estos datos. No obstante, los estudios de morfologia
neuronal en la rata con la impregnacion de Golgi (Fallon et al., 1978) sugieren que la
zona neuropilar de los ICj esta ocupada casi exclusivamente por los arboles dendriticos de
las neuronas internas de tamafo medio. Contrariamente a las células granulares que
conforman la mayor parte del ICj y que son interneuronas o proyectan a zonas vecinas
del Acb, las neuronas internas de tamafo medio parecen tener axones mielinizados, lo
que sugiere que proyectan a distancia, como de hecho demuestran experimentos de
trazado en ratas (Fallon, 1983). Por lo tanto, nuestros resultados indican que los islotes de
Calleja participan en el procesamiento de la informacién vomeronasal y que el input
vomeronasal desde la amigdala cortical posterior puede a acabar directamente sobre las

células principales (de proyeccién) de los mismos.

Asi pues, nuestros descubrimientos sugieren que el Tu medial y las estructuras
adyacentes (CB vy ICj), como partes del estriado ventral (Zahm y Heimer, 1987), estan
muy probablemente implicadas en mediar respuestas afectivas de tipo refuerzo/atraccion
desencadenadas por senales quimicas. Esto viene refrendado por el hecho de que tanto la
estimulacion eléctrica (Prado-Alcala y Wise, 1984), como la administracion de drogas
adictivas (Kornetsky et al., 1991; Stein y Fuller, 1992; Porrino et al., 2002; Ikemoto et al.,
2005; Sellings et al., 2006) en el Tu son reforzantes, al igual que lo es la estimulacién
eléctrica en la amigdala (Prado-Alcala y Wise, 1984; Kane et al., 1991). Dado que la
porcién medial del Tu y los CB y los ICj vecinos, incluido el ICjM, reciben proyecciones
especificas desde la amigdala palial vomeronasal (COApm y AHA), es probable que estas
proyecciones amigdalo-estriatales medien respuestas de refuerzo frente a sefales quimicas

de conespecificos (vomeronasales y/o olfativas), entre otros estimulos.

A este respecto, Ikemoto (2003) demostrd, usando diferentes aproximaciones
experimentales, que las intensas propiedades reforzantes de la cocaina se deben, al menos
en parte, a su accion como agonistas dopaminérgicos en el limite entre el Tu medial y el
MAcbSh. Esto podria estar relacionado con el hecho de que la cocaina también actta
como agonista serotoninérgico sobre receptores SHT-2A (ver Bubar y Cunningham,
2000), que se expresa en niveles muy elevados en las células de la capa 3 del Tu vy,
especialmente, en las células de los ICj (Mijnster et al., 1997; Jansson et al., 2001). Ya que
la amigdala cortical posterior y el AHA proyectan especificamente sobre estas estructuras,

las propiedades adictivas de la cocaina en roedores podrian deberse a su habilidad de
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imitar o modular los efectos reforzantes de las sefales quimicas (y tal vez de otros
estimulos) por medio de su accion sobre el Tu medial, los CB y los ICj. Por todo esto, las
proyecciones desde la amigdala al Tu/CB/ICj podrian mediar tanto los efectos
reforzantes de las sefales quimicas como las propiedades adictivas de la cocaina. Se

requieren todavia mas experimentos para testar esta posibilidad.

Las proyecciones desde la amigdala basolateral al estriado ventral estan implicadas
en la expresiéon de comportamientos de tipo refuerzo/atraccion hacia reforzantes
secundarios. Asi, las lesiones de la amigdala basolateral afectan a la adquisicion de
preferencia de lugar (Everitt et al., 1991) y a la ejecucién de acciones instrumentales
dirigidas a la adquisicion de un refuerzo secundario condicionado tras su asociacién con
sexo (Everitt et al., 1989) o agua (Cador et al., 1989) como reforzantes incondicionados
(primarios). Ademis, el condicionamiento Pavloviano de segundo orden también se ve
afectado por lesiones del nucleo accumbens (Parkinson et al., 1999) o de la division
basolateral de la amigdala (Hatfield et al., 1996; Blundell et al., 2001). Estos
descubrimientos indican que los procesos de aprendizaje que se dan en la amigdala
basolateral dotan a los estimulos neutros de propiedades apetitivas por medio de su
asociacion con reforzantes primarios. A través de sus proyecciones al estriado ventral, la
amigdala basolateral mediaria respuestas apetitivas dirigidas a estos “nuevos” estimulos

atractivos.

A este respecto, nuestro grupo ha demostrado en ratones hembras que los olores
(volatiles) de machos no son innatamente atractivos pero llegan a serlo tras su asociacion
con feromonas masculinas no voldtiles (e.g. vomeronasal) innatamente reforzantes
(Moncho-Bogani et al., 2002; Martinez-Ricos et al., 2007). Esta asociacion de estimulos
olfativos y vomeronasales podria ocurrir en la amigdala basolateral, ya que la amigdala
cortical (o el cortex piriforme; McDonald, 1998) y la amigdala medial (Canteras et al.,
1995) muestran proyecciones convergentes a los nucleos profundos amigdalinos
(Pitkinen, 2000; Canteras et al., 1992; resultados no publicados). De hecho, Moncho-
Bogani et al. (2005) demostraron en ratones hembra que la exploracion de viruta
ensuciada por machos (que contiene feromonas sexuales innatamente reforzantes) no solo
activa los sistemas vomeronasal y olfativo sino también centros del circuito cerebral del
refuerzo, incluyendo partes de la amigdala basolateral y del area periférica medial del

accumbens. Ademas, la exploracion de los olores de macho que han llegado a ser
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atractivos tras su asociacion con las feromonas sexuales de macho no volétiles (detectadas
por el organo vomeronasal), activa algunos centros olfativos secundarios (pero no
vomeronasales) asi como la amigdala basolateral (Moncho-Bogani et al., 2005), el cortex
orbitofrontal y al 4rea ventral tegmental. Estos descubrimientos sugieren que la amigdala
basolateral podria mediar la asociacion de olores con feromonas y, por medio de sus
proyecciones al estriado ventral, participar en respuestas dirigidas a los olores, que
actuarfan como reforzantes condicionados en comportamientos apetitivos. Se ha
propuesto un papel similar de la amigdala basolateral en la asociacion de estimulos
olfativos y gustativos implicada en la elaboracion de respuestas alternativas excluyentes de

tipo gono go (Schoenbaum et al., 1999).

5.3.3 La Proyeccion de la Amigdala al Caudado-Putamen vy sus posibles

Implicaciones Funcionales

Numerosos estudios han demostrado que el CPu es una estructura
funcionalmente heterogénea en sus ejes rostro-caudal y dorso-ventral (Drevets et al., 2001;
White y McDonald, 2002; Martinez et al., 2003; Fudge et al., 2004). De hecho, en
primates, se ha propuesto una subdivisién funcional basada en las aferencias cortico-
estriatales que distingue entre regiones motora, asociativa (cognitiva) y limbica
(emocional) (Joel y Weiner, 1994, 2000; Parent, 1990; Parent y Hazrati, 1993, 1995).
Datos recientes en la rata sugieren que existe una regionalizacién del CPu similar a la
encontrada en primates (Reep et al.,, 2003). Aunque existen datos parciales de la
localizacion de la porcion limbica del CPu en rata, nuestros datos sobre las aferencias
amigdalinas indican que, al menos la parte mas caudal y la parte ventral cercana al Acb
deben formar parte de la subdivision limbica del CPu. Ademas es destacable que el
nucleo basal da lugar a una proyeccién sobre el CPu dorso-medial que parece terminar en
parte de la regién asociativa del CPu (Gerfen, 2004). En ninguno de los casos las
proyecciones desde los nucleos amigdalinos al CPu acababan en la regién rostral y dorso-

lateral del CPu, region que recibe mayoritariamente aferencias desde la corteza motora

(Gerfen, 2004).

La porcion caudal del CPu ha recibido menor atencién pero existen numerosas
evidencias de que es mas parecida, en muchas aspectos, al estriado ventral que al resto del

CPu dado que presenta caracteristicas histoquimicas (Fudge y Haber, 2002) y conectivas
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(Fudge et al., 2004; capitulo 5) similares a las del nucleo accumbens. Esta porcién del
CPu parece intervenir en el condicionamiento consistente en asociar un estimulo
auditivo a la ausencia de shock (safety conditioning) pero no en el condicionamiento al
miedo (fear conditioning) ya que media componentes afectivos positivos o de refuerzo de
sefiales de seguridad (Rogan et al., 2005). Nuestros datos anatdmicos en ratones sugieren
que las proyecciones desde la amigdala a esta porcion del CPu podrian intervenir en el
procesamiento del valor reforzante de algunos tipos de sefales, como se ha demostrado

para el caso de sefales indicativas de que un determinado contexto es seguro (Rogan et

al., 2005).

Estudios de comportamiento llevados a cabo por Amorapanth et al. (2000) han
demostrado que en un paradigma comportamental de condicionamiento al miedo en el
que se permite el escape, las lesiones del nucleo central afectan a la respuesta reactiva
(reaccion de paralisis o freezing), pero no a la respuesta activa (escape), mientras que las
lesiones del nucleo basal hacen lo contrario. En el caso de las lesiones del nucleo lateral
de la amigdala se ven afectadas ambas respuestas. Segiin estos autores, las proyecciones del
nucleo lateral de la amigdala sobre el nucleo central son las responsables de desencadenar
la respuesta reactiva mientras que las proyecciones sobre el nucleo basal son las que
median la respuesta activa. Ademads, nuestros resultados nos permiten afirmar que tanto
el B como el L proyectan sobre el CPu, estructura que se ha implicado en la ejecucion de
respuestas motivacionales planeadas (Haber et al., 2006). Por tanto, los resultados de
Amorapanth et al. (2000) podrian interpretarse en este contexto, ya que parece logico
sugerir que una respuesta motivacional planeada como es el escape pueda estar mediada

por las conexiones del B y del L sobre el CPu limbico y asociativo.

116



Capitulo 6

DISCUSION

GENERAL




6.1 LA AMIGDALA EN LOS VERTEBRADOS AMNIOTAS

6.1.1 Territorios en la Amigdala Palial de los Mamiferos

Los derivados paliales ocupan la superficie dorsal de los hemisferios cerebrales,
desde la linea media hasta el surco ventricular lateral. Generalmente se asume que el
cértex estd compuesto por tres areas, derivadas del palio embrionario medial, dorsal y
lateral respectivamente. En el cerebro de mamiferos esto encaja con la clasificacion clasica
del cortex en tres regiones citoarquitectonicamente distinguibles. Desde medial a lateral
encontramos el arquicortex con una Unica capa celular intercalada entre dos capas
plexiformes (formacién hipocdmpica), el isocortex (o neocortex) con 5-6 capas celulares y
una capa molecular por encima de la sustancia blanca, y el paleocortex (cortex olfativo)
caracterizado por una capa molecular superficial (I) y dos capas celulares (ademas del
nucleo endopiriforme). El hecho de que los limites entre esas areas no sean claros hace
que tengamos que considerar la existencia de areas corticales de transicion. Ademas, las

regiones mas laterales del palio protruyen en la amigdala.

La expresion de genes morfogenéticos en embriones de vertebrados reveld una
inesperada heterogeneidad en la region lateral del palio (Puelles et al., 2000; Medina et
al., 2004). Esto condujo a la identificacion de una cuarta region palial, el palio ventral,
considerado previamente por Smith-Fernandez et al., (1998) como una zona intermedia
entre el palio y el subpalio. El palio ventral se definié por un patron de expresion de
genes que incluia diversos marcadores paliales (Tbr-1 y una banda juxtaventricular de Pax-
6) pero que excluia Emx-1 (Puelles et al., 2000). Hibridaciones in situ en embriones de
raton de 15 dias de edad indican que la amigdala incluye derivados ventropaliales junto
con porciones de palio lateral (Puelles et al., 2000; Puelles, 2001b). Medina et al. (2004)
refinaron atn mas este andlisis y demostraron que durante el desarrollo embrionario
tardio, los territorios paliales laterales y ventrales muestran un patréon diferencial de
expresion de genes (palio lateral: Cadherina 8 y Emx-1; palio ventral: Dbx-1, Neurogenina

y Semaforina 5A).

Desde un punto de vista comparado, es clave asignar al palio lateral o ventral cada
una de las dreas y nucleos de la amigdala palial, ya que, los derivados del palio ventral
embrionario de mamiferos solo podran ser homologos de estructuras ventropaliales de los

no mamiferos, y lo mismo para los derivados lateropaliales. Los datos sobre la expresiéon
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de genes homeoticos durante el desarrollo embrionario, derivados de los estudios
mencionados (ver Puelles, 2001b; Medina et al., 2004) indican que los unicos derivados
lateropaliales de la amigdala son el B y el COApl. Ademis, los territorios de transicion
localizados entre la amigdala cortical y el cortex piriforme/entorrinal (CxA, APir, TR),
deben pertenecer al palio lateral para que el esquema sea consistente desde el punto de

vista topoldgico.

Un andlisis de la topologia de la amigdala de mamiferos indica que el resto de
dreas y nucleos de la amigdala palial son ventropaliales, ya que son adyacentes a territorios
estriatales. De este modo, la divisién ventropalial de la amigdala cortical estd formada por
el LOT, COAa, BAOT y COApm. Ademas, el L y el AB constituyen la amigdala
ventropalial profunda. Asi, el L es adyacente a derivados estriatales como el caudado-
putamen, la transicion estriado-amigdalina y la amigdala central. Por su parte, el AB y tal
vez sus vecinos rostral (AA dorsal) y caudal (AHA), son adyacentes al Me (divisiones
anterior o posterior) y a la porcion intraamigdalina del nucleo de la stria terminalis.
Topologicamente el B (lateropalial) y el Ce (estriatal) deberian estar separados por una
banda de territorio ventropalial, constituida probablemente por la cidpsula amigdalina y

las masas celulares intercaladas paracapsulares posteriores de la amigdala (Medina et al.,

2004).

