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Resumen'
Las! poblaciones! animales! están! constituidas! por! colecciones! de! individuos! que!

comparten! caracteres! que! definen! a! cada! especie.! Cada! individuo! presenta! variaciones! en!

dichos!caracteres!que! lo!hacen!único.!Los!caracteres!anatómicos! !están!sujetos!a! regulación!

génica,! epigenética! y! ambiental.! La! amígdala! basolateral! (AB)! es! una! estructura! anatómica!

que! subyace! a! la! conducta! de! temor! y! ansiedad.! Estudios! previos! han! encontrado! en! los!

árboles!dendríticos!de!neuronas!piramidales!y!estrelladas!de!la!AB!módulos!particularmente!

sensibles! a! situaciones! de! estrés! agudo! y! crónico.! Nosotros! hipotetizamos! que! es! en! éstos!

módulos!donde!encontraremos!mayor!variabilidad!en!los!árboles!dendríticos!de!neuronas!de!

la!AB!de!diferentes!animales!y!que!dicha!variabilidad!se!hará!patente!durante!el!desarrollo!de!

los!árboles!dendríticos.!Nuestros!datos!confirman!que!existe!un!módulo!hipervariable!en!el!

árbol!dendrítico!de!neuronas!de!la!AB!que!estudios!ya!existentes!relacionaron!con!diferentes!

respuestas!de!temor!y!ansiedad.!
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!

Abstract'
!
Any!group!of!animals! is!composed!by!a!collection!of! individuals!that!share!traits!that!define!

each! species.! Every! individual! presents! variations! in! this! traits! that! make! it! unique.!

Anatomical!traits!are!subject!to!genetic,!epigenetic!and!environmental!regulation.!Basolateral!

Amygdala! is! an! anatomical! structure! that! is! responsable! for! fear! and! anxiety! response.!

Previous! studies! have! found! in! dendritic! trees! of! pyramidal! and! stellate! neurons! from!

basolateral!amygdala!!a!unit!particularly!sensitive!to!accute!and!cronic!stress.!We!hipothesize!!

that! it! is! in!this!unit!where!we’ll! find!the!most!variability! in!dendritic!trees!of!neurons!from!

basolateral!amygdala!in!diferente!animals.!This!variability!will!be!patent!during!development!

of! dendritic! trees.!Our!data! confirms! the! existence! of! a! hyperSvariable! unit! in! the!dendritic!

tree! of! neurons! froma! basolateral! amygdala,! a! structure! that! previous! studies! have! related!

with!differential!fear!and!anxiety!response.!
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Introducción''
Un!problema!central!en!las!ciencias!de!la!vida!es!el!origen!de!la!individualidad!(i.e.,!la!

individuación!fenotípica)!en!organismos!animales.!Para!!quienes!han!tratado!de!establecer!las!

bases!sociobiológicas!y!evolutivas!de!la!individuación!conductual,!es!claro!que!las!poblaciones!

animales! están! constituidas! por! colecciones! de! individuos! que! si! bien! comparten!

características! conductuales! que! definen! a! cada! especie,! también! expresan! conductas!

matizadas,!por!la!experiencia!del!medio!ambiente,!que!los!hacen!únicos.!!

Anteriormente!se!pensaba!en!una!dicotomía!entre!la!información!genética!(Caspi!et!al.,!

2002! y! 2003)! y! la! influencia! del! medio! ambiente! sobre! los! procesos! de! individuación.! Sin!

embargo,!actualmente!existen!trabajos!que!favorecen!la!idea!que!la!individuación!resulta!de:!

1)! Un! proceso! de! lectura,! interpretación! e! integración! de! la! información! genética! y!

ambiental!por!parte!de!cada!organismo!en!desarrollo!(para!una!visión!similar!ver!Bendesky!et!

al.,! 2011).! Es! decir,! las! respuestas! conductuales! individuales! como! producto! de! la!

susceptibilidad, diferencial,! que! otorgan! conjuntos! de! genes,! ante! ambientes! favorables! y!

desfavorables!(Van!Ijzerdoon!et!al.,!2012,!Wurzman!et!al.,!2012).!

2)Procesos!de!plasticidad! fenotípica!generados!a! través!de!mecanismos!epigenéticos,!

asociados!a!cambios!en!los!patrones!de!expresión!de!los!genes!durante!el!desarrollo!(Skinner!

et!al.,!2008;!Oler!et!al.,!2010;Lajud!et!al.,!2011;!Schrey!et!al.,!2012)!todo!esto!bajo!la!influencia!

del!ambiente.!

Sin! embargo,! cabe! preguntarse! si! existe! una! interfaz! en! la! que! convergen! factores!

genéticos,!epigenéticos!y!ambientales!que!resultan!en!la!individuación.!La!primera!evidencia!

que! tenemos! de! diferencias! interSindividuales! suele! ser! la! conducta,! sin! embargo! existen!

sustratos! anatómicos! que! la! sustentan.! Éste! sustrato! anatómico! constituye! una! parte! de! la!

interfaz! que,! al! modificarse! durante! el! desarrollo,! individualiza! la! ulterior! expresión! de! la!

conducta!(ver!revisión!por!Van!der!Bergh!et!al.,!2005).!!!

!
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Antecedentes'
1.1#El#árbol#dendrítico#de#neuronas#de#AB#

Los! circuitos! neuronales! están! configurados! por! elementos! presinápticos,!

generalmente!fibras!aferentes,!y!postsinápticos,!frecuentemente!dendritas.!La!amígdala!forma!

parte! de! un! circuito! neural! que! incluye! a! la! corteza! prefrontal,! infralímbica,! hipocampo! y!

tálamo,! entre! otros.! Estos! circuitos! son! responsables,! en! gran! medida,! de! conductas! como!

temor,! ansiedad,! estrés! postStraumático,! depresión,! etc.! (Pare! &! Duvarci! 2012).! En! este!

sentido,! existen! estudios! que!muestran! que! la!modificación! del! número,! tipo! y! longitud! de!

espinas! dendríticas! y! dendritas! en! las! neuronas! del! hipocampo! en! la! amígdala! y! la! corteza!

prefrontal! es! susceptible! a! la! exposición! a! ambientes! estresantes! en! etapas! tempranas! o!

adultas!(Cook!et!al.,!2004;!Mitra!et!al.,!2005;!Radley!et!al.,!2006;!Vyas!et!al!2009,!también!ver!

revisiones! McEwen! et! al.,! 2012).! No! obstante! estos! resultados,! aún! no! es! claro! si! existen!

módulos! anatómicos! específicos! que! al! modificarse! conducen! a! la! individualización! de! la!

conducta!o!si!es!un!cambio!anatómico!global!de!la!configuración!de!los!circuitos!neuronales!el!

que!la!produce.!A!este!respecto,!recientemente!Mitra!et!al!(2009)!presentaron!datos!obtenidos!

en! ratas! seleccionadas! por! su! innata! respuesta! al! estrés.! En! este! estudio,! los! animales!

seleccionados!por!su!alta!respuesta!al!estrés,!que!fueron!sometidos!a!estrés!agudo!mostraron!

una!mayor! longitud!de! las!dendritas!entre! las!75!y!125!micras!desde!cuerpo!neuronal!en! la!

