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RESUMEN

Los nucleos amigdalinos y el hipocampo son estructuras del I6bulo temporal que mantienen
conexiones reciprocas y estan involucradas en la formacién de la memoria emocional. La
amigdala medial forma parte del complejo amigdalino y participa en el miedo condicionado,
pero su participacion es solo parcialmente conocida. El objetivo de este trabajo fue determinar
los efectos del miedo condicionado sobre la conexién amigdala-hipocampo. Se utilizaron 15
ratas macho de la cepa Wistar divididas en 2 grupos (grupo control y grupo condicionado). El
grupo condicionado fue sometido a un condicionamiento aversivo que consistié en asociar un
choque eléctrico con un olor. Con la finalidad de determinar si existe un cambio en la
responsividad de esta conexién, ambos grupos fueron sometidos a registro unitario extracelular
del hipocampo, antes, durante y después de la estimulacién eléctrica de la amigdala. Los
resultados indicaron que la frecuencia neuronal del hipocampo fue mayor en el grupo
condicionado; en este grupo predominaron las células que no respondieron (62%) a la
estimulacion eléctrica de la amigdala, las cuales tuvieron una mayor tasa de disparo con
respecto al grupo control. En el grupo control predominaron las células que aumentaron su tasa
de disparo neuronal (84%) ante la estimulacién amigdalina, las cuales tuvieron una menor
frecuencia neuronal en el grupo condicionado con respecto al grupo control. Concluimos que el
condicionamiento aversivo gener6 una disminucion en la responsividad del circuito emocional
amigdala-hipocampo, en lo que podria ser una respuesta adaptativa que permite estrategias de
afrontamiento basadas en el aprendizaje.

INTRODUCCION

Las experiencias emocionales, sean placenteras o aversivas, activan estructuras cerebrales
que regulan la consolidacién de memorias, como la amigdala y el hipocampo. La amigdala
basolateral es una estructura del l6bulo temporal encargada de procesar reacciones
auténomas y conductuales en presencia de objetos o situaciones con un significado emocional
(McGaugh, 2004). Esta estructura tiene la capacidad de modular la memoria de eventos con
carga afectiva, ante situaciones o estimulos relevantes, a través sus conexiones con el
hipocampo, lo que en su conjunto permite la consolidacion de las memorias emocionales
(Richter-Levin y Akirav, 2003); entonces, existe una interaccion entre la amigdala y el
hipocampo, dado que la amigdala modula la codificacién y el almacenamiento de memorias
que dependen del hipocampo, mientras que éste Ultimo forma representaciones episodicas de
un evento determinado para asi poder influenciar a la amigdala a responder ante un estimulo
no novedoso. A pesar de que la funcién del nicleo basolateral de la amigdala se ha
relacionado mas con el miedo condicionado y la formacién de memorias aversivas, la evidencia
reciente la incluye en el circuito anatémico del miedo condicionado (Li et al., 2004). Asimismo,
al hipocampo se le ha relacionado con la respuesta condicionada, al permitir que ciertos
estimulos contextuales lleven a la evocacién de ciertas memorias relacionadas con la
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experiencia previa (Robbins et al., 2008). Por lo tanto, la amigdala y el hipocampo permiten la
generacién de memorias con una carga emocional (Phelps, 2004), pero su participacion en el
miedo condicionado como un circuito relacionado anatémicamente es soélo parcialmente
conocida.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos

Se utilizaron 15 ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad, con un peso de 300-350g,
mismas que fueron colocadas en cajas de acrilico transparente (45 x 33 x 30 cm) que contenia
aserrin. Las ratas se mantuvieron en un bioterio a temperatura ambiente (25 °C) y con un ciclo
de luz-oscuridad de 12 x 12 h (7:00 am a 7:00 pm). Todos los animales recibieron agua y
alimento ad limitum. Se sigui6é de forma estricta el Manual de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