Esto proporciona un esquema de la amigdala palial de los mamiferos (Fig. 30) en
el cual cada nucleo o 4rea pertenece a un compartimento en funcion de su localizacion
superficial o profunda asi como de su naturaleza ventropalial o lateropalial. Este andlisis
simple de la topologia esta avalado por los datos de la expresion de genes homeoticos
durante el desarrollo embrionario (Puelles, 2001b; Medina et al., 2004). En este esquema
hemos incluido igualmente las aferencias desde los bulbos olfatorios principal y accesorio,

basaindonos en datos obtenidos con diversas técnicas (Scalia y Winans, 1975; von

Campenhausen y Mori, 2000; Mohedano-Moriano et al., 2007).
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[ Palio lateral I input Olfativo
Palio ventral
I input Vomeronasal
""" Subpalio é

Figura 30: Territorios Paliales y Subpaliales de la Amigdala de Mamiferos. Esquema de la amigdala de
mamiferos que muestra el limite palio-subpalial y la extension de los territorios latero y ventropalial dentro de la
amigdala. Los bulbos olfativos principales proyectan a todo el palio superficial lateral y a una pequefia porcién del
palio ventral. Por contra, los bulbos olfativos accesorios proyectan exclusivamente a estructuras ventropaliales y
subpaliales. Las masas celulares intercaladas (rosa) y la capsula amigdalina conectan las partes mas profundas
(L) con las partes mas superficiales de la amigdala ventropalial (AB, COApm). Esta organizacion es congruente
topolégicamente hablando, ya que el palio lateral profundo (Ba) estd separado del subpalio (Ce y BST intra-

amigdalino) por un puente ventropalial.
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6.1.2 Territorios en la Amigdala Palial de los Reptiles

Ya que las proyecciones desde el bulbo olfativo acaban en las capas superficiales
del palio ventral y lateral, analizaremos especificamente la naturaleza ventropalial o
lateropalial de la amigdala palial en reptiles. A este respecto, es sensato considerar al LC,
al DLA y al dLC como estructuras lateropaliales. De hecho, ninguna de estas estructuras
estd en contacto con ningun territorio estriatal. Por otro lado, en su definicién original de
palio ventral, Puelles et al. (2000) indicaban que estaba compuesto por estructuras
profundas al Nlot. Por ello, es razonable sugerir que el Nlot y su continuacion caudal, la
VAA y el NS, sean derivados ventropaliales. Finalmente, también es muy probable que las
estructuras profundas a estas areas corticales (PDVR, LA y VPA) sean ventropaliales
(Martinez-Garcia et al., 2002a). Esta propuesta es coherente desde el punto de vista
topologico dado que los presuntos derivados ventropaliales estan localizados entre los
lateropaliales y los derivados no paliales, como el SAT, el BST o la MA. Esta propuesta
(Fig. 31) se ve avalada también por los datos sobre la expresion de genes homeoticos
durante el desarrollo en tortugas. De hecho, Smith-Fernandez et al. (1998) usaron Emx-1
y DIx-1 como marcadores de la regionalizacién telencefalica temprana y concluyeron que
la cresta dorsal ventricular (incluida probablemente su porciéon posterior) es parte de un
territorio intermedio (situado entre el palio y el subpalio) renombrado por Puelles et al.

(2000) como palio ventral.
6.1.3 Conexiones Amigdalo-Estriatales en Mamiferos y Reptiles

Una vez analizada la presunta naturaleza ventropalial o lateropalial de cada nucleo
o 4rea de la amigdala palial en mamiferos y reptiles, se pueden interpretar nuestros datos
de las proyecciones en este contexto. Este analisis revela la existencia de patrones similares
de conexiones amigdalo-estriatales en reptiles (ver capitulo 4) y mamiferos (ver capitulo 5).
En ambos grupos la amigdala palial origina proyecciones al subpalio, que acaban en la
amigdala central extendida, en el nucleo accumbens y en el estriado dorsal. Las vias
amigdalo-estriatales incluyen proyecciones originadas en nucleos de naturaleza
vomeronasal sobre el estriado ventral. Todas estas conexiones se analizan a continuaciéon

en detalle.
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Figura 31: Territorios Paliales y Subpaliales de la Amigdala de Reptiles. Este diagrama, basado en secciones
teflidas del hemisferio cerebral izquierdo de Podarcis hispanica que muestra el limite palio-subpalial, asi como los
territorios paliales lateral y ventral, en la amigdala de reptiles. También se indican las areas de terminacion de las
proyecciones desde los bulbos olfativos principales (naranja) y accesorios (morado). Al igual que en mamiferos, la
proyeccion olfativa alcanza principalmente regiones superficiales lateropaliales y ventropaliales, mientras que la
proyeccién vomeronasal alcanza regiones ventropaliales (NS) y subpaliales (MA). En el cerebro de los reptiles
Squamata el tracto olfativo accesorio se internaliza (no es superficial) y da lugar a una “invaginacién” del cortex
vomeronasal que resulta en la aparicion del NS, que por lo tanto, muestra una laminacion invertida, por ello, el VPA
es profundo al NS. Por otro lado, la proyeccién olfativa cursa a través de la stria medullaris, justo superficial al MA, y

alcanza el hemisferio contralateral via la comisura habenular.
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6.1.3.1 Proyecciones de la Amigdala Palial a Ia Amigdala Central Extendida y al

Niicleo Accumbens

En mamiferos hay dos grupos de proyecciones desde la division basolateral a
territorios subpaliales, una proyeccion que alcanza a la amigdala central extendida y a
partes del estriado ventral y una proyeccion al estriado dorsal. Algunas de estas
proyecciones se consideran parte de los circuitos intra-amigdalinos, ya que terminan
fundamentalmente en la amigdala central y se originan en porciones de los nucleos basal
(Savander et al., 1995), lateral (Pitkiinen et al., 1995; Pitkinen y Amaral, 1998) y basal
accesorio (Petrovich et al., 1996; Savander et al., 1996). Estas proyecciones acaban no sélo
en el nucleo central de la amigdala sino que también lo hacen en diferentes porciones del
nucleo de la stria terminalis (Dong et al., 2001) asi como en areas estriado-palidales
adicionales del prosencéfalo basal como el nucleo intersticial de la rama posterior de la
comisura anterior y la substantia innominata sublenticular. Todas estas estructuras estin

incluidas en el concepto de amigdala central extendida (Alheid et al., 1995).

Algunas de estas proyecciones de los nucleos amigdalinos profundos a la amigdala
central extendida se extienden rostralmente alcanzando el area periférica medial del
nucleo accumbens. De hecho, algunos nucleos profundos de la amigdala como el basal
accesorio, basal (Groenewegen et al., 1980; Kelley et al., 1982; Russchen y Price, 1984;
Brog et al., 1993; Petrovich et al., 1996; Wright et al., 1996; ver resultados del capitulo 5),
lateral (resultados del capitulo 5) y la transicion amigdalo-hipocampica (resultados del
capitulo 5) proyectan al ntcleo accumbens, estructura que muestra caracteristicas

comunes (principalmente histoquimicas) con la amigdala central extendida (Alheid et al.,

1995; Zahm, 1998).

Tanto si el nucleo accumbens constituye el extremo rostral de la amigdala
extendida como si no, los nucleos basal, basal accesorio y lateral amigdalinos y la
transicion amigdalo-hipocdmpica de mamiferos proyectan a un continuo de estructuras
que incluyen a la amigdala central, al ntcleo de la stria terminalis (dorsolateral) y al nucleo
accumbens (McDonald, 1991), asi como a diversas estructuras estriado-palidales ventrales
adicionales. Esto recuerda claramente a la situacion en reptiles donde porciones de la
amigdala palial, que incluyen el DLA, partes de la PDVR, el VAA profundo, el LA, el

dLC y el VPA (ver resultados del capitulo 4), proyectan a un continuo de estructuras
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dentro del telencéfalo subpalial que incluye el Acb y SAT. Esto apoya la idea, ya apuntada
por Bruce y Neary (1995a) y Lanuza et al. (1997; 1998) de que la PDVR vy estructuras
adyacentes en los hemisferios cerebrales caudales de reptiles constituyen el homologo de

la division basolateral de la amigdala de mamiferos (Martinez-Garcia et al., 2002a).

Ademais de los nucleos profundos, algunos de los nucleos de la amigdala palial
superficial también inervan porciones del estriado ventral. En este sentido, tanto el drea
cortical amigdalina anterior (COAa) y la transicion cortico-amigdalina (CxA) de los
mamiferos como la VAA de los reptiles presentan proyecciones considerables al nucleo

accumbens.

6.1.3.2 Proyecciones de la Amigdala Palial al Estriado Dorsal

La segunda via amigdalo-estriatal del prosencéfalo de mamiferos es una
importante proyeccion al estriado dorsal (caudado-putamen) que se origina
fundamentalmente, aunque no exclusivamente, en el nucleo basal de la amigdala (Kelley
et al, 1982; Russchen y Price, 1984; Wright et al., 1996; ver el capitulo 5). En reptiles, el
estriado dorsal recibe un input masivo desde el DLA (ver resultados del capitulo 4). Esto
sefiala al DLA de reptiles como el homologo del nucleo basal de la amigdala de
mamiferos. Nuestros datos indican que las proyecciones del DLA al estriado dorsal y
ventral, al igual que las que se originan en el nucleo basolateral de la amigdala de
mamiferos (Kelley et al., 1982; Brog et al., 1993; ver datos del capitulo 5 en mamiferos)
tienen una notable componente contralateral. Esta homologia estd ademas apoyada por
caracteristicas histoquimicas (densa inervacién AChasa y dopaminérgica) y embrioldgicas
(presunta naturaleza lateropalial; Martinez-Garcia et al., 2002a) que comparten el DLA de

reptiles y el nucleo basolateral de la amigdala de mamiferos.

En resumen, tanto en mamiferos como en reptiles, los derivados lateropaliales
profundos de la amigdala (B en mamiferos; DLA en reptiles) proyectan especificamente y
de manera masiva (y bilateral) tanto al estriado dorsal como al continuo estriado ventral-
amigdala central extendida (Martinez-Garcia et al., 2007a, resultados de los capitulos 4 y
5), mientras que los nucleos amigdalinos ventropaliales profundos proyectan
mayoritariamente sobre el estriado ventral (ABa y AHA en mamiferos; LA, parte de la
PDVR dorso-lateral y VPA en reptiles) y sobre su continuaciéon caudal (amigdala central

extendida). Sin embargo, hay una porcion de la amigdala ventropalial profunda (L y ABp
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en mamiferos; partes de la PDVR medial y LA) que proyecta tanto al estriado dorsal

como al estriado ventral.

La porcion de la cresta dorsal ventricular receptora de las proyecciones sensoriales
del talamo (ADVR) constituye segin algunos autores (Bruce y Neary, 1995), una region
de la amigdala lateral de aves y reptiles. Nuestros datos sobre las proyecciones amigdalo-
estriatales en reptiles indican que, aunque la ADVR proyecta fundamentalmente al
estriado dorsal (ver resultados capitulo 4) si se observa una proyeccién menor al estriado

ventral, lo que es consistente con la hipotesis de Bruce y Neary (1995).

6.1.3.3 Proyeccion Vomeronasal desde el Cortex Amigdalino al Limite entre el

Niicleo Accumbens y el Tubérculo Olfativo

El patron de las proyecciones amigdalo-estriatales se completa con las proyecciones
que se originan desde la amigdala vomeronasal y que terminan en el estriado ventral. En
reptiles Squamata estas proyecciones se encuentran representadas por la proyeccion
masiva desde el cortex vomeronasal, el llamado ntcleo esférico, al ‘olfactostriatum’ descrita
en serpientes (Lanuza y Halpern, 1997; MartinezMarcos et al., 2005), proyeccién que
también esta presente (aunque en mucha menor medida) en Podarcis (ver resultados del
capitulo 4). En roedores, el nucleo posteromedial cortical de la amigdala (presunto
homologo del nucleo esférico; Martinez-Garcia et al., 2002a) da lugar a una proyeccion
relativamente menor (si se compara con las proyecciones desde la amigdala basolateral)
pero conspicua al accumbens (Canteras et al., 1992; Gomez y Newman, 1992; Brog et al.,
1993; Canteras et al., 1995) que termina fundamentalmente en el drea periférica medial
del accumbens, en donde parece alcanzar de forma masiva a los puentes celulares del
estriado ventral y los islotes de Calleja antero-mediales, ademds de las porciones
adyacentes del Tu (ver resultados del capitulo 5). Nuestros datos sugieren que el
‘olfatoestriado’ podria estar representado en el cerebro de los mamiferos por los puentes
celulares y los islotes de Calleja antero-mediales, ademas de por las porciones adyacentes
del Tu, que reciben las proyecciones desde el COApm. De hecho, al igual que el
olfatoestriado de ofidios, las porciones mediales de los CB, los ICj y el Tu muestran una
inervacion de fibras inmunoreactivas para el neuropéptido Y de moderada a densa
(Riedel et al., 2002). Ademas, hay células en el Tu y los ICj que expresan receptores 5-

hidroxitriptamina-2A (Mijnster et al., 1997; Jansson et al., 2001). Aunque estos datos
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apoyarian esta homologia, es interesante seialar que los CB, los ICj y el Tu muestran una
elevada densidad de axones TH-inmunoreactivos (Seifert et al., 1998; Riedel et al., 2002),
mientras que el olfatoestriado de ofidios muestra una inervaciéon de fibras TH-

inmunoreactivas comparativamente mas escasa (Martinez-Marcos et al., 2005).