AB.!Paralelamente,!animales!transgénicos!con!aumentadas!respuestas!de!ansiedad,!muestran!

modificaciones!en!los!árboles!dendríticos! !en!rangos!similares!de!distancia!al!soma!en!la!AB!

(Camp!et!al.,!2012;!Knafo!et!al.,!2009!ver!también!Govindarajan!et!al.,!2006!).!!

Los! estudios! mencionados! anteriormente! consideran! únicamente! individuos! que!

presentan! conductas! extremas,! obviando! que! un! porcentaje! significativo! de! ! la! población!

muestra!respuestas!cercana!a!la!media!(Bush!et!al.,!2007)!por!lo!cual!es!importante!el!enfoque!

en!individuos!del!presente!trabajo.!

!

!

1.2#Neurotransmisores#
La!actividad!de!las!aferentes!glutamatérgicas!que!llegan!a!la!AB!son!moduladas,!aunque!

no!exclusivamente,!por!aferentes!dopaminérgicas!y!serotoninérgicas.!En!roedores,! las! fibras!

dopaminérgicas,!provenientes!del!área!tegmental!ventral,!contactan!a! las!neuronas!de! la!AB!

en! el! área! perisomática! (Brinley! Reed! et! al.,! 1999).! Se! ha! reportado! que! la! innervacion!

dopaminérgica! sustenta! la! ramificación! de! los! árboles! dendríticos! de! la! corteza! prefrontal!

(Serren!et!al.,!2005).!Por!otro!lado,!en!roedores,!las!dendritas!distales!de!las!neuronas!de!la!AB!
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también! reciben! inervación! serotoninérgica! ! proveniente! de! los! núcleos! del! rafé! dorsal! y!

juegan! un! papel! importante! del! estado! de! ánimo! y! de! la! ansiedad! (Muller! et! al.,! 2007),! así!

mismo,!existen!trabajos!que!muestran!que!modificaciones!en! la! innervación!serotoninérgica!

afecta! la! densidad! de! espinas! dendríticas! y! la! longitud! de! dendritas! de! neuronas! de! la! AB!

(Wellman!et!al.,!2007).!Ambos!neurotransmisores!tienen!efectos!tróficos!(Tosini!et!al.,!2012)!

por!lo!que!de!ser!liberados!por!las!aferentes,!podrían!ejercer!un!efecto!sobre!el!crecimiento!de!

los!arboles!dendríticos!de! las!neuronas!de! la!AB.! !Es!por! lo!anterior!que!resulta! importante!

considerar! la! densidad! de! las! aferentes! serotoninérgicas! ! y! dopaminérgicas! en! la! AB! como!

posible!agente!modulador!de!las!características!morfofuncionales!de!las!neuronas!de!la!AB.!

Con!base!en!lo!mencionado,!y!dadas!las!limitaciones!de!estudios!previos,!en!el!presente!

trabajo!se!intentó!identificar!parte!del!sustrato!anatómico!asociado!con!la!variación!individual!

de! la! expresión! de! las! conductas! de! temor! y! ansiedad,! utilizando! como!modelo! a! la!AB!del!

gato.! Exploramos! con! mayor! detalle! si! la! emergencia! ontogenética! de! las! diferencias!

interindividuales! de! la! expresión! del! temor! y! la! ansiedad! se! relacionan! con!modificaciones!

estructurales!individualizadas!de!compartimentos!precisos!del!árbol!dendrítico!neuronal.!!
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'

'

'

'

'

'

'

'

Hipótesis'
En! las! neuronas! de! la! amígdala! basolateral! existen! módulos! del! árbol! dendrítico!

particularmente! variables! entre! animales.! Estos! módulos! son! aquellos! que! han! sido!

identificados! como! aquellos! entre! las! 70S120! micras! de! distancia! al! soma.! Durante! el!

desarrollo,! a!medida! que! los! árboles! dendríticos! se! ramifiquen,! el!módulo! hipervariable! se!

hará!patente.!

Objetivos'
!

• Evaluar! si! existen! diferencias! en! la! configuración! del! árbol! dendrítico! de! gatos!
adultos!
!

• Evaluar!si!existen!cambios!en!el!tamaño!global!del!árbol!dendrítico!
!

• En!caso!de!encontrar!diferencias!en!la!configuración!del!árbol!dendrítico!en!gatos!
adultos,!evaluar!si!son!evidentes!a!lo!largo!del!desarrollo!
!

• Evaluar! si! existen! cambios! en! la! densidad! de! innervación! dopaminérgica! y!
serotoninérgica!a!lo!largo!del!desarrollo.!

!
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!

Materiales'y'Métodos'

!

Animales#

Para! el! desarrollo! de! este! estudio! se! utilizaron! gatos! domésticos! Felis, silvestris, catus,, el!

número!de!animales!utilizados!se!explica!en! la!Tabla!1.!Después!de!su!nacimiento! los!gatos!

fueron! mantenidos! en! una! colonia! ubicada! en! las! instalaciones! del! laboratorio! de! la! Dra.!

Robyn! Hudson,! en! el! Departamento! de! Biología! Celular! y! Fisiología,! Instituto! de!

Investigaciones! Biomédicas,! UNAM.! Durante! su! estancia,! los! gatos! fueron! alimentados! y!

tuvieron! acceso! a! agua! ad, libitum, hasta! el! día! de! sacrificio.! Los! procedimientos! fueron!

realizados!de!acuerdo!a! los! lineamientos!establecidos!por!el!código!de!ética!del! Instituto!de!