Condicionamiento aversivo

Los animales fueron colocados en una caja de acrilico de 30 cm x 25 cm de base y 30 cm de
altura. La caja de acrilico, tuvo como piso una rejilla electrificada, las barras de la rejilla fueron
de acero inoxidable con un diametro de 0.5 cm y la separacién entre una y otra barra fue de 1.3
cm. El piso electrificado estuvo conectado a un estimulador (Grass instruments S44) acoplado
a una unidad de aislamiento (GRASS Instruments SIU5) y a una unidad de corriente constante
(GRASS Instruments CCUIA) para la aplicacién de choques eléctricos en las patas (0.6 mA,
corriente directa, 1 seg, 16 min, 10 choques aleatorios) (Philips y LeDoux, 1992). La caja de
acrilico fue colocada en el interior de una cdmara sonoamortiguada (56 cm de ancho, 46 cm de
alto y 40 cm de fondo) con un ventilador incluido que generd un ruido de fondo constante
(alrededor de 30 dB). Inicialmente cada rata fue introducida en la caja de prueba durante 16
min para que se familiarizara con la situacién (sesion de habituacién). Veinticuatro horas mas
tarde retorn6 a la caja de acrilico durante 16 min, para la sesién de impregnacion, esta vez las
rejillas del piso de la caja fueron rociadas con 2-heptanona (0.4 ml). La tercera sesién se
realiz6 48 horas después de la primera sesién; en esta sesion, el animal fue colocado en la
caja de acrilico donde recibié un condicionamiento aversivo hacia la 2-heptanona, es decir, la
caja fue nuevamente impregnada con 2-heptanona (igual que en la sesién anterior), pero en
esta ocasion las ratas recibieron simultdneamente choques eléctricos en las patas, durante 16
min. La caja de acrilico se limpié cuidadosamente después de cada sesién con solucion
dedorizante (0.5% de amoniaco, 15% de etanol, 10% de extran, 5% de isopropanol, 10% de
pinol y 59.5% de agua).

Estudio electrofisioldgico

Cirugia estereotaxica

Las ratas fueron anestesiadas con etil carbamato (uretano 1gr/kg i.p. SIGMA), anestesia que
no interfiere con la actividad neuronal (Contreras et al., 1991). Luego, se le fijé la cabeza a un
aparato estereotaxico (STOELTING), se realiz6 un corte en la piel para exponer el craneo y
visualizar la sutura de bregma, la cual fue el punto de referencia para localizar por medio de
coordenadas estereotaxicas el acceso al hipocampo (AP= -6; L= -3.9, H= -2 a -3) y el nlcleo de
la amigdala medial (AP= -3, L= -3, H= -9). Asimismo, se realizaron dos trépanos para poder
descender la micropipeta de vidrio y el electrodo de estimulacién, respectivamente en las zonas
antes mencionadas.

Registro unitario extracelular

Para detectar la actividad neuronal en el hipocampo, la micropipeta se conecté a un
preamplificador GRASS 7P511L, donde las sefales registradas fueron enviadas a un
amplificador 7P511K, después esta sefial se envi6 en paralelo a un osciloscopio Tektronix
TDS3052B (para su visualizacién) y a un estimulador GRASS S88 que convirtié la sefal en
pulsos cuadrados de amplitud y duracién constantes (4V, 0.6 ms) dirigidos a una interfase
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(CED MICRO 1401; Cambridge Electronic Desing) que transformé la senal analdgica en digital
para procesar estadisticamente los datos con el programa Spike2.

Estimulacion eléctrica

El electrodo de estimulacion colocado en el nicleo medial de la amigdala (-9 mm a partir de la
superficie de la corteza cerebral) estuvo acoplado a un estimulador (GRASS S48). La
estimulacion fue de 1 minuto (pulsos cuadrados de 1ms, 0.3 pulsos/seg, durante 1 min).