6.1.4 La Amigdala Palial de Reptiles y su Comparaciéon con la de

Mamiferos: Una Propuesta de Homologias

Estos andlisis nos permiten hacer una propuesta de homologias entre la amigdala
de reptiles y de mamiferos basada en la topologia (posicion superficial o profunda en
territorios ventro o lateropaliales), las conexiones (desde los bulbos olfativos, al estriado...)
y la histoquimica, que se presenta en la Tabla 6. De acuerdo con esta propuesta, partes
del LC caudo-ventral de reptiles (lateropalial y superficial) serian homologas del COApl
asi como de, tal vez, el area de transicion con el cortex entorrinal (TR) de mamiferos, ya
que comparten ciertas caracteristicas con éstos, a saber, sus proyecciones intra-amigdalinas
y a la formacién hipocampica (mamiferos, Majak y Pitkanen, 2003; reptiles, Hoogland y
Vermeulen-Vanderzee, 1995). A su vez, el DLA de reptiles (lateropalial y profundo) es el
mejor candidato para el homologo del B y el APir de mamiferos, ya que ademds de
compartir su origen embrionario y ubicacion topologica, comparten sus proyecciones
bilaterales al estriado (ventral y dorsal) y al LOT, asi como una la inervacion
dopaminérgica (mamiferos, Brinley-Reed y McDonald, 1999; reptiles, Andreu et al.,
1994; Martinez-Garcia et al., 2007a) y colinérgica (mamiferos, Hecker y Mesulam, 1994;
reptiles, Medina et al., 1993; Lanuza et al., 1997). La aparente naturaleza lateropalial del
dLC (tal y como indica su nombre, profunda al cértex lateral) y su posicion rostral al
DLA, sugieren que su homologo en mamiferos puede encontrarse en una regiéon anterior
al nucleo basolateral amigdalino. Dos estructuras parecen las candidatas mas probables a
homologo del dLC en mamiferos. Por un lado, algunas partes del nucleo endopiriforme
(Brog et al., 1993) y/o del Bv (nuestros resultados) proyectan, aparentemente al
accumbens aunque esta proyeccion no ha sido totalmente confirmada mediante el
trazado anterégrado (Behan y Haberly, 1999). Alternativamente, el dLC podria ser
comparable al cortex insular/perirrinal. Esto viene apoyado por el hecho de que estas
dreas corticales muestran proyecciones masivas al accumbens (Brog et al., 1993; nuestros

resultados en ratones), al nucleo de la stria terminalis y a la amigdala central (McDonald et
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al., 1999; nuestros datos en ratones). Ademas, el dLC de lagartos (Martinez-Garcia et al.,

2002b) y el cortex insular/perirrinal de mamiferos (Yasui et al., 1989) también

Tabla 6: Propuesta de Homologias entre los Nucleos y Areas Amigdalinas Paliales de Mamiferos, Reptiles y

Aves. Resumen de las principales propiedades de los diferentes nucleos de la amigdala palial. En las columnas en

las que se describen los principales inputs y outputs, el término intrinseco se usa para hacer referencia a la

existencia de conexiones con otros nicleos de la amigdala palial. La mayoria de estas proyecciones se originan en

la amigdala cortical y alcanzan los nicleos amigdalinos profundos (division basolateral). Ademas, hay un complejo

grupo de interconexiones entre los diferentes subntcleos de la division basolateral de la amigdala.

Origen Posicion | Area/Nucleo en | Area/Nicleo Pronledodas Area/Nucleo en
Embrioldgico | Topoldgica Mamiferos en Reptiles P Aves
* Proyecciones principalmente
Superficial COApl, CxA, TR | Partes del LC? intra-amigdalinas y a la Partes del CPi?
formacion hipocampica
Pallium lateral . Proyecciones bilaterales al
estriado ventral, dorsal y al NC_I_I;:;raI
Profunda B, APir DLA LOT AD
. Innlen.rar_;ton dopaminérgica + | o a lateropalial
colinérgica
+ Conectado con la amigdala
LOT Nlot lateropalial profunda AA
* Innervacion colinérgica
* Proyecciones al estriado Area olfato-
ventral receptora del
Superficial COAa - * Proyecciones al hipotdlamo | arcopalio ventral al
lateral CPi
* Cortex Vomeronasal
* Proyecciones al o
L NS olfatoestriado™
*ICj, CB en mamiferos
* |nterfaz sensorial
PDVR * Proyecciones Intra- NC medial
L dorsomedial amigdalinas (campo L, N
(ADVR?) * Pocas proyecciones extra- intermedio y frontal,
) amigdalinas (al estriado E, Bas)
Pallium ventral ventraly dorsal)
* Proyecciones al estriado AV rostrolateral
ventral profundo al
— L et * Proyecciones al hipotalamo arcopalio olfato-
lateral receptor
* Proyecciones al VMH .
Profunda partes de la : g AV posterior, no
ABp PDVR + LA * Proyecciones al estriado olfato-receptor
ventral y dorsal
* Proyecciones al septum
ventrolateral ]
« Proyecciones al estriado PoA ventropalial /
ventral extremo caudal
i inota del AV
AHA VPA . E;:gstcig:)ones al hipotalamo s A
un grupo celular que
* Interconectado con el

hipotalamo premamilar

ventral
* Receplores a hormonas esteroideas

exprese receplores a
esteroides sexuales

comparten una aferencia especifica rica en el péptido relacionado con el gen de la

calcitonina (CGRP), caracteristica que no se da en el nticleo endopiriforme.

Se necesitan mas estudios acerca de las caracteristicas hodoldgicas, embriolégicas e

histoquimicas del palio lateral de mamiferos para comprobar esta hipotesis. En este
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sentido habria que revisar la asuncion de que el cortex piriforme es de naturaleza
lateropalial, dado que, a niveles anteriores, su porcion ventral (profunda al tracto olfativo
lateral) podria ser, por definicion, ventropalial. Otras estructuras supuestamente
lateropaliales de mamiferos, como el cortex entorrinal, también podrian ser de origen
palial heterogéneo. Esto dificulta la busqueda de homologias del cortex piriforme y
entorrinal en no mamiferos complicando, por lo tanto, la identificacion de homologos en
no mamiferos de estructuras adyacentes, menos estudiadas, como el nucleo

endopiriforme y las areas corticales de transicion (insular, perirrinal y ectorrinal).

En el palio ventral, el Nlot y el Naot serian homélogos del LOT y del BAOT de
mamiferos. Ademds, las areas ventropaliales olfativas de mamiferos (COAa) y de reptiles
(VAA) podrian ser homologas, lo que vendria avalado por caracteristicas comunes tales
como las proyecciones al estriado ventral (este trabajo) o las proyecciones al hipotilamo
lateral (Petrovich et al., 1996; Lanuza et al., 1997). Del mismo modo, las cortezas
vomeronasales de mamiferos (COApm) y de reptiles (NS), también serian homologas. En
cuanto a los nucleos ventropaliales profundos, la PDVR dorso-medial y quizas la ADVR
de reptiles podrian ser homologos del L de mamiferos, ya que comparten el hecho de ser
nucleos de interfaz sensorial (Lanuza et al., 1998), y de que presentan proyecciones
principalmente intra-amigdalinas a excepcion de las que acaban en el estriado (este
trabajo). La porcion mds profunda del VAA seria la homologa al ABa ya que comparte
con éste sus proyecciones al estriado (este trabajo) y al hipotalamo lateral (Petrovich et al.,
1996; Lanuza et al., 1997). La porcién ventromedial de la PDVR y la LA son los
candidatos mas probables a homoélogos del ABp de mamiferos, dado que proyectan al
nucleo ventromedial hipotaldimico (Petrovich et al., 1996; Lanuza et al., 1997) y al
estriado (este trabajo). Finalmente, la VPA, por ser un grupo celular profundo al cértex
vomeronasal (NS), ocuparia una posicién topoldgica comparable al AHA de mamiferos
(que, de hecho, es profundo al COApm). Esto ademas esta apoyado por la continuidad
que muestran la LA y la VPA que recuerda a las relaciones entre el AB posterior y el AHA
de mamiferos, y por el hecho de que proyectan al hipotilamo predptico, ventromedial
(medial) y premamilar ventral asi como al septum ventrolateral (mamiferos, Canteras et
al., 1992; reptiles, Lanuza et al., 1997; Font et al., 1997), asi como al estriado ventral (este
trabajo). Ademas la AHA de mamiferos y la VPA de reptiles se encuentran entre las

estructuras paliales que expresan receptores para esteroides sexuales (mamiferos, Simerly
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et al.,, 1990; Lu et al., 1998; Mitra et al., 2003; en diferentes reptiles: Halpern et al., 1982;
Young et al., 1994; Moga et al., 2000; Rhen y Crews, 2001; Tang et al., 2001; Rosen et
al., 2002).

6.1.5 Identificacion de la Amigdala Palial de Aves y sus Divisiones

Como acabamos de discutir la amigdala de mamiferos y de reptiles contiene
territorios lateropaliales y ventropaliales. A su vez, estos territorios estin formados por
estructuras laminares superficiales que reciben proyecciones desde los bulbos olfativos (la
amigdala cortical), y centros profundos no laminados (principalmente multimodales), que
constituyen su amigdala basolateral. En este apartado intentaremos identificar estos dos
componentes paliales en la amigdala de aves e interpretaremos los datos acerca de las
conexiones en este contexto. Estos analisis nos permitirin hacer una propuesta de
homologias entre la amigdala de aves y la de mamiferos y reptiles que se presenta en la
Tabla 6 y en la Figura 32. Las aves carecen de sistema vomeronasal, lo que sin duda ha
tenido un gran impacto en la organizacion de la amigdala. Esto se aprecia facilmente en
las proyecciones desde los bulbos olfativos, que acaban en los centros no paliales, como el
tubérculo olfativo rostralmente y el nucleus teniae de la amigdala (TnA) caudalmente, y en
diversas partes del palio. Estas incluyen todo el cortex piriforme (CPi) asi como éreas
superficiales del arcopalio anterior (AA) y dorsal (AD) y de la porcién anterior del
arcopalio ventral (AV) (Reiner y Karten; 1985; Striedter et al., 1998). A diferencia de lo
que ocurre en los restantes vertebrados amniotas, los hemisferios cerebrales caudales de
las aves muestran un vacio en la proyeccién olfativa entre el CPi posterior y el TnA. Esta
zona del limite posterior del palio, que como veremos es de origen ventropalial, habria
sido el blanco ‘natural’ de las proyecciones desde los bulbos olfativos accesorios. Esta
interpretacion de la pérdida del input vomeronasal a la amigdala, sugiere que las
porciones superficiales del AA, AD y AV rostral, constituirian la amigdala cortical de las

aves, quizas junto con porciones del CPi mas caudal.
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De acuerdo con el esquema general de la amigdala de los mamiferos y los reptiles,
aquellas estructuras paliales profundas a las areas corticales olfato-receptoras descritas
arriba constituirian la amigdala palial profunda (amigdala basolateral y el AHA) de las
aves. La distribucion de la glia radial en los hemisferios cerebrales de embriones de pollo
(Kalman et al., 1993; 1998; Striedter y Beydler, 1997) sugiere que el AD (arquiestriado
palial seguin Striedter y Beydler, 1997), el nidopalio caudolateral (NCL) y el area temporo-
parieto-occipitalis (TPO) son topolégicamente profundas al CPi, mientras que el AV
anterior es profundo a la zona olfato-receptora del arcopalio ventral. Esto fue confirmado
combinando el estudio del destino de las células generadas en ciertas zonas de los
ventriculos telencefalicos con el marcaje de las proyecciones desde el bulbo olfativo en
embriones de pollo (Striedter et al., 1998). Ademas, tal y como se discute arriba, el nucleo
posterior de la amigdala palial (PoA) contiene las estructuras profundas al extremo caudal
del CPi y se fusiona sin limites claros con el extremo caudal del AD/AV. Estos datos

indican que la amigdala palial profunda de las aves esta formada, al menos, por el NCL y

el TPO ademas del arcopalio y la PoA.

Aunque las proyecciones olfativas son utilizadas a menudo como marcadores del

palio lateral (Striedter et al., 1998), los datos procedentes de la anatomia de mamiferos (y
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reptiles) revisados arriba indican que las dreas corticales olfato-receptoras incluyen
derivados tanto lateropaliales como ventropaliales. Esto quedé corroborado por el patron
de expresion de genes homedticos en los hemisferios cerebrales de aves (Smith-Fernandez
et al.,, 1998), que indican que el M tiene un origen lateropalial y el N (nidopalio), al
menos su porcién anterior, un origen ventropalial. Utilizando una aproximacion similar y
un andlisis anatomico mds fino, Puelles et al. (2000) mapearon los territorios
lateropaliales y ventropaliales en los hemisferios cerebrales caudales de embriones de
pollo. De acuerdo con sus resultados y su interpretacion de los hemisferios cerebrales de
las aves, los territorios ventropaliales embrionarios dan lugar al N rostral, incluyendo el
entopalio (E, anteriormente llamado ectoestriado) y el nucleo basorostral palial (Bas;
anteriormente llamado nucleo basal) asi como el nidopalio caudomedial, incluido el
campo L. Ademas, el AV (clasicamente llamado arquiestriado intermedio ventral)
también muestra un perfil de expresién génica tipico del palio ventral que se extiende

caudalmente hasta lo que muchos autores consideran la PoA.

Por otro lado, el palio lateral incluye el CPi, y las estructuras topoldgicamente
profundas a ¢él, a saber, el M y el AD. Ademas, el palio lateral parece protruir en el PoA.
Tal y como ya se ha apuntado previamente (Martinez-Garcia et al., 2002a), la topologia y
la citoarquitectura sugieren la existencia de un puente lateropalial que conecta el palio
lateral rostral (M) con el palio lateral caudal (AD). Este puente esta probablemente
compuesto por la porcién lateral del nidopalio caudal, el NCL, ademas de por el TPO,
parte del cual es, de hecho, inmediatamente profundo al CPi. Esta interpretacién es
consistente con el patron de expresiéon de cadherinas en los hemisferios cerebrales

embrionarios de pollos (Redies et al., 2001).