Investigaciones!Biomédicas,!UNAM.!!

Tabla!1!

Edad! Golgi! Inmunohistoquímica!

1!semana! n=4! n=3!

4!semanas! n=3! n=3!

8!semanas! n=3! n=3!

16!semanas! n=6! n=3!

!

El#modelo#de#gato#

A! pesar! de! que! el! modelo! animal! más! utilizado! en! estudios! sobre! anatomía! y! función! de!

amígdala!es!el!murino,!ésta!estructura!y!las!conductas!derivadas!de!su!funcionamiento!se!han!

conservado! a! lo! largo! del! proceso! evolutivo,! por! lo! que! utilizar! al! gato! como! modelo!

experimental!aportaría!información!en!ese!sentido!(Pabba!et!al.,!2013).!Por!otro!lado,!existen!

trabajos! que! evidencian!marcadas! diferencias!morfofuncionales! en! el! cerebro! de! diferentes!

gatos,!particularmente!en!la!representación!corporal!en!corteza!somatosensorial!(Myasnikov!

et! al.,! 1997)!y! se!ha!observado!que!el! gato!presenta!aspectos! conductuales!mesurables!que!

caracterizan!a!cada!individuo!(Feaver!et!al.,!1986).!En!los!gatos,!al!igual!que!otros!mamíferos,!

la!integración!de!la!información!sensorial!!presenta!un!desarrollo!apresurado!en!los!días!postS

natales! (Bengoetxea! et! al.,! 2012)! y! las! primeras! 12! semanas! de! vida! son! cruciales! para!

desarrollar!respuestas!de!aversión!(Wilson!et!al.,!1965).!Lo!anterior!hace!del!gato!un!modelo!
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ideal! para! explorar! el! desarrollo! de! diferencias! interSindividuales! en! el! sustrato! biológico!

responsable!de!la!respuesta!de!temor!y!ansiedad.,

!

Obtención#de#las#muestras#y#procesamiento#histológico#

a),Impregnación,Golgi:Cox,

Animales! de! 1,! 4,! 8! y! 16! semanas! de! edad! fueron! anestesiados! con! pentobarbital! sódico!

(45mg/Kg! de! peso)! y! decapitados! rápidamente.! Los! cerebros! fueron! entonces! obtenidos! y!

cortados!para!obtener!fragmentos!de!la!amígdala!que!se!sumergieron!durante!12!días!en!una!

solución!!compuesta!por!cromato!de!potasio,!dicromato!de!potasio!y!cloruro!de!mercurio!de!

acuerdo! a! las! instrucciones! del! proveedor! (FD! Rapid! GolgiStainTM!Kit! Neurotechnologies).!

Posteriormente! se! obtuvieron! cortes! coronales! de! 120µm! de! grosor! con! la! ayuda! de! un!

vibratomo.! Los! cortes! fueron! impregnados! revelados,! fijados! y!montados! de! acuerdo! a! las!

instrucciones!del!proveedor.!!

!

b),Inmunohistoquímica,

Animales!de!1,!4,!8!y!16!semanas!de!edad!fueron!anestesiados!con!pentobarbital!sódico!una!

dosis!de!45mg/kg!de!peso.!Se!perfundieron!con!150!o!300!ml!de!solución!salina!(NaCl!1M)!

dependiendo!el!peso,!y!posteriormente!con!150!o!300!ml!de!paraformaldehído!al!4%!en!

buffer!de!fosfatos!(PB)!0.1M!fosfato!monobásico!y!0.1M!de!fosfato!dibásico.!Sus!cerebros!

fueron!extraídos!y!postS!fijados!con!paraformaldehído!al!4%!en!PB!por!2!horas!y!

posteriormente!se!incluyeron!en!sacarosa!al!30%!por!96!horas!a!4°C.!Se!congelaron!

rápidamente!y!se!almacenaron!a!S80°C!hasta!su!utilización.!Con!ayuda!de!un!criostato,!se!

obtuvieron!cortes!seriados!de!50µm!de!grosor.!Únicamente!se!seleccionó!la!región!que!abarca!

el!complejo!amigdalino,!y!se!obtuvieron!!aproximadamente!90S110!cortes!por!hemisferio!

cerebral.!Los!cortes!se!almacenaron!en!solución!crioprotectora!(25%!etilenglicol,!25%!

glicerol,!50%!PB).!Se!seleccionó!uno!de!cada!10!cortes!para!hacer!la!identificación!de!fibras.!

Los!cortes!seleccionados!se!mantuvieron!por!16!hrs!en!PFA!4%!a!4°C!sin!agitación,!se!

incubaron!a!70°C!en!buffer!de!citratos!de!acuerdo!a!las!instrucciones!del!proveedor!

(Inmuno/DNA!retriever!with!citrate!ref.!BSB0020!Bio!SB),!y!por!10!minutos!en!peróxido!de!

hidrógeno!al!3%!en!PBS.!Los!cortes!se!incubaron!con!el!anticuerpo!policlonal!de!borrego!

contra!tirosina!hidroxilasa!(TH)!(1:1000!Millipore!Cat.!#!AB1542,!Lote!#LV!1583392)!!

durante!168!horas!a!4°C,!o!con!el!anticuerpo!primario!policlonal!de!conejo!contra!el!



! 9!

transportador!de!serotonina!(SERT)!(1:1500!InmunoStar!Cat.!#24330)!durante!72!horas!a!

4°C!con!agitación!constante.!Posteriormente!los!cortes!se!lavaron!en!3!ocasiones,!cada!una!de!

10!minutos!con!PB!y!tritón!al!0.5%.!Se!incubaron!2!horas!a!temperatura!ambiente!en!agitación!

con!el!anticuerpo!secundario!de!oveja!conjugado!a!biotina!(1:1000!donkey!anti!sheep!

Chemicon!#Ap184B)!o!de!conejo!conjugado!a!biotina!(1:1000!donkey!anti!rabbit!Chemicon!