Control histolégico del estudio electrofisiologico

El sitio de registro fue marcado utilizando una bomba de corriente (DAGAN®) durante 20
minutos a través de la micropipeta. El sitio de estimulacion se marco dejando pasar corriente
directa a través del electrodo de estimulacién durante 30 segundos. Luego los animales fueron
perfundidos por via intracardiaca (ventriculo izquierdo) con 200 ml de solucién salina 0.9% y
después con 200 ml de formaldehido al 30%. Posteriormente, se extrajeron los cerebros y se
colocaron en 30 ml de formaldehido por 48 h. Luego, los cerebros fueron congelados (-20 °C) y
seccionados (40 micras) con un microtomo (Criostato Leica CN 1510S) y tenidos (técnica de
Nissl) para la verificacion histologica del sitio de registro.

Analisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico de ANOVA de 2 vias, teniendo como factor A, a los grupos
experimentales (control y condicionado) y como factor B, los periodos periesimulo (basal y
post-estimulo, un minuto cada uno). El analisis de datos se realiz6 empleando un analisis de
base 1000 ms. Se obtuvo el valor de la frecuencia de disparo de cada célula hipocampal
durante 20 estimulos aplicados a la amigdala medial. Esta forma de andlisis permiti6 identificar
algin cambio en alguna posible respuesta polisinaptica y determinar asi, la funcionalidad
polisinaptica de la conexién amigdalino-hipocampo en la forma de posdescargas, ya que se
analizaron 1000 ms antes y 1000 ms después de la estimulacion. Se utilizé el programa de
SigmaStat version 3.5 y sélo se aceptaron como diferencias significativas, aquellas que
alcanzaron p < 0.05. Los datos se representan como la media + el error estandar.

RESULTADOS

Se registré un total de 68 células, de las cuales 31 células fueron del grupo control y 37 del
grupo condicionado. El rango de profundidad de registro de los grupos fue de -3.6 mm a -3.4
mm por debajo de la corteza cerebral.

Estudio electrofisiologico del hipocampo: Frecuencia de disparo neuronal del
hipocampo.

El ANOVA de 2 vias indicé en el factor A diferencias significativas entre los grupos [F(1,132) =
16.48, p < 0.001]. El andlisis pos hoc Student-Newman-Keuls (SNK) indicé que la tasa de
disparo neuronal del grupo condicionado fue mayor en comparacién con la del grupo control.
En cuanto al factor periodo no existieron diferencias significativas en la actividad neuronal del
hipocampo posterior a la estimulacién al compararla con la frecuencia basal [F(1,132) = 0.001,
p = 0.97, NS]. La interaccion de los factores no fue significativa [F(1,132) = 0.05, p < 0.81, NS].

Clasificacion de células del hipocampo dependiendo del tipo de respuesta ante la
estimulacion eléctrica de la amigdala medial.

Se clasificaron a las células registradas del hipocampo por el tipo de respuesta ante la
estimulacion eléctrica del nacleo medial de la amigdala, siendo las células que aumentaron su
tasa de disparo ante la estimulacion eléctrica de la amigdala medial (células +) las mas
predominantes en el grupo control (células +, 84%; células &, 13%). Por el contrario, en el
grupo condicionado, el porcentaje se invirtié, dado que las células que no respondieron ante
dicha estimulacién (células @) fueron mas abundantes en comparaciéon con las células +
(células +, 28%; células &, 62%). El porcentaje de las células que no respondieron fue tan bajo
que impidi6 su analisis estadistico.
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Células + del hipocampo

EI ANOVA de 2 vias mostro diferencias significativas entre los grupos [F(1,70) = 5.22, p < 0.02].
El analisis pos hoc SNK indicé que la actividad neuronal de las células + del hipocampo en el
grupo condicionado fue menor en comparacién con el grupo control. Se encontraron diferencias
en el factor periestimulo [F(1,70) = 13.67, p < 0.001]. El analisis post hoc SNK, indicé que la
actividad neuronal del hipocampo fue mayor (p < 0.05) después de la estimulacion eléctrica de
la amigdala medial con respecto a la actividad neuronal previa al estimulo eléctrico, lo que es
atribuible al tipo de respuesta que tuvieron ante la estimulacion eléctrica. La interaccion no fue
significativa [F(1,70) = 0.27, p = 0.60, NS].