La posicion del AA (arquiestriado anterior en la terminologia clasica) dentro de
este mapa requiere de mds discusion. De acuerdo con Puelles et al. (2000) y Redies et al.
(2001), el AA es parte del subpalio. Sin embargo, nosotros consideramos que la estructura
que ellos llaman AA es una porcion citoarquitecténicamente distinta del estriado lateral
del cerebro de embriones de pollo. Por contra, la mayoria de los neuronanatomistas
llaman AA al polo anterior de lo que Puelles et al. (2000) y Redies et al. (2001) marcan
como arquiestriado intermedio, mas su nucleo del tracto olfativo lateral. Si esta

interpretacion es correcta, el AA pasa a considerarse una regién ventropalial rostral (Fig.
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32) estrechamente relacionada con el tracto olfativo lateral (que en aves se denomina

tracto fronto-arcopalial, FA; ver Striedter et al., 1998).

El limite palio-subpalial lo dibuja la lamina pallio-subpallialis. Sin embargo, a
niveles comisurales y post-comisurales, el arcopalio medial (AM) se interpone entre la
amigdala subpalial (SpA) y el TnA, y estd cruzado por fibras del tracto occipito-
mesencefalico (om). Ya que la SpA y el TnA son subpaliales, cabria esperar una transicion
entre territorios ventropaliales y subpaliales a este nivel. La identificacién precisa de este

limite es una cuestién de suma importancia todavia sin resolver.

6.1.6 La Amigdala Palial de Aves y su Comparacion con la de Mamiferos

y la de Reptiles: Una Propuesta de Homologias

El mapa de la amigdala palial de aves representado en la Figura 32 sugiere una
propuesta de homologias entre los hemisferios cerebrales caudo-laterales de aves y la
amigdala palial de mamiferos que es consistente con la topologia y que muestra
congruencia con el mapa de la amigdala de reptiles propuesto (Tabla 6). De acuerdo con
esta propuesta, dentro del palio lateral, el CPi contendria los homologos de las cortezas
olfativas lateropaliales de mamiferos, incluyendo el COApl y las 4reas de transicion con el
cortex piriforme y entorinal (CxA y TR, respectivamente). Las estructuras profundas al
CPi en el cerebro de las aves, incluyendo el NC lateral, el TPO, el AD y la PoA
lateropalial, serian los presuntos homoélogos de la amigdala lateropalial profunda de los
mamiferos (el nucleo basal y el APir). Esta propuesta de homologia es respaldada por los
datos histoquimicos y de conexiones disponibles en aves. Asi, los dos estudios de las
conexiones paliales al estriado en palomos (Veenman et al., 1995; Kroner y Guntirkin,
1999) indican que los derivados lateropaliales profundos (TPO, NCL, AD, y parte de la
PoA) proyectan tanto al estriado ventral como al dorsal. El estudio de Kroner y
Guntutrktin (1999) sugiere de forma poco explicita, un cierto grado de bilateralidad de las
proyecciones al estriado dorsal. Por otro lado, el palio lateral profundo es receptor de una

aferencia dopaminérgica (Durstewitz et al., 1999) y colinérgica (Medina y Reiner, 1994).

Las regiones ventropaliales superficiales del telencéfalo de las aves deberian ser
homologas de las dreas corticales olfativas y vomeronasales de la amigdala de mamiferos.
El AA es una region ventropalial rostral asociada al tracto olfativo lateral (FA), y

consecuentemente constituye el candidato mds probable para el homoélogo en aves del
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LOT de mamiferos. Por otro lado, la porcion anterior y superficial del AV, que recibe
proyecciones directas desde los bulbos olfativos ocupa una posicion en el cerebro de las
aves comparable a la del COAa y a la zona de transicion (CxA) en la amigdala de
mamiferos. El AV/AM anterior profundo parece topoldgicamente equivalente al ABa de
mamiferos, y por lo tanto concebimos ambas estructuras como homologas. Hay muy
pocos datos sobre conexiones de esta zona del telencéfalo de las aves. Tan solo Davies et
al. (1997), en su estudio de las conexiones del arquiestriado del pollo, describen una
inyeccion de leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris que pudiera afectar a esta zona. Los
resultados son compatibles con nuestra propuesta de homologias, dado que estas
inyecciones dieron lugar a marcaje anterégrado en el estriado ventral y en el hipotdlamo
lateral. Igualmente, las inyecciones en el estriado ventral de Veenman et al. (1995) y de
Kroner y Gunttrkin (1999), dieron lugar a marcaje retrégrado en el arcopalio ventral
rostral. Asi pues, parece que este territorio ventropalial proyecta al hipotalamo lateral y al

estriado ventral, como ocurre con el ABa de los mamiferos.

Por contra, a nivel del AV caudal, no existe un cortex superficial olfato-receptor
(region denominada arquiestriado posterior por Reiner y Karten, 1985). Como ya hemos
discutido, por su posicion, la parte superficial de esta zona deberia ser el blanco palial de
los bulbos olfativos accesorios. Nuestro punto de vista es que, a este nivel, las aves poseen
un palio sin elementos corticales superficiales, todo él ‘profundo’. Por tanto no se
encuentra en aves un cortex vomeronasal equivalente al COApm de mamiferos, pero las
estructuras equivalentes a los nucleos profundos (ABp y AHA) se encontrarian bien
desarrolladas. A este respecto, la localizacion de la PoA en el extremo posterior del
arcopalio (de ahi su nombre) sugiere que sus porciones ventropaliales son equivalentes al
AHA de mamiferos (de hecho, Canteras et al., 1992, lo incluyen en su nucleo posterior

de la amigdala), y al VPA de los reptiles.

Esta hipotesis de homologia se ve refrendada, nuevamente, por datos de
conexiones, que sin embargo son escasos y fragmentarios. Asi, como el AHA de
mamiferos y el VPA de reptiles, la porcion ventropalial del PoA de las aves parece ser el
origen de la principal proyeccion amigdalina al hipotilamo, el llamado tracto occipito-
mesencefalico hipotalamico (Zeier y Karten, 1971; ver Figura 14 en Kroner y Giintiirkiin,
1999). Otras regiones del AV, ligeramente mas rostrales, quizds comparables al ABp de la

amigdala de los mamiferos, dan lugar a marcaje anterégrado de la via occipito-
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mesencefilica, con menor afectaciéon de su fasciculo hipotaldmico (Figura 13 en Kroner y
Gunturkin, 1999). Por otra parte, como la AHA de mamiferos y la VPA de reptiles, la
porcién ventropalial del PoA y, en general, el AV posterior, proyectan a una porcién del
septum lateral ventral (ver Figura 3 en Atoji y Wild, 2004). Se hace necesario realizar
estudios detallados de las conexiones amigdalo-hipotaldimicas en las aves mediante

técnicas de trazado retrégrado para testar y detallar mas esta hipotesis de homologia.

En todo caso, la desaparicion del input vomeronasal puede haber resultado en la
llegada masiva de otros inputs sensoriales que los sustituyan en la comunicacion
intraespecifica. En este sentido, la presencia de proyecciones masivas desde el telencéfalo
auditivo (el high vocal center del mesopalio caudal, HVC) al AV caudal en aves canoras
(Mello et al., 1998) y no canoras (Wild et al., 1993), si se puede considerar a las palomas
aves no canoras, es consistente con nuestra hipotesis. Igualmente lo es, el desarrollo,
desde esta zona de la amigdala, de vias descendentes de retorno sobre centros implicados
en la audicién y el canto (como la corteza del nucleo ovoidal talamico, y el nucleo
intercolicular mesencefilico; via occipito-mesencefalica) y la aparicion del nucleo robusto

arcopalial, sensible a los androgenos, en esta zona del cerebro de las aves canoras.

Finalmente, el nidopalio caudomedial (NCM) es la estructura ventropalial mas
profunda, localizada en la PDVR dorso-medial de aves, y por tanto es un buen candidato
a homologo del L de mamiferos y de la PDVR dorso-medial de reptiles (ver Tabla 6). De
hecho, como sus supuestos homologos en el cerebro de los mamiferos y los reptiles, el
NCM es un centro de caracter sensorial, al incluir el campo L (auditivo) y recibir
aferencias convergentes de diversos centros sensoriales del palio anterior (Metzger et al.,
1998; Kroner y Guntirkiin, 1999). Igualmente, esta zona del cerebro de aves posee
importantes conexiones intra-amigdalinas (al AV y AD) y sus conexiones extra-
amigdalinas se restringen a proyecciones de vuelta a sus inputs sensoriales telencefalicos y

escasas vias al estriado dorsal y ventral (Metzger et al., 1998; Kroner y Guntirkin, 1999).

Asi pues, el analisis de la topologia de los hemisferios cerebrales caudales de las
aves sugiere una propuesta de homologias que es refrendada por los pocos datos
anatomicos e histoquimicos existentes. Este analisis sugiere, ademds, que el circuito
bésico de la amigdala se ha mantenido a pesar de la pérdida del input vomeronasal. La

informacién vomeronasal ha sido ‘sustituida’ en el circuito amigdalino por entradas de
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tipo auditivo y visual, paralelamente al uso de estos estimulos en la comunicacion
intraespecifica mediante vocalizaciones (canto territorial, de anuncio y de cortejo) y

posturas de cortejo (visual displays).
6.1.7 La Amigdala Subpalial en Mamiferos, Reptiles y Aves

Para poder desarrollar la discusion funcional y evolutiva relativa a la amigdala,
tenemos que definir previamente las porciones subpaliales de la misma en todos los
amniotas. La tabla 7 muestra la propuesta de homologias en cada uno de los diferentes

grupos de animales tratados en este capitulo.

En la amigdala de mamiferos podemos encontrar dos componentes de naturaleza

subpalial, a saber, la amigdala extendida (EA) central y la EA medial (Alheid et al., 1995).

Tabla 7: Propuesta de Homologias entre los Nicleos y Areas Amigdalinas Subpaliales de Mamiferos,
Reptiles y Aves. Resumen de las principales propiedades de los diferentes nucleos de la amigdala subpalial

(amigdala extendida):

Area/Nucleo en
Aves

Area/Nucleo en
Reptiles

Area/Nucleo en
Mamiferos

Origen

Embriolégico Propiedades

Proyecciones descendentes de
larga distancia (e.g. hipotalamo
|ateral, area parabraquial,

Subpallium

Central EA

SAT, BSTI
*La distribucion de CRF
y de NT no ha sido
adecuadamente
estudiada en reptiles

complejo vagal dorsal)

células CRF, NT (porcién
medial)*

innervacion CGRP (porcién
lateral)

Proyecciones procedentes de la
amigdala

SpA, BSTL
(AM subpalial?)

Medial EA

MA, BSTm

Proyecciones procedentes del
AOB

Proyecciones masivas al
hipotalamo predptico, tuberal
lateral (ventromedial) y
premamilar

Altos niveles de receptores a
esteroides sexuales

Células de proyeccion que
contienen Vasopresina /
Vasitocina

TnA olfato-receptor,
BSTM
(AM subpalial?)

La EA central esta formada por el nucleo central de la amigdala (Ce) y el BST anterior,
dorsolateral y posterolateral (con el que estd interconectado; Cassell et al., 1999), ademas
de una serie de grupos celulares como el BST supracapsular (Shammah-Lagnado et al.,
2000), el nucleo intersticial de la rama posterior de la comisura anterior (Alheid et al.,

1999) y la substantia innominata sublenticular (Cassell et al., 1999).
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La EA central de mamiferos presenta diversas caracteristicas que pueden
ayudarnos a identificar a sus homologos en los cerebros de reptiles y de aves. Una de las
particularidades fundamentales es la presencia de proyecciones descendentes de larga
distancia, como las que acaban en el hipotdlamo lateral (Price et al., 1991; Bourgeais et
al., 2001) o en el area parabraquial o complejo vagal dorsal (Danielsen et al., 1989;
Petrovich y Swanson, 1997; Dong y Swanson, 2003; Dong y Swanson, 2004),
caracteristica que también presentan la SAT y el BSTI de reptiles (Lanuza et al., 1997; Fig.
15A-B en Martinez-Garcia et al., 2007a) y la SpA, el BSTI (y tal vez la porcién subpalial
del AM) de aves (Berk, 1987; Wild et al., 1990; Atoji et al., 2006). Ademas la EA central
contiene células que co-expresan diversos péptidos (Shimada et al., 1989) como el factor
de liberacion de la hormona corticotropa (CRF) y la neurotensina (NT). Aunque en aves
también encontramos células con las mismas caracteristicas en los presuntos homologos
de la EA central (Richard et al., 2004; Atoji et al., 1996), en reptiles la distribucion de
CRF y de NT no ha sido estudiada adecuadamente. Sin embargo, existe una tercera
caracteristica de la EA central de mamiferos y es el hecho de que la porcion lateral de la
EA central presenta una inervacion CGRPérgica (Kruger et al., 1988; Yasui et al., 1991)

que si comparten los presuntos homologos tanto de reptiles (Martinez-Garcia et al.,

2002b) como de aves (Lanuza et al., 2000)

Por otro lado, la EA medial de mamiferos estd compuesta por el nucleo medial de
la amigdala (Me, aunque la porcion posteroventral contiene elementos de naturaleza
palial segun datos recientes; Choi et al., 2005) y por las porciones del BST con las que el
Me esta interconectado (a grandes rasgos el BST posterior, Alheid et al., 1985), ademas de
una parte del BST supracapsular (Shammah-Lagnado et al., 2000) y quizas de la substantia
innominata sublenticular. Al igual que ocurre con la EA central, la EA medial de
mamiferos presenta una serie de caracteristicas que facilitan el reconocimiento de sus
presuntos homologos en reptiles y en aves. Asi, la EA medial (Me y BST posteromedial)
recibe proyecciones vomeronasales directas desde el AOB (Scalia y Winans, 1975; von
Campenhausen y Mori, 2000; Mohedano-Moriano et al., 2007) e indirectas desde la
amigdala cortical vomeronasal (COApm + AHA; Canteras et al., 1992). Ademis la EA
medial proyecta masivamente al hipotidlamo predptico, al nucleo ventromedial
hipotaldmico y al nucleo ventral premamilar; Kevetter y Winans, 1981; Price et al., 1991;

Canteras et al., 1995; Dong y Swanson, 2004). Otra de las caracteristicas de la EA medial
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de mamiferos es la presencia de niveles altos de receptores a esteroides sexuales (Pfaff y
Keiner, 1973; Warembourg, 1977). Por ultimo la EA medial de mamiferos presenta

numerosas células de proyeccion que contienen Vasopresina/Vasotocina (Wang et al.,

1993).