#Ap182!B).!Se!lavaron!tres!veces!por!15!minutos!con!PB!y!se!incubaron!una!hora!a!

temperatura!ambiente!con!el!complejo!avidinaSperoxidasa!de!acuerdo!a!las!instrucciones!del!

proveedor!(ABC!kit,!Vector!Laboratories).!La!actividad!de!la!enzima!peroxidasa!se!reveló!

utilizando!3,!3Sdiaminobencidina!como!cromógeno!y!cloruro!de!níquel!y!cobalto!como!

intensificadores!de!la!reacción,!de!acuerdo!a!las!instrucciones!del!proveedor!(Peroxidase!

staining!kit;!Vector!Laboratories).!La!reacción!de!peroxidasa!se!detuvo!lavando!con!PB.!

Finalmente!los!cortes!se!colocaron!sobre!portaobjetos!cubiertos!con!gelatina!y!se!montaron!

con!Cytoseal!60!(RichardSAllan!Scientific)!

!

Análisis#de#las#muestras#histológicas#y#cromatográficas#

a),Morfometría,Neuronal,

Las! poblaciones! neuronales! de! la! AB! son! heterogéneas,! son! constituidas! por! neuronas!

piramidales,! estelares! e! interneuronas! peptidérgicas! y! GABAérgicas.! Enfocamos! nuestro!

estudio! a! las! piramidales! que! agrupan! a! 85%! de! la! población! neuronal! total! de! la! AB!

(McDonald!et!al!1992).!Con!ayuda!del!Atlas!de!cerebro!de!gato!seleccionamos!las!rebanadas!

que! se! encontraran! a! 12mm! del! punto! cero! estereotáxico.! En! la! figura! 1! se! observa! la!

amígdala!lateral!(La)!y!la!amígdala!basolateral!(Bla)!que!fueron!las!áreas!consideradas!como!

la! AB! en! este! estudio.! Con! ayuda! de! un! microscopio! Nikon! Optiphot! y! del! software!

Neurolucida! (MicroBrightfield),! se! seleccionaron! neuronas! estrelladas! y! piramidales,! cuyos!

árboles!dendríticos!no!estuviesen!interrumpidos!(ver!Figura!4).!Se!hicieron!trazados!digitales!

de!10!neuronas!por!animal.!Se!obtuvieron!las!longitudes!de!cada!rama!y!se!promediaron!las!

del!mismo!orden.!Se!consideraron!dendritas!de!primer!orden!aquellas!que!emergen!del!soma,!

las!de!segundo!orden!aquellas!que!emergen!de! las!de!primer!orden,!y!así!sucesivamente.!El!

análisis!de!Scholl!consiste!en!el!trazado!de!esferas!concéntricas!al!soma,!con!un!diámetro!de!

10!micras!de!diferencia!(ver!Figura!3G).!También!se!evaluó!la!longitud!total!de!dendritas!que!

se!encuentran!entre!esferas!(ver!figura!5).!

!
,
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,
,

,

Figura! 1.! Esquema! representativo! de! la! amígdala! basolateral! de! gato.! Tomado! de!
Topographischer!Hirnatlas!der!Katze!(Atlas!topográfico!de!cerebro!de!gato)!realizado!por!el!
Departamento! de! Anatomía! de! la! Facultad! de! Medicina! del! Estudio! General! de! Navarra,!
Pamplona,! España.! 1961.! Señalado! con! el! círculo! negro! se! observan! la! Amígdala! Basal! y!
Lateral.!
,

,

,

,

,

,

,

,

,

,

,
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,

,

,

b),Densidad,de,inervación,serotoninérgica,o,dopaminérgica,

Las!preparaciones!se!observaron!al!microscopio!y!se!delimitó!únicamente!la!amígdala!

basolateral.!La!cuantificación!de!fibras!se!realizó!en!el!microscopio!Olympus!BX51!WI!a!un!

aumento!de!60x!y!con!ayuda!del!programa!StereoInvestigator.!El!principio!de!este!método!

consiste!en!que!el!volumen!de!un!objeto!puede!ser!obtenido!considerando!el!área!de!cada!una!

de!las!rebanadas!seleccionadas.!La!estimación!de!la!longitud!de!las!fibras!se!lleva!a!cabo!de!la!

siguiente!manera:!

1) Se!trazó!la!extensión!total!de!la!AB!en!cada!una!de!las!rebanadas,!desde!la!región!más!

rostral!hasta!la!caudal,!con!ayuda!del!Atlas!estereotáxico!de!gato.!

2) Se!trazó!una!cuadrícula!de!muestreo!de!X=!800µm!y!Y=!800µm!sobre!el!área!

seleccionada.!

3) En!cada!vértice!de!dicha!cuadrícula,!se!delineó!una!semiSesfera!con!radio!de!20µm;!y!

zona!de!guarda!de!5%!del!tejido.!Con!un!aumento!de!60x!se!identificaron!las!fibras!

positivas!que!intersectan!la!semiSesfera!ya!mencionada.!

4) Se!muestreó!un!promedio!de!120!sitios!(semiesferas)!por!animal.!

!
!
!
Figura!2.!Esquema!de!flujo!en!donde!se!ejemplifica!el!método!utilizado!para!la!cuantificación!
de!fibras!TH+!y!SERT+.!En!el!dibujo!de!la!izquierda,!se!observa!un!corte!coronal!a!la!altura!de!
12mm!a!partir!del!0!estereotáxico!de!gato.!Con!un!aumento!de!10x!se!traza!el!área!total!de!la!
amígdala.!Posteriormente!sobre!esta!imagen!se!determina!una!cuadrícula.!En!cada!vértice!de!
dicha!cuadrícula!!se!seleccionará!una!hemiesfera.!!
!
!
!
!



! 12!

Resultados#

!

La!organización!y!composición!de!los!arboles!dendríticos!de!las!neuronas!de!amígdala!

basolateral!varía!notablemente!entre!!gatos!de!4!meses!de!edad.!

En! términos! generales,! el! árbol! dendrítico! de! las! neuronas! de! la! AB! de! los! gatos!

estudiados!a!las!16!semanas!de!edad!posee!un!estructura!conformada!por!dendritas!que!van!

desde! el! primero! hasta! el! decimoprimer! orden! (Figura! 3).! Aunque! ejemplos! de! dendritas!

pertenecientes!a!todos!los!órdenes!se!observan!en!una!distancia!que!va!desde!las!0!las!410µm!

lineales! desde! el! soma,! las! dendritas! consideradas! de! primer! a! tercer! orden! son! las! más!

frecuentes!en!distancias!cercanas!al!soma,!mientras!que!aquellas!clasificadas!como!de!orden!

cuarto!y!mayores!aumentan!en!frecuencia!conforme!el!árbol!se!aleja!del!soma.!!