Células 9 del hipocampo
El ANOVA de 2 vias mostré diferencias significativas entre los grupos [F(1,50) = 5.08, p <
0.02]. El analisis pos hoc SNK indicé que en el grupo condicionado las neuronas @ tuvieron
una mayor actividad neuronal en comparacién con el grupo control. Como era de esperarse, en
el factor periestimulo no existieron diferencias significativas [F(1,50) = 0.10, p = 0.74, NS]. La
interaccion entre factores tampoco fue significativa [F(1,50) = 0.007, p = 0.93, NS].

DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos del miedo condicionado sobre la conexién
amigdala-hipocampo. Nuestros resultados demuestran que el condicionamiento aversivo
aumento la tasa de disparo neuronal del hipocampo, especificamente en células que no tienen
conexién con el nucleo medial de la amigdala (células &). Esto es consistente con otras
observaciones que han reportado que el estrés genera niveles elevados de corticosterona en
plasma (Dallman et al., 1987), ya que altos niveles de corticosterona alteran las propiedades de
las células hipocampales y aumentan la frecuencia de los potenciales posinapticos excitatorios
de las células piramidales CA1 y la probabilidad de liberacién de glutamato, por lo tanto, una
mayor excitabilidad neuronal (Karts et al., 2005; Olijslagers et al., 2008), o que también se
observa en las ratas condicionadas (estimulo auditivo asociado a choques), en las que
aumenta la excitabilidad de las sinapsis de las dendritas colaterales Schaffer de CA1 (Sacchetti
et al.,, 2001) y aumenta la tasa de disparo neuronal de células CA1 ante la presencia del
estimulo condicionado (Gilmartin y McEchron, 2005). Llama la atencion en nuestro estudio, que
en el grupo condicionado predominaran las células sin respuesta a la estimulacién amigdalina
(células @: 62%), lo que sugiere que estas neuronas estdn conectadas con otras estructuras,
tal vez nucleos amigdalinos relacionados con el circuito de aprendizaje asociativo (memoria
emocional) como el nucleo lateral y basolateral de la amigdala, directamente involucrados en el
miedo condicionado (LeDoux, 2000). De ser el caso, después del evento aversivo la via
amigdala basolateral-hipocampo predominé sobre la via amigdala medial-hipocampo, la cual
esta mayormente involucrada en memorias sociales y no de miedo, una hipétesis que tendra
que ser verificada. La tasa de disparo de las células + del grupo que fue sometido a un
condicionamiento aversivo fue menor a la del grupo control e inclusive hubo un decremento del
porcentaje de estas células en el grupo condicionado (28%) en comparacion con el del grupo
control (84%). Esto quiz& se deba a la participacion de la amigdala medial en varias conductas
sociales que dependen de sefales quimicas, como la conducta maternal, la agresiva y las
reproductivas, entre otras (Fleming et al., 1995; Ferguson et al., 2002), mas que con el miedo y
la ansiedad. Aun asi, es posible sugerir que las células + tuvieron una menor responsividad al
estimulo eléctrico, ya que los animales fueron sometidos a un condicionamiento aversivo, lo
cual que implica la formacién de memorias aversivas (LeDoux, 2000).

Dado que el condicionamiento aversivo gener6 una disminucién en la responsividad del circuito
emocional amigdala-hipocampo, concluimos que podria tratarse de la base funcional de la
elaboracién de una respuesta adaptativa, es decir, el origen de estrategias eficaces de
afrontamiento basadas en el aprendizaje y que conducen a la supervivencia del individuo, al
establecer comparaciones entre las experiencias vividas y las situaciones actuales, en un
contexto apoyado en la memoria emocional.
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