En el cerebro de los reptiles, la EA medial estd representada por la amigdala
medial (MA) y por un nucleo que parece conectar este grupo celular con el area predptica
medial. Al que algunos autores llaman BST medial. Como su equivalente en mamiferos,
la EA medial de reptiles recibe proyecciones vomeronasales directas desde el AOB
(Martinez-Garcia et al., 1991; Lohman y Smeets, 1993; Lanuza y Halpern, 1998) e
indirectas desde el NS y el VPA (Lanuza et al., 1997; Lanuza y Halpern, 1997). Ademss, la
EA medial de reptiles posee una poblacién de neuronas vasopresinérgicas sexualmente
dimoérfica (Stoll y Voorn, 1985; Thepen et al., 1987; Smeets et al., 1990), células que
expresan receptores a andrégenos (Halpern et al., 1982; Young et al., 1994; Moga et al.,
2000; Rhen y Crews, 2001; Rosen et al.,, 2002) y proyecciones descendentes al
hipotalamo medial tuberal y premamilar (Bruce y Neary, 1995a; Lanuza et al., 1997;
Martinez-Marcos et al., 1999b). Tal y como sucede en los mamiferos, este grupo celular
vasopresinérgico de los reptiles parece originar una inervacion sexualmente dimérfica de
estructuras clave del circuito prosencefilico del comportamiento socio-sexual, que
incluyen el septum lateral ventral y el cortex vomeronasal profundo (AHA en mamiferos,

resultados propios no publicados; VPA en reptiles, Stoll y Voorn, 1990).

En las aves, la parte superficial de la EA medial, representada en mamiferos por la
amigdala medial, se encuentra reducida a la porcion anterior, olfato-receptora, del TnA
(Reiner y Karten, 1985). El resto de la EA medial estaria formado por el BSTm (Aste et
al., 1998). Aunque las aves carecen de sistema vomeronasal, su EA medial recibe
proyecciones del palio ventral caudal, topolégicamente equivalente del cortex
vomeronasal (Zeier y Karten, 1971; Kroner y Guntirkiin, 1999). Ademas presenta
receptores para esteroides (Balthazart et al., 1989; Watson y Adkins-Regan, 1989;
Balthazart et al., 1992; Aste et al., 1998; Foidart et al., 1999; Metzdorf et al., 1999),
expresa aromatasa (Aste et al., 1998) y muestra una poblacion sexulamente dimorfica de
células vasopresinérgicas (Aste et al., 1998; Panzica et al., 2001). Sus conexiones no estin

muy estudiadas, pero, al menos, algunas inyecciones en el TnA central, sugieren
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conexiones con el hipotidlamo medial predptico, tuberal y premamilar (Cheng et al.,

1999).

6.2 LA AMIGDALA, FISIOLOGIA Y COMPORTAMIENTO

Si consideramos conjuntamente todos los datos discutidos en los capitulos 4 y 5,
queda claro que la amigdala tiene una larga historia y que ha experimentado una
evolucion conservadora a lo largo de la filogenia de los tetrapodos. Esta perspectiva
comparada nos permite dar una respuesta afirmativa a una de las cuestiones centrales de
la investigacion sobre la amigdala, a saber, si esta estructura es un sistema funcional o no
(Swanson y Petrovich, 1998) (Fig. 33). Como hemos visto, los reptiles, las aves y los
mamiferos muestran grupos similares de centros paliales y subpaliales en los hemisferios
cerebrales caudales, que pueden agruparse en dos circuitos principales que se estructuran
en dos subsistemas que hemos denominado el central/basolateral y el medial (Fig. 34). A

continuacién, discutiremos los papeles de estos dos circuitos en la fisiologia y el

comportamiento.
COApm
le Vomeronasal
AH)
1
Ce -
Vegetativo Ba S L
b Frontotemporal
1
Figura 33: Heterogeneidad Funcional segin Swanson y Petrovich (1998). Estos autores proponen que la
amigdala estd compuesta por estructuras que pertenecen a los sistemas olfativo/vomeronasal, autonémico
(vegetativo) y cortical fronto-temporal y que por ello no constituye un sistema funcional.

6.2.1 Los Papeles del Subsistema Central/Basolateral

La amigdala extendida (EA) central es uno de los centros diana de proyecciones

desde la amigdala basolateral. A este respecto, el L, el B y el AB de mamiferos, y sus
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homologos en el resto de amniotas, proyectan de manera masiva a la EA central. Sin
embargo, estas proyecciones también se extienden a otros territorios estriatales, como son
el nucleo accumbens y el estriado dorsal. Este sistema es claramente multimodal ya que
recibe inputs desde centros corticales, talamicos y del tronco del encéfalo, asi como
diversas aferencias moduladoras (principalmente aminérgicas y colinérgicas). Ademas, en
mamiferos y reptiles recibe inputs quimiosensoriales gracias a la presencia de importantes
proyecciones desde los nucleos corticales a los profundos dentro de la amigdala, que
dirigen los estimulos olfativos y vomeronasales recibidos por la amigdala cortical

(superficial) a la amigdala basolateral y central.

El papel de este circuito ha sido muy estudiado en mamiferos utilizando diferentes
enfoques experimentales. El resultado de estos estudios indica que los outputs amigdalinos
a la EA central median reacciones de miedo/ansiedad a estimulos entrantes, mientras que

las vias amigdalo-estriatales son parte del sistema de refuerzo del cerebro.
6.2.1.1 Expresion y Adquisicion de Miedo/Aversion

En especies de primates y de otros mamiferos (Roozendaal et al., 1990; Davis y
Shi, 1999; Choi y Brown, 2003; Kalin et al., 2004; Rosen, 2004), la lesion o inactivacion
de la amigdala central y/o el BST anterior y posterolateral disminuye la expresion de
miedo y de ansiedad contra diversos estimulos generadores de miedo. En no mamiferos
hay muy pocos estudios funcionales comparables a estos trabajos. Sin embargo, se ha
demostrado que la inmovilidad ténica (una quietud prolongada acompanada de falta de
respuesta a estimulos, provocada por la constriccion fisica), que constituye uno de los
ultimos recursos comportamentales defensivos relacionados con el miedo, se reduce
mediante lesiones del antes llamado arquiestriado (ahora arcopalio) de aves (Maser et al.,
1973), o del SAT (homologo de la EA central) en lagartijas (Davies et al., 2002). La
inmovilidad toénica es también parte del repertorio comportamental de algunos
mamiferos, como los conejillos de indias vy, tal vez, los humanos (Fusé et al., 2007), donde
se ha relacionado con la catatonia (Moskowitz, 2004). En los conejillos de indias, la

inmovilidad ténica parece controlada por la amigdala central y basolateral (Ramos et al.,

1999; Leite-Panissi y Menescal-de-Oliveira, 2002).
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Algunos de sus componentes, como la analgesia profunda asociada con la
inmovilidad tonica (Leite-Panissi et al., 2001), dependen de la integridad de la amigdala

central y de sus proyecciones al area gris periacueductal (Leite-Panissi et al., 2001; 2003).

El papel de las vias descendentes de la amigdala central en la expresion del miedo
también se deduce de los resultados de experimentos de estimulacion eléctrica. Uno de
los comportamientos mds comunes relacionados con el estrés, el malestar y la ansiedad, es
la vocalizacion. Por ejemplo, las ratas presentan diversos tipos de vocalizaciones
ultrasénicas y sénicas que informan de su estado emocional, algunas de las cuales estin
inducidas por estrés y ansiedad y estin mediadas por proyecciones descendentes desde el
drea periacueductal a los nucleos motores de control vocal (Sanchez, 2003). A este
respecto, los electrodos implantados en la amigdala y a lo largo de la trayectoria de la stria
terminalis en monos desencadenan diferentes tipos de vocalizaciones (Jurgens, 1982), que
incluyen voces de ronroneo y cotorreo (‘purring and chattering calls’) que expresan una
actitud de seguridad, desafiante y silbidos de alarma y grunidos indicativos de la

motivacion por escapar y de resentimiento que acompanan al estrés social.
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reacciones innatas o aprendidas de miedo/ansiedad/aversion (a través de las proyecciones descendentes a la
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especie, tales como los comportamientos reproductivos/agonisticos hacia conespecificos (respuestas a

feromonas), comportamientos defensivos hacia conespecificos (como un componente de comportamientos
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Al igual que en ratas, las vias anatomicas responsables de estas vocalizaciones en
monos incluyen las regiones periacueductales que son el blanco de las proyecciones
descendentes de la amigdala (Dujardin y Jurgens, 2005). Ademas, en los conejillos de
indias la amigdala central estd implicada en la expresién de vocalizaciones relacionadas
con el dolor, ya que las vocalizaciones inducidas por estimulos nocivos pueden decrecer
mediante la infusién intra-amigdalina de drogas colinérgicas y opioidérgicas (Leite-Panissi

et al., 2004).

También se ha demostrado que la estimulacion eléctrica de la amigdala central
(Rosen y Davis, 1990; Koch y Ebert, 1993) aumenta la respuesta de sobresalto acustico,
uno de los modelos de miedo condicionado mejor estudiados en ratas. De hecho,
actualmente esta bastante aceptado que el miedo condicionado a estimulos previamente
neutros (estimulos condicionados) estd mediado por un proceso de asociacion Pavloviana
entre los estimulos incondicionados (e.g. descarga eléctrica en las patas) y condicionado
(un tono, una luz), que aparentemente tiene lugar en la amigdala basolateral gracias a la
plasticidad sinaptica mediada por NMDA (ver Davis, 1994; LeDoux, 2000; Lee et al.,
2001; Rosen, 2004). A este respecto, se ha sugerido que la EA central estd implicada en
respuestas de miedo condicionadas, pero no incondicionadas (Choi y Brown, 2003;
Rosen, 2004). Sin embargo, la EA central de mamiferos (mas especificamente sus
divisiones capsular y lateral) recibe inputs directos nociceptivos desde el area parabraquial
y el tallamo intralaminar posterior (ver Gauriau y Bernard, 2002), que muy probablemente
constituyen poderosos estimulos incondicionados capaces de desencadenar miedo. Estas
aferencias de la EA central relacionadas con la nocicepcion son ricas en el péptido CGRP

(ver abajo). A este respecto, Borszcz (1993; 1995) demostrd que para que un estimulo
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doloroso (descarga en la cola) sea capaz de inducir miedo condicionado debe generar
vocalizaciones (supuestamente incondicionadas). Es importante resaltar que las lesiones
de la amigdala central suprimen la vocalizacién incondicionada suscitada por una
descarga eléctrica en la cola (Borszcz y Leaton, 2003). Por lo tanto, la amigdala central (y
muy probablemente toda la EA central) estd implicada en la generacién de respuestas de
miedo/ansiedad o aversion a estimulos desencadenadores de miedo condicionados vy, al

menos, a algunos incondicionados, como el dolor.

La presencia de una densa inervacion CGRPérgica en partes de la EA central de
reptiles (Martinez-Garcia et al., 2002b) y aves (Lanuza et al., 2000) sugieren que este es un
papel general de la EA central de los amniotas. Una evidencia solida en favor de este
papel de la EA central son los experimentos de estimulacion eléctrica de la amigdala en
cocodrilos (Keating et al., 1970) e iguanas (Distel, 1978), en los que se desencadenan
comportamientos relacionados con el miedo tales como la huida acompanada de
vocalizacién, la dilatacion de las pupilas y la hiperventilacion. En aves, existen evidencias
de que las proyecciones descendentes originadas en el antiguo arquiestriado median
respuestas de escape (Phillips, 1964). Ademis, Phillips y Youngren (1986) demostraron
que las lesiones del arquiestriado (ahora arcopalio) con acido kainico en pollitos neonatos
reducian el miedo expresado mediante llamadas de angustia (pios). M4s recientemente, se
ha visto que el arcopalio juega un papel en la modulacion de la ansiedad y de
comportamientos relacionados con el miedo no aprendidos, tales como evitar el centro
en un campo abierto (Lowndes y Davies, 1996). Probablemente estas respuestas estén
mediadas por las proyecciones arcopaliales (Veenman et al., 1995; Davies et al., 1997,
Dubbeldam et al., 1997; Kroner y Guntirkiin, 1999) al llamado nucleo de la stria
terminalis lateral (BSTIL; Aste et al., 1998) y a la amigdala supalial (SpA). Estos grupos
celulares son caudales al estriado medial (LPO/accumbens) y muestran proyecciones
descendentes al hipotadlamo (Berk, 1987), al 4rea parabraquial (Wild et al., 1990) y al
nucleo motor dorsal del nervio vago (Berk, 1987; Atoji et al., 2006), proyecciones que
recuerdan a las de la amigdala central extendida de mamiferos. Otras similitudes
neuroquimicas, como la presencia de células de proyeccion que contienen factores de
liberacion de corticotropina (Richard et al., 2004) y neurotensina (Atoji et al., 1996) dan
mayor apoyo a la homologia entre el BST lateral/SpA de aves y la amigdala central

extendida de mamiferos.
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En reptiles los datos son todavia mas escasos. Sin embargo, las lesiones del
homologo en reptiles de la amigdala central extendida de mamiferos, el SAT, afectan a la
expresiéon de comportamientos defensivos relacionados con el miedo tales como la
inmovilidad tonica (Davies et al., 2002). Esto sugiere que el SAT y sus aferencias (desde la
PDVR, el DLA y el dLC) tienen un papel en la expresiéon del miedo y de
comportamientos relacionados con el miedo. De hecho, la estimulacion eléctrica y las
lesiones de la ‘regién amigdalina’ (porcion caudal de la DVR) del telencéfalo de los
cocodrilos (Keating et al., 1970) provocan cambios en el comportamiento que sugieren

un papel de esta region en la expresién de miedo.