La! excepción! a! esta! última! generalización! la! constituyen! las! dendritas! de! décimo! y!

onceavo! órdenes,! las! cuales! derivan! de! ramas! cortas! profusamente! ramificadas!

pertenecientes!a!órdenes! inferiores.!Estos!datos! sugieren!que! los!arboles!dendríticos!de! las!

neuronas!de!la!AB!se!configuran!siguiendo!dos!principios.!Si!se!ramifican!profusamente!darán!

origen! a! ramas! cortas! de! órdenes! crecientes! que! conducirán! a! arboles! dendríticos!

“compactos”.!Si! !por!el!contrario,!se!ramifican!poco!darán!origen!a!ramas! largas!de!órdenes!

menores!que!conducirán!a!arboles!dendríticos!“extendidos”.!!! !

!
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!
!
!
!
Figura! 3! Cada! gráfico! (ASF)! representa! un! animal! de! 16! semanas! de! edad.! Se! observan! los! promedios! de! 10!
neuronas!por!animal.!El!eje!de!las!abscisas!expresa!las!regiones!evaluadas!en!las!áreas!concéntricas!al!soma.!Por!
lo!que! la!distancia!señalada!como!10!corresponde!al!espacio!comprendido!entre! la!esfera!con!diámetro!0µm!y!
aquella!con!diámetro!de!10µm!y!así!sucesivamente.!El!eje!de!la!ordenada!representa!el!componente!porcentual!
de! ramas! dendríticas! de! neuronas! de! amígdala! basolateral! por! orden! de! rama.! Se! consideraron! dendritas! de!
primer! orden! aquellas! que! emergen! del! soma,! las! de! segundo! orden! aquellas! que! emergen! de! las! de! primer!
orden,!y!así!sucesivamente.!El!orden!de! las!ramas!está! indicado!por!el!código!de!color.!G)!Se!trazaron!círculos!
concéntricos!alrededor!del!soma,!con!diámetros!de!10µm!de!diferencia,!se!contabilizó!la!longitud!total!de!ramas!
que! se! encontraron! entre! los! círculos! (área! gris)! y! se! obtuvo! el! porcentaje! de! ésa! longitud! de! ramas! que!
corresponden!al!primero,!segundo,!etc.,!orden,!y!así!sucesivamente!para!cada!círculo.!

!
No!obstante!la!descripción!general!dada,!el!análisis!individualizado!de!las!poblaciones!

de!neuronas!por!gato!de!la!AB!estudiadas!por!gato!muestra!diferencias!individuales!notables!
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en! la! constitución! y! organización! de! los! arboles! dendríticos! (Figura! 3).! ! En! promedio! los!

árboles! dendríticos! extendidos! de! las! neuronas! del! gato! E! se! observan! construidos!

preferentemente! por! dendritas! de! primero! y! segundo! orden! (Fig.! 4! A).! En! contraste,! los!

árboles!dendríticos!de!los!gatos!A,!B!y!F!(Fig.!4!B)!son!extensos!y!muy!ramificados,!dado!que!

están! construidos!preferentemente!por!dendritas! de! tercero! a! octavo!orden.! Es! interesante!

destacar! que! los! arboles! dendríticos! compactos! de! los! gatos! C! y! D! están! construidos!

preferentemente!por!dendritas!de!primer!a!séptimo!orden!aunque!ambos!muestran!dendritas!

de!mayor!orden.!!

Finalmente,!si!se!observa!cuidadosamente!la!distribución!del!porcentaje!de!ramas!de!distinto!

orden!en!función!de!la!distancia!desde!el!soma!se!notará!que!independientemente!del!grado!

de!extensión!del!árbol,!esta!distribución!porcentual!varía!notablemente!entre!los!individuos.!

La! variación! interindividual! referida! es! sistemática! en! cualquier! segmento! del! árbol,! por! lo!

que!no!se!restringe!a!la!dendritas!de!primero!y!segundo!orden.!

!

!
Figura!4.!Fotomicrografías!de!neuronas!piramidales!de!amígdala!basolateral!teñidas!mediante!la!técnica!GolgiS
Cox!piramidal!de!gatos!de!16!semanas!de!edad.!(A)!Neurona!con!un!árbol!dendrítico!extendido!y!(B)!compacto.!
Las!barras!indican!50µm.!
!
Los!arboles!dendríticos!de!las!neuronas!de!la!AB!presentan!un!módulo!anatómico!en!el!
que!se!acentúa!la!variación!interindividual.!

!
Con!base!en! la!medición!de! la! longitud! total!próximoSdistal!de! las! ramas!dendríticas!

por! segmentos! de! 10µm! desde! su! origen! en! la! zona! periSsomática! neuronal,! notamos! la!

existencia! de! tres! módulos! cuya! presencia! es! constante! entre! los! gatos! estudiados! a! 16!

semanas!de!edad!(Figura!5D).!Los!módulos!“hipovariables”!proximal!y!distal!ubicados!entre!

las!≈0! y! 50µm! y! a! partir! de! las!≈200µm!del! soma,! respectivamente,!mostraron! segmentos!

dendríticos! cuya! longitud! total,! independientemente! del! orden!dendrítico,! fue! similar! entre!
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los!gatos!evaluados.!En!contraste,!el!análisis!mediante!ANOVA!de!una!vía!indicó!que!existe!un!

módulo!“hipervariable”!intermedio!ubicado!entre!las!≈70!y!las!200µm!desde!el!soma,!mostró!

diferencias!notables!entre!animales!de!la!misma!edad!(ver!Fig.!5!A,B,C!y!D!p<0.05!entre!todos!

los! animales).! ! Es! importante! destacar! que! no! obstante! la! existencia! de! estos! módulos! la!

distribución! de! la! longitud! total! de! los! segmentos! dendríticos! con! relación! a! ! la! distancia!

desde!el!soma!fue!similar!en!todos!los!gatos!evaluados!

!

!

El! módulo! anatómico! hipervariable! intermedio! de! los! arboles! dendríticos! de! las!

neuronas!de!la!AB!está!presente!desde!la!primera!semana!de!vida.!!