Como conclusion, y a pesar de que son necesarios mds estudios funcionales en no
mamiferos para refinar esta idea, hay numerosas evidencias que sugieren que el circuito
compuesto por las divisiones basolateral y central de la amigdala estd implicado en la
expresion de miedo vy ansiedad no aprendida desencadenada por estimulos
incondicionados (al menos dolor), y en la adquisicion y la expresion de miedo y ansiedad

condicionados.
6.2.1.2 Via Amigdalo-Estriatal: La Amigdala y El Refuerzo

En aparente contradiccion con los datos revisados arriba, las lesiones en diferentes
especies de mamiferos de la amigdala basolateral o de sus blancos en el estriado ventral
(nucleo accumbens) afectan selectivamente al aprendizaje de respuestas instrumentales si
estas son reforzadas con un cierto retraso. Esto da lugar a que los animales lesionados
muestren un comportamiento impulsivo (Baxter y Murray, 2002; Cardinal et al., 2004).
También hay evidencia de que las proyecciones desde la amigdala basolateral al estriado
ventral (ntcleo accumbens) estdn implicadas en asociaciones estimulo-refuerzo (Cador et
al., 1989; Everitt et al., 1989; Parkinson et al., 2001). Esto ha llevado a que se incluya a la
amigdala, y sus proyecciones al estriado, en el sistema del refuerzo del cerebro de los
mamiferos, del que también forman parte el cortex prefrontal y los grupos celulares
dopaminérgicos tegmentales (Baxter y Murray, 2002; Holland y Gallagher, 2004; Schultz,
2004). Asi pues, la amigdala no sélo estd implicada en la expresion de emociones
negativas (miedo, ansiedad, aversion) y en los aprendizajes relacionados con éstas (miedo

condicionado y ansiedad), sino que también estd implicada en la expresion de emociones
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positivas (refuerzo, atraccion y comportamientos apetitivos; ver Kelley, 2004) y en los

aprendizajes relacionados con éstas, como las asociaciones estimulo refuerzo.

En este contexto, las propuestas de homologia entre la amigdala de mamiferos y
aves sugieren que las vias al estriado desde el arcopalio, nidopalio caudal y las regiones
adyacentes del telencéfalo de las aves deben estar implicadas en la generacion de
comportamientos apetitivos y asociaciones estimulo-respuesta. Esta hipotesis queda
confirmada por los efectos de lesiones de los ganglios basales ventro-mediales (lobus
paraolfactorius) en pollos recién nacidos. Los pollitos con estas lesiones muestran déficit en
la adquisicion de asociaciones estimulo-refuerzo (lzawa et al., 2002), asi como
comportamientos impulsivos (Izawa et al., 2003). Por su parte, la inactivacién temporal
del nucleo accumbens en palomos mediante infusiones de tetrodotoxina reducen
globalmente el comportamiento instrumental (picotear) dirigido a obtener comida
(Kalenscher et al., 2003). Por su parte, si se da a los palomos la oportunidad de picotear
sobre dos teclas, una de ellas premiada de inmediato y otra tras un largo retraso, los
palomos picotean preferentemente sobre la que es premiada a corto plazo. La inactivacién
del NCL elimina esta preferencia (Kalenscher et al., 2003). Estos datos sugieren que,
como en mamiferos, las vias al estriado de las aves originadas en la amigdala basolateral
estan implicadas en la elaboracion de respuestas apetitivas que requieren de asociaciones
estimulo-refuerzo complejas, en las que la respuesta operante esta separada de la

recompensa por un periodo de tiempo relativamente largo.

En conclusién, los datos disponibles en aves y mamiferos sugieren que el output de
la amigdala al estriado ventral estd implicado en la expectativa del refuerzo y en la
generacion de comportamientos dirigidos por esta expectativa de refuerzo. Esto implica
reconocer los estimulos que predicen un refuerzo (asociaciones estimulo-refuerzo,
refuerzos condicionados) y el establecimiento de respuestas instrumentales hacia estos
predictores del refuerzo (asociaciones estimulo-respuesta). Aunque no hay datos
comportamentales similares en otros vertebrados, la gran importancia y el gran valor
adaptativo de estas formas de aprendizaje explican que este sistema se halle bien

conservado en la evolucion de los tetrapodos.
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6.2.2 Los Papeles del Subsistema Medial

El segundo sistema de la amigdala de mamiferos estd compuesto principalmente
de centros vomeronasales secundarios, ya que incluye el cortex vomeronasal (COApm) y
la EA medial, ademas de un nucleo palial profundo al cortex vomeronasal, el AHA. Sus
patrones de conexiones con el hipotilamo vy el sistema septo-hipocampal, asi como la
presencia de receptores para esteroides sexuales en la mayoria de centros de este circuito,
sugiere que este sistema esta implicado en el control de comportamientos reproductores y
agonisticos desencadenados por sefales quimicas de conespecificos (olores y/o
feromonas). Ademas, hay evidencias muy convincentes del papel de la amigdala medial de
mamiferos en las reacciones defensivas contra algunos predadores. Las bases neurales de

ambas funciones se discutirdn a continuacion.
6.2.2.1 La Amigdala Vomeronasal y Ia Funcion Reproductiva

La EA medial de los mamiferos, junto con el COApm y el AHA, sin duda, son
activados por sefiales quimicas procedentes de conespecificos del mismo sexo o del sexo
contrario, que son detectadas por el 6rgano vomeronasal. Algunos estudios llevados a
cabo en roedores revelan que estas feromonas desencadenan cambios neuroendocrinos
en conespecificos (e.g. los efectos Whitten, Vanderbergh, Bruce y Lee-Boot: ver Halpern,
1987). Ademas, las feromonas detectadas por el 6rgano vomeronasal desencadenan
respuestas comportamentales que incluyen respuestas agonisticas/territoriales (agresion
entre machos, contramarcaje territorial) o de atraccién, y de facilitacion del cortejo, asi
como la conducta sexual, que incluye el comportamiento paracopulatorio (e.g.

vocalizaciones) y la monta/lordosis (Halpern y MartinezMarcos, 2003).
6.2.2.2  La Amigdala Extendida Medial y las respuestas neuroendocrinas

En mamiferos, tanto los estimulos vomeronasales como la copula pueden
desencadenar respuestas neuroendocrinas. Asi, en muchas especies de mamiferos la
exposicion de las hembras a las feromonas de macho induce un aumento brusco de la
hormona luteinizante mediado por el érgano vomeronasal (Beltramino y Taleisnik, 1983)
que estimula la ovulacion. En otras especies, como los hurones, la ovulacion no es
espontinea, sino que es inducida por medio de la copula (Carroll et al., 1985). En
machos se encuentra un efecto similar en respuesta a las feromonas de hembra (Coquelin

et al., 1984; Fernandez-Fewell y Meredith, 1998), que se acompafa de una activacién de c-
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fos en las células predpticas mediales (Fewell y Meredith, 2002). Ademas, la estimulacion
eléctrica del 6rgano vomeronasal de machos de hamster (probablemente implicado en la
deteccion de feromonas; Halem et al., 1999) activa una poblacion de las células del area
preoptica que expresan el factor de liberacion de la hormona luteinizante (Meredith y
Fewell, 2001). Estos datos sugieren que las respuestas neuroendocrinas a feromonas
(Bronson y Whitten, 1968) son mediadas por interacciones de la EA medial con las
células que expresan el factor de liberacion de la hormona gonadotropina de la region
preoptica medial rostral (ver Swanson, 1987). Una via similar explicaria la aceleracion o el

retraso de la pubertad en hembras pre-puberes por sefiales quimicas de conespecificos.

No obstante, la EA medial también puede estar implicada en los efectos
neuroendocrinos del apareamiento (ovulacién inducida por la copula en hembras; Bakker
et al.,, 2001). De hecho, en los mamiferos estudiados, la cépula activa la expresion de c-fos
no solo en las células predpticas que expresan el factor de liberacién de la hormona
luteinizante (Fernandez-Fewell y Meredith, 1994; Wersinger y Baum, 1996; Pfaus y Heeb,
1997; Bakker et al., 2001; Meredith y Fewell, 2001), sino también en la EA medial. A este
respecto, se ha demostrado que los inputs vasopresinérgicos a las células que expresan el
factor de liberacion de la gonadotropina, la mayor parte de los cuales deben originarse en
la EA medial (ver arriba), son importantes para la modulacién de los picos de hormona
luteinizante (Dobson et al., 2003). No obstante, al menos algunas respuestas
neuroendocrinas requieren, de la activacion de otras proyecciones de la EA medial al
hipotalamo, ademas de la que acaba en el area predptica. Asi, se ha demostrado que las

lesiones del nucleo premamilar ventral bloquean la ovulacion inducida por feromonas

(Beltramino y Taleisnik, 1985).
6.2.2.3  La Amigdala Extendida Medial y el comportamiento socio-sexual

Tal y como se ha apuntado anteriormente, la EA medial esta interconectada con
una serie de centros prosencefilicos que estan implicados en el comportamiento
reproductor. Entre estos centros encontramos varios nucleos del hipotalamo medial,
como el nucleo predptico medial (MPO), el nutcleo tuberal, la porcion ventro-lateral del
nucleo ventromedial (VMH) y el nucleo premamilar ventral (ver Canteras, 2002). En el
telencéfalo, el resto de nucleos amigdalinos vomeronasales (COApm y AHA) y partes del

sistema septo-hipocampal (incluida la porcion ventral del septum lateral), también se
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consideran parte de este circuito. Los principales outputs de este circuito son el MPO y el
VMH, que estan implicados en el control del comportamiento sexual de machos (Hull et
al., 2002) y hembras (Blaustein y Erskine, 2002) respectivamente. De acuerdo con esto, la
mayoria de los ntcleos que forman este circuito son sexualmente dimorficos y expresan
receptores a esteroides sexuales que, muy probablemente, median los efectos
modulatorios de las hormonas esteroideas en la copula, la agresion territorial y otras
formas de comportamiento reproductivo y agonistico. Asi, la EA medial, el COApm vy el
AHA estan en una buena posicion para facilitar respuestas comportamentales agonisticas
o reproductivas innatas (Kollack-Walker y Newman, 1995) a feromonas y a otras sefales

quimicas procedentes de conespecificos.

Los estudios funcionales de los homologos de la amigdala medial y/o el AHA de
vertebrados no mamiferos se restringen a aves. Segun éstos, la lesion del TnA de
codornices macho (Thompson et al., 1998) altera los comportamientos copulatorios y
paracopulatorios (incluidas las vocalizaciones de cortejo), reforzando la idea de que este
nucleo es homologo de partes de la amigdala medial de mamiferos. Cheng et al., (1999)
realizaron lesiones similares en otras especies de aves, tales como las tortolas y los
estorninos. Las lesiones en hembras de tortola provocan cambios en comportamientos
sociales tales como un incremento en el arrullo que los autores interpretan como una
indiferencia a los ataques de machos y como un distanciamiento social. Los datos en
estorninos también sugieren que las lesiones del TnA provocan una falta de inhibiciones

sociales.

Las conexiones desde la EA medial al septum lateral parecen fundamentales para
la modulacién de comportamientos sociales no reproductores. Estos denominados
comportamientos agonisticos, incluyen los que median los encuentros entre
conespecificos del mismo sexo que compiten por el territorio (comportamientos
territoriales y de anuncio de su propia presencia) y, en ultima instancia, por los recursos y
posibles parejas. Usando diferentes especies de aves, Goodson y colaboradores (Goodson,
1998a; 1998b; 2004; Goodson y Adkins-Regan, 1999) han demostrado que la inervacion
vasotocinérgica (y por péptido intestinal vasoactivo) del septum lateral, que
presumiblemente se origina en la EA medial (ver arriba), modula la agresividad en la
competencia por la pareja y el canto territorial (de defensa del territorio) pero no el

cortejo. También se ha observado un papel de la vasotocina en la modulacién de
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comportamientos agonisticos en mamiferos, anfibios y peces, lo que sugiere que este
circuito tiene una larga historia evolutiva con un papel muy bien conservado (Goodson y

Bass, 2001).

6.2.2.4 La Amigdala Vomeronasal: Comportamiento Defensivo y Miedo

Desencadenado por el Depredador

Ademais de un papel en la comunicacion intraespecifica, la amigdala medial de
mamiferos parece mediar el miedo innato a sefiales quimicas derivadas de depredadores
comunes (ver Dielenberg y McGregor, 2001). Asi, se ha comprobado que la
confrontacién de una rata a un collar que ha sido usado por un gato, o a sefales quimicas
derivadas de heces de zorro (2,5-dihidro-2,4,5-trimetiltiazolina, TMT) provoca de manera
innata cambios endocrinos (aumentos en los niveles de corticosterona y de hormona
adrenocorticotropa), vegetativos (aumento presion arterial) y comportamentales (paralisis,
freezing, vy, cuando es posible huida o escondite; ver Rosen, 2004). Esta respuesta es
innata, puesto que se da en ratas criadas en cautividad sin experiencia alguna con estos

predadores.

Aunque el 6rgano vomeronasal se considera implicado, fundamentalmente, en la
deteccion de feromonas (por definicion, secretadas por conespecificos), hay evidencias
experimentales que sugieren que estas respuestas a sefiales quimicas de depredadores son
mediadas por el érgano vomeronasal. Asi, las ratas no muestran miedo (medido como
tiempo de escondite) cuando se les presenta un collar usado por un gato si una rejilla les
impide el contacto directo con él (Dielenberg y McGregor, 1999). Esto indica que la
sustancia derivada de gatos que desencadena miedo no es volatil, tal y como se ha visto
para algunas feromonas de conespecificos detectadas por el 6rgano vomeronasal;
(Moncho-Bogani et al., 2002; 2005; Luo et al., 2003). De acuerdo con esto, las sefales
quimicas derivadas de gatos inducen cfos (Dielenberg y McGregor, 2001) en la EA
medial, incluidos el MeP y partes del BST. Ademas, éstas senales quimicas también
activan otros centros el circuito defensivo del prosencéfalo (ver Canteras, 2002) tales
como el septum lateral ventral, el hipotdlamo anterior, la porcién dorso-medial del VMH
y el nucleo premamilar dorsal. Sorprendentemente, a pesar de que las ratas muestran
claros signos de miedo cuando se enfrentan a senales quimicas derivadas de gatos

(Dielenberg y McGregor, 2001), ni su amigdala central ni la amigdala basolateral parecen
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ser activadas por estos estimulos. Esto ha llevado a los autores a sugerir que la amigdala
medial es la responsable del miedo incondicionado, mientras que la amigdala
central/basolateral esta solo implicada en la expresién del miedo condicionado (tal y
como se ha discutido arriba, ver Rosen, 2004). Esto se confirma parcialmente por los
efectos de las lesiones de la amigdala medial o central en ratas sobre el miedo
desencadenado por los olores de gato (Li et al., 2004). Los resultados indican que, en
ratas, la amigdala medial pero no la central estd implicada en la generacién del miedo a
derivados quimicos de gatos. También hay evidencia de que la amigdala medial puede
participar en el miedo y el estrés inducido por otros estimulos (como la inmovilidad
forzada de manera aguda o la descarga eléctrica en las patas; Pezzone et al., 1992; Rosen et
al.,, 1998; Dayas et al., 1999; Kubo et al., 2004) aunque estos resultados muestran gran

variabilidad entre cepas de rata (Ma y Morilak, 2004). El circuito implicado se desconoce.

La expresiéon de cfos inducida por la TMT ha sido estudiada recientemente (Day
et al., 2004) y el patron de la actividad cerebral difiere del generado por las sefales
quimicas derivadas de gatos. Asi, aunque en ambos casos el circuito defensivo del
prosencéfalo se activa, la TMT solo activa la MeA, pero no la MeP. Ademss, la TMT
desencadena una fuerte activacion de la amigdala central. Estas diferencias pueden
deberse al 6rgano sensorial utilizado para detectar la TMT vy las sefales quimicas
relacionadas con gatos que desencadenan miedo. Mientras que las sefales quimicas
derivadas de gatos parecen estimulos detectados por el 6rgano vomeronasal (Dielenberg y
McGregor, 2001), la TMT es una sefal quimica volatil que muestra un olor intenso y
caracteristico al olfato humano, siendo muy probable que sea detectado por al sistema
olfativo principal. De acuerdo con esto, la TMT activa el bulbo olfativo principal y
aquellas porciones de la amigdala medial que muestran inputs directos desde el bulbo
olfativo principal, como la MeA (ver arriba, Day et al., 2004). El hecho de que la MeA
proyecte a la amigdala central, puede constituir un circuito para el miedo incondicionado
inducido por olores que incluye al bulbo olfativo principal, sus proyecciones directas (y tal

vez las indirectas) a la MeA vy sus proyecciones a la Ce (Myers y Rinaman, 2005).

Por todo esto, la amigdala medial de mamiferos no solo parece implicada en
coordinar comportamientos socio-sexuales en respuesta a feromonas de conespecificos,
sino que también estd implicada en reacciones de miedo/defensivas a olores y a sustancias

detectadas por el érgano vomeronasal secretadas por depredadores comunes. En otras
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palabras, la amigdala medial parece el centro clave para orquestar respuestas innatas a
sefiales quimicas biolégicamente significativas (feromonas y olores) derivadas de
conespecificos (individuos de la misma especie) y aloespecificos (individuos de otras
especies). Se han llevado a cabo estudios funcionales similares en reptiles que sugieren
que éstos también pueden utilizar estimulos quimicos para detectar a los depredadores y
para generar reacciones de defensa anticipatorias. De hecho, muchas serpientes de la
subfamilia Crotalidae muestran reacciones defensivas a uno de sus depredadores, la
serpiente reina (Lampropeltis getula) que estdn mediadas por el 6rgano vomeronasal (Miller
y Gutzke, 1999). No hay disponibles estudios funcionales similares en aves, pero ya que
los estimulos sefal para la deteccién de depredadores no son de naturaleza quimica sino
visual o auditiva, es posible que los estimulos visuales y auditivos de los predadores
alcancen la amigdala medial extendida y a través de la misma activen los circuitos

cerebrales del miedo y los comportamientos defensivos.

6.3 LA AMIGDALA COMO SISTEMA FUNCIONAL (FIGS.
33y 34)

Swanson y Petrovich (1998), en su revision de la estructura y la funciéon de la
amigdala, propusieron que el término amigdala debia abandonarse ya que no es ni una
unidad estructural ni una unidad funcional. Desde un punto de vista funcional,
consideraron que la amigdala incluia porciones de diferentes sistemas cerebrales, como el
autonémico (amigdala central), el quimiosensorial (amigdala cortical, amigdala medial,

AHA, ABy Bp) y el fronto-temporal (el resto de la amigdala basolateral, L y Ba) (Fig. 33).

Sin embargo, la revision de los datos disponibles en diferentes vertebrados revela
que la amigdala estd compuesta por dos subsistemas funcionales que, conjuntamente,
controlan diversos aspectos del comportamiento y la fisiologia (Fig. 34). El subsistema que
tiene su output a través de la EA central también incluye porciones de la amigdala
basolateral que Swanson y Petrovich (1998) consideran como parte de la amigdala
‘olfativa’ (ABa, ABp, Bp) y un nucleo ‘fronto-temporal’ (L). Por ello, el ‘subsistema
central/basolateral’ de la amigdala de amniotas abarca estructuras que pertenecen a las
tres divisiones funcionales de la amigdala propuestas por Swanson y Petrovich (1998)
sugiriendo que una gran parte de la amigdala actia como un sistema funcional. El

‘subsistema medial’ de la amigdala estd compuesto exclusivamente por nucleos
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pertenecientes al ‘compartimento olfativo’ de la amigdala de Swanson y Petrovich. Sin
embargo, hay evidencias de que la amigdala medial estd implicada en la generacién de
respuestas de estrés autondmicas y/o endocrinas (Dayas et al., 1999; Kubo et al., 2004),
por lo que se le puede considerar igualmente como parte de la ‘amigdala autonémica’

junto con la amigdala central.

Los subsistemas central/basolateral y medial de la amigdala tal y como se
proponen aqui, también estin interconectados y conectados con centros prosencefalicos
similares a través los cuales pueden dirigir, conjuntamente, comportamientos relevantes.
Asi, como hemos discutido arriba, la MeA no sélo recibe inputs vomeronasales, sino que
también recibe inputs olfativos, y proyecta a partes de la EA central. Esta conexion
proporciona un input vomeronasal y/o olfativo a la EA central que podria mediar las
reacciones de miedo/ansiedad a este tipo de estimulos (Day et al., 2004; Myers y
Rinaman, 2005). Esto no descarta la posibilidad de que partes de la EA medial medien
algunas reacciones de miedo/ansiedad, tanto a estimulos quimiosensoriales (Dielenberg y

McGregor, 2001; Li et al.,, 2004) como a estresores no quimiosensoriales (Dayas et al.,

1999; Kubo et al., 2004), sin la implicaciéon de la EA central.

Ademas del papel descrito en la mediacion de comportamientos reproductivos,
agonisticos y defensivos en respuesta a sefiales quimiosensoriales, el subsistema medial de
la amigdala est4, sin duda, implicado en los comportamientos apetitivos debidos al valor
reforzante de las feromonas sexuales (Moncho-Bogani et al., 2002; 2005). Como ya
hemos apuntado en el capitulo 5, el valor reforzante de estas feromonas es probable que
est¢ mediado por proyecciones directas desde el subsistema medial de la amigdala al
estriado ventral o por conexiones indirectas desde el subsistema medial de la amigdala al
estriado ventral a través del subsistema central/basolateral (Moncho-Bogani et al., 2005,
capitulo 5). Por lo tanto, estos comportamientos son dependientes de las interconexiones

entre los dos subsistemas amigdalinos.

Finalmente, partes del subsistema central/basolateral de la amigdala, como el AB
posterior, originan importantes proyecciones al sistema defensivo del hipotalamo (e.g. el
hipotalamo anterior y el VMH dorso-medial). Canteras (2002) interpreta esta via como
mediadora de reacciones defensivas a estimulos no quimiosensoriales, tales como los

estimulos visuales, somatosensoriales y auditivos.
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Como conclusion, la division funcional propuesta por Swanson y Petrovich
(1998) no parece defendible sobre la base de las evidencias revisadas. Por el contrario, la
amigdala estd compuesta por dos subsistemas funcionales, nombrados aqui como los
subsistemas central/basolateral y medial, que, junto con otros centros prosencefalicos,
gobiernan respuestas comportamentales emocionales a diferentes tipos de estimulos. Este
tipo de respuestas incluye comportamientos apetitivos (dirigidos a la obtencién de un
refuerzo) que implican  aprendizaje  (output al  estriado), respuestas de
miedo/ansiedad/aversion ~ (amigdala  central extendida) y comportamientos
reproductivos/agonisticos y defensivos. Las interacciones entre ambos subsistemas son

necesarias para realizar estas funciones.

6.4 EVOLUCION DEL CEREBRO EMOCIONAL: LA
AMIGDALA Y LA EVALUACION DE ESTIMULOS

Los comportamientos emocionales pueden expresarse en respuesta a estimulos
intrinsecamente atractivos y reforzantes (como las feromonas sexuales, sabores dulces y
salados) o en respuesta a estimulos intrinsecamente aversivos/desencadenantes de miedo
(como el dolor o sensaciones viscerales desagradables, sefiales quimicas procedentes de

depredadores, sonidos fuertes o voces de alarma; Fig. 34 y Fig. 35).

La presencia de algunos inputs sensoriales directos a la amigdala extendida y al
telencéfalo estriado-palidal permite dar respuestas rdpidas y automaticas a estos estimulos.
Asi, los estimulos nociceptivos alcanzan directamente partes de la EA central a través de
las proyecciones ricas en CGRP desde el 4drea parabraquial y el tilamo intralaminar
(Gauriau y Bernard, 2002). Esta via parece mediar reacciones de miedo incondicionadas
(Borszcz y Leaton, 2003). Ademas, las reacciones de miedo/defensivas a los estimulos
quimicos relacionados con depredadores parecen estar mediadas por los inputs
vomeronasales/olfativos a la amigdala medial (Li et al., 2004). Por otra parte, el acceso
directo de estimulos reforzantes al estriado ventral media la mayoria de los
comportamientos apetitivos a refuerzos naturales, tales como el consumo de la comida y

el agua, la preferencia por determinados sabores (al menos el dulce) y el comportamiento

sexual (Pecina et al., 2003; Kelley, 2004).
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Como hemos visto, la amigdala basolateral de los vertebrados amniotas recibe
aferencias convergentes desde todos los sistemas sensoriales, pero es evidente que no
todos los estimulos que alcanzan la amigdala desencadenan miedo o refuerzo. Sin
embargo, cuando un estimulo neutro coincide con un estimulo atractivo o aversivo, se
produce un aprendizaje asociativo Pavloviano en el que el estimulo atractivo o aversivo
actia como estimulo incondicionado (EI), y el estimulo previamente neutro origina una
respuesta condicionada similar a la provocada por el EI. En otras palabras, los animales
adquieren miedo o atraccion a estimulos previamente neutros que, de este modo, quedan
etiquetados emocionalmente. La plasticidad sinaptica en la amigdala basolateral debe
mediar este tipo de condicionamiento Pavloviano, y las proyecciones palio-subpaliales

dentro del circuito amigdalino deben mediar la respuesta condicionada. Nuestro estudio
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indica que el circuito responsable del comportamiento emocional y el aprendizaje
emocional estd presente en todos los amniotas estudiados y constituye uno de los

atributos que caracterizan al prosencéfalo del amniota ancestral.

Aunque la mayoria de los modelos de condicionamiento emocional usan
estimulos somatosensoriales o gustativos como EI y estimulos auditivos o visuales como
estimulos condicionados, los estimulos vomeronasales pueden jugar un importante papel
como estimulos incondicionados. Asi, como ya hemos discutido, las sefales quimicas
detectadas por el o6rgano vomeronasal parecen desencadenar reacciones innatas de
miedo/defensivas (comportamiento defensivo de la rata a un collar usado por un gato;
ver Dielenberg y McGregor, 1999). Los estudios en diversos roedores revelan que la
atraccion innata a posibles parejas (Moncho-Bogani et al., 2002; 2005), asi como
diferentes aspectos de comportamientos copulatorios (Beauchamp et al., 1982; 1985; Del
Punta et al.,, 2002; Leypold et al., 2002; Stowers et al., 2002) y paracopulatorios
(vocalizaciones ultrasonicas; Wysocki et al., 1982) hacia congéneres del otro sexo estin
mediados por feromonas no volatiles aparentemente detectadas por el organo
vomeronasal. Ademds, estimulos similares parecen desencadenar comportamientos
agonisticos en congéneres del mismo sexo, actuando como el contra-marcaje competitivo

(Hurst y Beynon, 2004) o la agresion entre machos (Clancy et al., 1984; Stowers et al.,
2002; Del Punta et al., 2002; Leypold et al., 2002).

En relacién con esto, las asociaciones Pavlovianas entre estimulos olfativos
(condicionados) y vomeronasales (EI) pueden jugar un papel muy relevante. Este tipo de
asociaciones otorga un valor predictivo a los olores que pueden ser detectados a distancia,
dado que son sustancias volatiles. Esto permite al animal anticipar sus reacciones a
feromonas o a sefiales de depredadores detectadas por el organo vomeronasal (que
normalmente no son volatiles; Wysocki et al., 1980; Dielenberg y McGregor, 1999;
Moncho-Bogani et al., 2002; 2005; Luo et al., 2003), siendo capaz de seguir la pista de la
fuente de feromonas atractivas, o de evitar o escaparse de los estimulos vomeronasales
repulsivos o que desencadenan miedo (de predadores, por ejemplo), lo que tiene un

enorme valor adaptativo y otorga ventajas al animal que muestra esta habilidad.