Debido! a! que! el! parámetro! de! la! longitud! dendrítica! total! por! segmentos! de! 10µm!y! no! la!

composición!porcentual!del!árbol!dendrítico!con!base!en!los!órdenes!dendríticos!pareció!un!

criterio!más!sensible!para!detectar!constancias!y!variaciones!entre!los!gatos!de!16!semanas,!

decidimos! evaluar! si! la! composición!modular!del! árbol! dendrítico!de! las!neuronas! la!AB! se!

adquiría! progresivamente! durante! el! desarrollo! postnatal,! utilizando! el! primero! de! los!

parámetros!mencionados! como! referente.! De! acuerdo! a! esto,! la! figura! 5!muestra! los! datos!

obtenidos! para! el! parámetro! de! la! longitud! dendrítica! total! por! segmentos! de! 10µm! en!

animales!de!1,4,8!y!16!semanas!de!vida.!!

!

Nótese!que!!los!perfiles!de!las!curvas!son!muy!parecidos!al!comparar!gatos!en!el!mismo!

grupo! de! edad! o! entre! distintas! edades.! Así,! estos! datos! sugieren! que! tanto! los! módulos!

proximal!y!distal!hipovariables,!como!el! intermedio!hipervariable!están!presentes!desde! los!

primeros! días! del! desarrollo! postnatal.! De! forma! interesante,! la! extensión! relativa! de! los!

módulos!es!similar!en!todos!los!grupos!de!edad,!con!excepción!hecha!de!los!gatos!que!tienen!

una!semana!de!!vida!en!los!que!la!extensión!del!módulo!intermedio!es!más!corta!con!relación!

a! la!observada!en!gatos!de!mayor!edad! (Fig.!5A).!Cabe!mencionar!que! la!variabilidad!entre!

neuronas!del!mismo!animal!se!ve!acentuada!a!las!16!semanas!de!edad!(test!Bartlett,!varianzas!

diferentes!en!los!rangos!que!van!de!las!100S140µm!de!distancia!del!soma).!

Así,! la! composición! de! todos! los! módulos! cambia! conforme! el! desarrollo! postnatal!

avanza! al! menos! hasta! alcanzar! la! cuarta! semana! de! vida! (Figuras! 5! y! 6).! De! esta! forma,!

debido! a! que! la! composición! del! módulo! hipervariable! intermedio! cambia! con! el! tiempo,!

resulta! imposible!adscribir!a!uno!o!a!algunos!elementos!del!árbol!dendrítico! la!variabilidad!

individual! (e.g.,! dendritas! primarias! y! secundarias).! En! otras! palabras,! la! variabilidad!
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individual!debe!estar!distribuida!entre!todos!los!segmentos!dendríticos!ubicados!en!el!módulo!

hipervariable!del!árbol,!independientemente!del!orden!de!las!dendritas!que!lo!conformen.!

!

La! densidad! de! fibras! dopaminérgicas! y! serotoninérgicas! se! mantiene! constante!

durante!el!desarrollo.!

!

La! innervación!de! fibras!dopaminérgicas!y!serotoninérgicas!en! la!AB!de!diferentes!gatos!de!

una!semana!de!vida!muestra!una!alta!variabilidad!(Fig!7!A).!Entre!el!primer!y!cuarto!mes!de!

vida!de!los!gatos!la!densidad!de!fibras!SERT+!y!TH+!se!mantiene!alrededor!de!las!2µm/µm3,!

aunque! la! variabilidad! entre! los! animales! disminuye! (ver! Figura! 8).! Cabe! destacar! que,!

aunque!la!densidad!de!fibras!se!mantiene!constante,!el!tamaño!de!la!amígdala!cuadruplica!su!

tamaño!en!los!primeros!16!semanas!de!vida!(Fig.!7!B)!

!
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!
Figura!5.!El!módulo!anatómico!hipervariable!intermedio!de!los!árboles!dendríticos!de!las!neuronas!de!la!
AB.!Cada!serie!de!puntos!representa!un!animal!diferente!de! la!misma!edad.!Cada!punto!representa! la! longitud!
total! de! ramas! dendríticas! por! cada! región! de! círculos! concéntricos! de! 10! micras! de! diferencia.! Las! barras!
expresan!el!error!estándar!en!10!neuronas!por!animal.!El!eje!de!las!abscisas!indica!las!regiones!evaluadas!en!las!
regiones!!concéntricas!al!soma!con!diámetros!de!10µm!de!diferencia.!El!eje!de!la!ordenada!representa!la!longitud!
total!de!ramas!dendríticas!por!cada!región!(µm).!El!área!sombreada!es!el!módulo!hipervariable.!(A)!Animales!de!
una!semana!de!edad!(n=4),!el!área!hipervariable!está!señalada!entre!las!40S100µm.!(B)!Animales!de!4!semanas!
de!edad!(n=3)!el!área!hipervariable!se!señala!entre!las!70S200µm!(C)!Animales!de!8!semanas!de!edad!(n=3)!el!
área!hipervariable!se!señala!entre! las!70S100µm!(D)16!semanas!de!edad!(n=6)!el!área!hipervariable!se!señala!
entre!las!70S120µm!(*!P<0.05!ANOVA!en!las!secciones!señaladas!entre!animales!de!la!misma!edad).!
!

!
!
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!
!
!
Figura!6.!Longitud!del!total!del!árbol!dendrítico!de!neuronas!de!la!AB!en!animales!de!1,4,8!y!16!semanas!de!edad!
(*P<0.05!entre!1era!semana!y!8!y!16!semanas!de!edad!KruskallSWallis).!

!
Figura! 7.! (A)! Densidad! de! fibras,! por! unidad! de! volumen,! marcadas! positivamente! para! SERT! o! TH! en! la!
amígdala! basolateral! de! animales! de! 1,! 4,! 8! y! 16! semanas! de! edad.! (B)Área! de! amígdala! muestreada! en! 3!
animales!por!edad.!Se!muestran!animales!de!1,!4,!8!y!16!semanas!de!edad!,!las!medias!de!animales!de!1!semana!
son!diferentes!a!las!de!8!y!16!semanas!de!edad(*P<0.05!ANOVA).!
!
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!
Figura! 8.!Fotomicrografías! representativas!de! las! fibras!de! la!AB!de!animales!de!1! semana!de!vida.! (A)Fibras!
positivas!para!TH.!(B)!Fibras!positivas!para!SERT.!La!barra!oscura!indica!50µm.! ! ! ! !
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Discusión'
!