Los datos anatémicos sugieren la existencia de una convergencia olfativa-

vomeronasal significativa en la amigdala basolateral de anfibios, reptiles y mamiferos (ver
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arriba), que permitiria la asociacion Pavloviana de estimulos olfativos y vomeronasales,
convirtiendo a los olores en estimulos atractivos o aversivos condicionados. De hecho, la
amigdala basolateral contiene neuronas que responden a un olor determinado
dependiendo de si ha sido previamente asociado a un sabor agradable o desagradable
(Schoenbaum et al., 1999). Un mecanismo similar debe mediar las asociaciones olfato-

vomeronasales.

Por todo esto, las proyecciones desde la amigdala basolateral al continuo amigdala
extendida-accumbens pueden ser concebidas como el sustrato neural para la adquisicion
de respuestas emocionales basicas con gran valor adaptativo (Davis, 1994; Ledoux, 2000),
positivas (atraccion) o negativas (aversion/miedo), hacia todo tipo de estimulos. Ademas,
también se podria producir una convergencia de informacion olfativa y vomeronasal en el
Tu medial y las estructuras adyacentes (CB y ICj) dado que estas estructuras reciben

proyecciones convergentes desde nucleos paliales amigdalinos olfativos (COApl) y

vomeronasales (COApm y AHA).

Segiin nuestro punto de vista, la amigdala palial en la que se genera este tipo de
aprendizaje asociativo, estaria ya presente en los primeros vertebrados terrestres. De
hecho, incluso en anfibios, la amigdala medial (que recibe el grueso de proyecciones
desde el bulbo olfativo accesorio) y la amigdala lateral (que recibe un importante input
desde el bulbo olfativo principal) estdn interconectadas (Moreno y Gonzalez, 2003; 2004).
Ademsds, en anfibios las aferencias taldmicas directas a la amigdala aunque escasas,
existen, probablemente porque aparecieron muy temprano en la historia evolutiva de los
vertebrados. Estas vias, deben otorgar informacion sobre estimulos simples, pero
innatamente significativos (e.g. dolor, sensaciones viscerales, ruidos fuertes subitos o
rafagas de luz) que contribuirian al etiquetaje emocional de los olores. De este modo,
parece que la colonizacion del medio terrestre por los primeros amniotas debio su éxito,
al menos en parte, a la capacidad de etiquetar emocionalmente los compuestos volatiles
detectados por el sistema olfativo mediante su asociacion con estimulos quimiosensoriales
atractivos o aversivos (principalmente vomeronasales) y con estimulos no

quimiosensoriales.
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Por tanto, todos los datos anatémicos, neuroquimicos y funcionales discutidos en
esta tesis sugieren que el telencéfalo del amniota ancestral poseia un sistema amigdalo-

estriatal, que constituyé el primordio de su cerebro emocional.

6.5 LA AMIGDALA Y LA EVOLUCION DEL PALIO EN
VERTEBRADOS

Como ya hemos visto a lo largo de la tesis, existen diversos estudios comparados
(Bruce y Neary, 1995; Lanuza et al., 1997; Lanuza et al., 1998; este trabajo) que indican
que los reptiles poseen una amigdala palial bien desarrollada en la cual se pueden
encontrar nucleos corticales (superficiales, laminados y quimiosensoriales) y nucleos
profundos. Existen datos anatomicos y neuroquimicos en diferentes reptiles y aves que
sugieren con fuerza que la amigdala palial ya estaba presente en el amniota ancestral y que

por tanto ha experimentado una evoluciéon muy conservadora (Martinez-Garcia et al.,

2002; 2007a).

En todos los amniotas estudiados, la amigdala palial recibe aferencias importantes
desde las areas paliales sensoriales del telencéfalo. Las regiones unimodales especializadas
del talamo dorsal proporcionan estimulos no quimiosensoriales a 4areas especificas del
palio, donde estos estimulos se procesan por medio de complejos circuitos que incluyen
proyecciones excitadoras palio-paliales e interneuronas locales que median procesos
inhibitorios de retroalimentacion negativa (feed-back) y positiva (feedforward) y la
modulacion de centros superiores. Por contra, los anfibios no poseen vias sensoriales
unimodales talamo-corticales (Martinez-Garcia, 2003), sino que sus nucleos sensoriales del

talamo dorsal proyectan al estriado (ver Endepols et al., 2004).

Por lo tanto, las areas corticales sensoriales aparecieron por primera vez en
amniotas. En reptiles, estas dreas estan representadas por la DVR anterior, en aves por la
DVR anterior (entopalio, nucleo basorostral del palio, campo L del nidopalio), por el
Wulst visual y somatomotor del hiperpalio y en mamiferos por el isocortex sensorial (Fig.
35). La aparicién de estas areas sensoriales corticales en amniotas vino acompanada de
una diferenciacion, dentro de la amigdala palial, de areas corticales superficiales que
reciben inputs olfativos directos, y de territorios nucleares profundos que presentan

conexiones con el cortex sensorial no olfativo. Asi, a nivel del prosencéfalo, la aparicion
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de los primeros amniotas se caracterizd por dos novedades: la apariciéon de un palio
dedicado al procesamiento sensorial unimodal, y la de una auténtica amigdala basolateral

que era receptora de la informacion sensorial tras su procesamiento palial.

El procesamiento de la informacion del entorno antes de su llegada a la amigdala
basolateral supuso una gran ventaja adaptativa ya que permite a los animales reaccionar
de manera distinta a los estimulos con una configuraciéon similar pero con un valor
emocional diferente. Por poner un ejemplo ilustrador, una lombriz gruesa puede
constituir una fuente de alimento a perseguir por un insectivoro voraz, mientras que una
pequena serpiente puede ser una amenaza que se debe evitar. Discriminar los estimulos
derivados de ambos animales y aprender a reaccionar adecuadamente con prontitud
requiere de una elevada capacidad de procesamiento visual seguida de una evaluacion
emocional inmediata y una respuesta comportamental asociada. La ventaja de esta
capacidad hizo que la misma, fuera seleccionada y mejorada en las distintas lineas
evolutivas derivadas de los amniotas ancestrales. Esto dio lugar a un aumento en el
tamano y la complejidad del telencéfalo sensorial en todas las lineas evolutivas de

amniotas, fendmeno que parece haber ocurrido de manera independiente en cada linea.

En los reptiles teripsidos, que dieron lugar a los mamiferos actuales, el
procesamiento sensorial tuvo lugar principalmente en el palio dorsal, que evolucioné en
un isocortex sofisticado con 4reas sensoriales primarias y regiones asociativas complejas
que proporcionan una informacién altamente procesada a la amigdala. Por el contrario,
en los primeros saurdpsidos, la amigdala basolateral incipiente recibi¢ aferencias
convergentes desde el telencéfalo sensorial ventro y lateropalial, tal y como ocurre en los
reptiles (PDVR, Lanuza et al., 1998) y en las aves modernos (nidopalio caudolateral,
Metzger et al.,, 1998; Kroner y Guntiirkiin, 1999). La amigdala basolateral ancestral
también mostraria aferencias directas desde nucleos multimodales del tidlamo posterior,
como ocurre en reptiles (aferencias desde el tdlamo medial posteromedial (Lanuza et al.,
1998) y en aves (aferencias talamicas desde el tidlamo dorsolateral posterior y la region
periovoidal; Gamlin y Cohen, 1986; Wild, 1987; Durand et al., 1992). Muy
probablemente, en el amniota ancestral, esta aferencia talamica ya tendria un

componente rico en CGRP, tal y como ocurre en aves (Lanuza et al., 2000) y en reptiles

(Martinez-Garcia et al., 2002b).

157



Discusion General

Este patron de conexiones de la amigdala basolateral, con aferencias sensoriales
multimodales redundantes y con eferencias a regiones subpaliales que median respuestas
emocionales bésicas, constituye el sustrato neuroanatémico para el etiquetado emocional
de los estimulos recibidos mediante su asociacion con los previamente atractivos-
reforzantes o aversivos (que suscitan miedo o respuestas de evitacion). Este circuito
constituiria la maquinaria neural basica para la expresion y el aprendizaje emocional, el
cerebro emocional, que estaria ya probablemente presente en el telencéfalo del amniota

ancestral.

Estos descubrimientos, junto con otras numerosas evidencias anatomicas y
neuroquimicas, apoyan la necesidad de descartar la hipotesis del ‘cerebro triuno’ de
mamiferos propuesta por MacLean (1990). Seguin esta hipdtesis, el mamifero posee un
‘cerebro reptiliano’ fundamentalmente compuesto de un nucleo estriatal sobre el cual
crecieron sucesivamente capas limbicas, dando lugar al cerebro paleomamifero, y
neocorticales (cerebro neomamifero). En contra de esta hipotesis, los dos primeros
componentes considerados por MacLean en su propuesta sobre la secuencia evolutiva de

la filogenia del cerebro de mamiferos ya estaban presentes en los primeros amniotas.
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1)

2)

3)

4)

5)

Tanto en reptiles como en mamiferos, la amigdala incluye derivados del palio
lateral entre los que se distinguen regiones superficiales corticales (laminares) y
nucleos profundos. En los reptiles, el cortex amigdalino lateropalial esta formado
por la mayor parte del cortex lateral caudal, mientras que en mamiferos estd
constituido por el nucleo posterolateral cortical y por las areas de transicién con el
cortex piriforme. Por otro lado, la amigdala lateropalial profunda la componen el
nucleo dorsolateral amigdalino en reptiles y el nucleo basal y el 4rea de transicién

amigdalo-piriforme en mamiferos.

Las regiones amigdalinas del palio lateral cortical de reptiles y mamiferos
presentan proyecciones moderadas al nucleo accumbens y densas al tubérculo

olfativo e islotes de Calleja y proyecciones escasas al estriado dorsal.

Las porciones profundas del palio lateral presentan, tanto en reptiles como en
mamiferos, proyecciones bilaterales y masivas tanto al estriado ventral (incluyendo

el tubérculo olfativo) como al estriado dorsal.

La amigdala también incluye derivados del palio ventral, entre los que también se
distinguen regiones superficiales corticales y nucleos profundos. En reptiles el
palio ventral superficial estd compuesto por el nucleo del tracto olfativo lateral, la
amigdala ventral anterior y el nucleo esférico. En mamiferos, la amigdala
superficial ventropalial la conforman el nucleo del tracto olfativo lateral, y los
nucleos corticales anterior y posteromedial. Por su parte, la amigdala ventropalial
profunda incluye partes de la cresta dorsal ventricular posterior, la amigdala
lateral y el 4rea ventral posterior de los reptiles, y los nucleos lateral y basal

accesorio y la transicion amigdalo-hipocampica de los mamiferos.

Tanto en reptiles como en mamiferos, las principales proyecciones estriatales de la
amigdala cortical ventropalial se originan en el cortex vomeronasal, representado
por el nucleo esférico en los reptiles y el nucleo posteromedial cortical de los
mamiferos. En ambos casos, las proyecciones definen una porcién del estriado
ventral conocida como olfatoestriado en los reptiles, y que en los mamiferos esta
constituido por las porciones mediales del tubérculo olfativo y los islotes de

Calleja y puentes celulares estriatales adyacentes.
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6)

7)

8)

9)

10)

La amigdala ventropalial profunda presenta un patrén complejo de proyecciones
al estriado. La porcion dominada por estimulos vomeronasales (area amigdalo-
hipocampica en mamiferos, amigdala ventral posterior de reptiles) muestra
proyecciones al estriado similares al cértex vomeronasal. Por el contrario, la
amigdala lateral de mamiferos y las porciones de la PDVR de reptiles homologas a
la misma, presentan proyecciones restringidas a una regiéon central del estriado
ventral (el area central del nucleo accumbens en mamiferos) y al estriado dorsal
adyacente. Por ultimo, la amigdala basal accesoria de los mamiferos y su
homologo en los reptiles (amigdala lateral y partes de la PDVR) presentan

proyecciones amplias al estriado ventral y a parte del estriado dorsal.

Este esquema puede ser aplicable de forma consistente al telencéfalo de las aves,
permitiéndonos entender la organizacion de la amigdala palial aviar a pesar de la
desaparicién del sistema vomeronasal y la reduccion del olfativo. Esta estrategia
sugiere de forma convincente que la amigdala de las aves incluye no solo las
estructuras nombradas como amigdalinas en la nueva nomenclatura (nucleo
posterior de la amigdala palial, amigdala subpalial y ntcleo taeniae de la amigdala)
sino, ademas, todo el arcopalio con sus porciones latero y ventropaliales, parte del
nidopalio caudal y estructuras lateropaliales adyacentes como el area temporo-

parieto-occipital.

Los datos histoquimicos en reptiles, mamiferos y aves sobre la distribucion de
dopamina, del péptido relacionado con el gen de la calcitonina, de la vasopresina
y del factor de liberacién de la hormona corticotropa, avalan cabalmente esta
hipotesis de homologias. Ademas, los datos disponibles sobre las conexiones no
estriatales de la amigdala de mamiferos, aves y reptiles también concuerdan con

nuestra propuesta de homologias.

Considerados globalmente, todos estos datos indican que la amigdala ha
evolucionado de forma muy conservadora en la filogenia de los amniotas y que las
conexiones con el estriado se han mantenido sin apenas cambios en los distintos

grupos de amniotas.

Por todo ello, conviene abandonar la popular idea del ‘cerebro triuno’ propuesta

por Paul MacLean para entender el origen evolutivo del cerebro humano y de sus
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capacidades. El nucleo ancestral del telencéfalo que heredamos de los primeros
tetrapodos debia incluir, en todo caso, un cerebro emocional del que la amigdala

y sus proyecciones sobre el estriado constituyen elementos fundamentales.

11) A pesar de su evolucién conservadora, el cerebro emocional ha sufrido cambios
en la linea de los mamiferos, entre los que destaca la aparicién de una porcion del

cortex frontal (isocortex) con el circuito amigdalo-estriatal.
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