Uno!de!los!problemas!centrales!en!las!biociencias!es!la!individuación!de!la!conducta!

animal.!Al!respecto,!se!cree!que!la!individuación!conductual!emerge!a!partir!de!un!sustrato!

anatómico!que!presenta!plasticidad.!Este!sustrato!es!individualizado!a!través!de!un!proceso!

de!interacción!entre!el!genoma!y!el!medio!ambiente!pre!y!postnatal!(Balazsi!et!al.,!2011).!!

Morfología!

!Existen!trabajos!que!documentan!asociaciones!entre!la!reorganización!de!la!

arquitectura!dendrítica!y!sináptica!que!ocurre!en!respuesta!a!la!exposición!de!los!animales!a!

estrés!(Mitra!et!al!2009,!Vyas!et!al!2002,!Camp!et!al!2012),!modificando!subsecuentemente!la!

expresión!de!la!conducta!evaluada.!Sin!embargo,!existe!poca!evidencia!empírica!que!apoye!la!

relación!entre!las!variaciones!individuales!del!sustrato!anatómico!y!de!la!conducta!en!

animales!en!desarrollo,!no!sometidos!a!manipulaciones!experimentales!de!ninguna!índole.!!Es!

en!respuesta!a!este!déficit!que!el!presente!trabajo!cobra!importancia.!Nosotros!estudiamos!la!

variabilidad!individual!de!la!estructura!del!árbol!dendrítico!de!las!neuronas!de!!la!AB!en!crías!

de!gato!en!la!primera,!cuarta,!octava!y!decimosexta!semana!de!edad.!Nuestras!observaciones!

sugieren!que!si!bien!los!arboles!dendríticos!incrementan!su!complejidad!con!la!edad!en!todos!

los!gatos,!existe!una!región!del!árbol!que!es!particularmente!variable!entre!los!individuos.!

Dicha!región,!definida!por!nosotros!como!el!módulo!hipervariable,!va!de!las!70S200µm!de!

distancia!desde!el!soma.!Es!en!este!módulo!en!el!!que!existen!diferencias!notables!en!la!

longitud!de!los!segmentos!dendríticos!que!lo!conforman!al!comparar!entre!gatos.!Dichas!

diferencias!se!atenúan!considerablemente!en!regiones!proximales!y!distales!de!los!árboles.!!

Cabe!mencionar!que!la!variabilidad!entre!las!neuronas!de!un!mismo!individuo!aumenta!

considerablemente!a!las!16!semanas!de!edad,!dado!que!seleccionamos!neuronas!de!regiones!

equivalentes!entre!animales,!es!posible!que!tal!variabilidad!se!deba!a!que!los!árboles!

presentan!árboles!dendríticos!asimétricos!(es!decir!que!dos!ramas!secundarias!tienen!

diferentes!longitudes)!resultado!del!proceso!de!eliminación/producción!ya!mencionado.!!Para!

resolver!si!existen!diferentes!poblaciones!neuronales!en!neuronas!piramidales!y!estrelladas!

de!la!AB!sólo!podríamos!identificarlas!evaluando!su!actividad!mediante!técnicas!

electrofisiológicas.!De!esta!forma,!nuestros!datos!apoyan!la!existencia!de!un!sustrato!

anatómico!diferenciado!entre!individuos.!Adicionalmente,!las!observaciones!obtenidas!

apoyan!la!noción!de!que!dicho!sustrato,!a!nivel!dendrítico!en!la!neuronas!de!la!AB,!está!
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organizado!!modularmente!en!zonas!de!alta!variación!y!en!aquellas!con!baja!variación!

interindividual.!!

!

Desarrollo!

En!este!trabajo!también!exploramos!la!emergencia!de!la!individualidad!durante!el!

desarrollo!y!un!resultado!interesante!es!!que!el!módulo!dendrítico!hipervariable!está!presente!

desde!la!primera!semana!de!vida,!aunque!!su!localización!varía!conforme!el!árbol!dendrítico!

crece.!!Este!hecho!sugiere!que!el!módulo!hipervariable!se!establece!durante!etapas!prenatales!

y/o!se!desarrolla!rápidamente.!Observaciones!publicadas!por!otro!autores!!apoyan!la!

posibilidad!de!que!una!fracción!importante!del!árbol!dendrítico!proximal!sea!generado!

prenatalmente!mediante!mecanismos!de!autoSensamblaje!independientes!de!la!actividad!

neuronal!provocada!(e.g.,!Sadun!et!al.,!1978,!Calvet!et!al.,!1985;!Ramoa!1988).!Adicionalmente,!

debido!a!que!la!expresión!de!la!conducta!inicia!prenatalmente!(e.g.,!Kleven!et!al.,!2009)!!no!

sería!raro!que!la!individuación!de!la!misma!y!del!sustrato!anatómico!que!la!pudiese!sustentar!

se!originase!también!prenatalmente!en!respuesta!a!factores!gestacionales,!como!estrés!o!

ansiedad!materna,!mediante!mecanismos!epigenéticos!(para!revisión!ver!Monk!et!al.,!2012!y!

Canli!et!al.,!2006).!Estudios!posteriores!deberán!evaluar!la!ontogenia!de!los!árboles!

dendríticos!de!las!neuronas!de!la!AB!al!nacimiento!e!incluso!en!etapas!postnatales!tempranas,!

para!verificar!la!existencia!de!diferencias!interindividuales!prenatales!y!perinatales.!!!

El!módulo!dendrítico!hipervariable!en!las!neuronas!de!la!AB!está!constituido!por!ramas!

dendríticas!de!distintos!órdenes!aunque!exista!un!cierto!predominio!de!las!ramas!de!menor!

orden!particularmente!de!aquellas!consideradas!entre!el!primero!y!quinto!órdenes!(ver!figura!

3).!Esto!significa!que!las!diferencias!individuales!de!este!módulo!se!originan!con!base!en!la!

modificación!de!todo!el!árbol!dendrítico!ubicado!a!cierta!distancia!del!cuerpo!(ver!también!

Adamec!2009,!2012).!

Una!de!las!teorías!dominantes!en!la!neurobiología!del!desarrollo!aduce!que!durante!el!

desarrollo!postnatal!temprano!las!conexiones!en!diversas!zonas!cerebrales!son!producidas!en!

números!que!exceden!las!necesarias!para!lograr!un!funcionamiento!óptimo.!Esta!situación!se!

“corrige”!a!través!de!un!proceso!de!“poda”!o!eliminación!de!aquellos!procesos!dendríticos!con!

mayor!actividad!neuronal!(e.g.,!Hata!et!al!1999).!Nuestros!datos!sugieren,!sin!embargo,!que!la!

maduración!de!los!circuitos!neuronales!en!la!AB!no!encaja!completamente!en!el!modelo!

clásico,!debido!a!que!documentamos!la!eliminación!de!algunas!de!las!ramas!distales!entre!los!

órdenes!séptimo!y!onceavo,!en!paralelo!al!incremento!en!longitud!de!los!procesos!remanentes!
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lo!que!conllevó!a!incremento!neto!de!la!longitud!de!los!árboles.!Aún!cuando!no!sabemos!si!la!

remodelación!de!los!arboles!dendríticos!en!nuestro!modelo!sigue!un!criterio!de!actividad,!

nuestros!resultados!sugieren!que!existe!un!proceso!de!eliminación!y!producción!de!dendritas!

(UribeSQuerol!et!al.,!2013).!Esta!conclusión,!sin!embargo,!no!parece!aplicarse!a!las!aferentes!

serotoninérgicas!y!catecolaminérgicas!cuya!densidad!se!mantiene!relativamente!estable!!en!la!

AB!durante!los!primeros!cuatro!meses!de!vida!postnatal.!Es!presumible!sin!embargo!que!estas!

aferentes!también!transiten!por!un!proceso!de!remodelación!de!sus!terminales!para!el!que!el!

parámetro!de!la!densidad!de!fibras!no!sea!sensible.!En!el!caso!de!las!fibras!serotoninérgicas!

cabría!hacer!un!análisis!considerando!a!los!botones!como!las!unidades!funcionales!como!los!

que!se!han!hecho!recientemente!(Miceli!et!al.,!2013).!También!se!debe!considerar!que!aún!

cuando!la!densidad!de!fibras!sea!estable,!tanto!la!serotonina!como!la!dopamina!pueden!

ejercer!sus!efectos,!no!sólo!de!manera!sináptica,!sino!también!volumétrica,!sobre!postS

sinapsis!con!receptores!variables!(ver!Pérez!de!la!Mora!et!al!2012,!Asan!et!al.,!2013).!Estudios!

futuros!de!trazado!anterógrado!deberán!establecer!el!patrón!de!desarrollo!postnatal!de!la!

aferentes!serotoninérgicas!y!catecolaminérgicas!para!resolver!la!estrategia!que!siguen!para!

ensamblar!los!circuitos!neuronales!en!la!AB.!

!

Finalmente!la!AB!participa!en!el!circuito!neural!responsable!de!las!respuestas!de!

ansiedad!y!temor,!entre!otras!expresiones!conductuales,!(Pare!&!Duvarci!2012)!y!es!una!

estructura!que!forma!parte!de!un!circuito!que!incluye!a!la!corteza!prefrontal,!al!tálamo!

sensorial!y!al!hipocampo!(Pinard!CR!et!al.,2012;!Muller!et!al.,!2006).!En!conjunto,!estas!

estructuras!mediante!el!procesamiento!de!la!información!sensorial!brindan!la!posibilidad!de!

matizar!la!percepción!los!estímulos!(e.g.!Kong!et!al.,!2013).!Así,!es!posible!que!las!variaciones!

interindividuales!observadas!en!el!módulo!dendrítico!hipervariable!se!asocien!a!las!

diferencias!individuales!que!en!la!expresión!de!la!conducta!de!ansiedad!han!sido!

recientemente!reportadas!en!gatos!de!las!mismas!edades,!pertenecientes!a!la!misma!camada,!

de!las!aquí!estudiadas!por!el!grupo!de!la!Dra.!Hudson!(datos!no!publicados).!Este!grupo!

también!ha!documentado!que!si!bien!la!expresión!conductual!gatuna!individualizada!de!la!

ansiedad!está!presente!al!nacimiento!y!perdura!hasta!las!16!semanas!de!edad,!la!intensidad!de!

la!misma!se!atenúa!con!el!avance!de!la!edad.!En!este!contexto!resulta!interesante!remarcar!el!

hecho!de!que!la!eliminación!de!ramas,!distales!de!las!neuronas!de!la!AB!y!la!diminución!de!la!

variabilidad!en!la!densidad!de!fibras!serotoninérgicas!y!catecolaminérgicas!parecen!ocurrir!en!

periodos!de!tiempo!similares!a!la!atenuación!de!la!intensidad!de!las!respuestas!de!ansiedad!en!
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los!animales!muestreados.!Es!claro!que!estudios!ulteriores!se!requerirán!para!corroborar!las!

implicaciones!de!la!coincidencia!temporal!de!los!eventos!estructurales!y!conductuales!

referidos,!en!torno!a!la!emergencia!de!individualidad!y!de!su!sustrato!anatómico!.!!!

!
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Conclusión'
!

Este!trabajo!confirma!la!hipótesis!de!la!existencia!de!un!módulo!hipervariable,!entre!

70S200!micras!del!soma,!en!los!árboles!dendríticos!de!la!AB!entre!diferentes!individuos!de!

una!misma!especie,!en!este!caso!Felis,catus.!Este!módulo!se!había!descrito!en!modelos!

murinos!de!condicionamiento!aversivo,!sin!embargo!nosotros!encontramos!que!es!un!módulo!

que!existe!en!los!animales!sin!inducir!condicionamiento.!Un!resultado!inesperado!fue!

encontrar!dicho!módulo!en!los!árboles!dendríticos!de!neuronas!de!la!AB!desde!la!primera!

semana!de!edad,!lo!que!indica!que!la!ramificación!de!los!árboles!de!neuronas!de!ésta!

estructura!es!muy!temprana.!!

Con!base!en!los!resultados!mostrados!en!este!trabajo,!es!indispensable!correlacionar!

las!diferencias!morfológicas!que!encontramos!con!la!conducta!presentada!por!animales!de!la!

misma!edad!en!un!estudio!futuro.!

!

!
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