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Prólogo 
 

Esta tesis tiene el objetivo de realizar la caracterización hormonal y genética de las 

ratas N/Nih-HS, y con ello, contribuir al conocimiento y comprensión de las bases 

genéticas de la ansiedad y el miedo aprendido. El propósito inicial era presentar la tesis 

doctoral por compendio de publicaciones, pero debido a la necesidad de depositar la tesis 

en un momento determinado por cuestions profesionales, finalmente se optó por presentar 

la tesis con el formato tradicional. Por esta razón se adjuntan en el anexo y no en el 

apartado de resultados, los dos artículos publicados que son fruto de los resultados que se 

describirán a continuación. La referencia de los artículos se lista a continuación. 

 

Artículos anexos publicados: 

- Díaz-Morán, S.; Palencia, M.; Mont, C.; Cañete, T.; Blázquez, G.; Martínez-Membrives 
E.; López-Aumatell R.; Tobeña A. y  Fernández-Teruel, A. (2011). Coping style and stress 
hormone responses in genetically heterogeneous rats: comparison with the Roman rat 
strains. Behavioral Brain Research, 228: 203-210. 

- Díaz-Morán, S.; Palència, M.; Cañete, T.; Blázquez, G.; Morón, I.; Sabariego, M.; 
Donaire, R.; Torres, C.; Mont-Cardona, C.; Martínez-Membrives, E.; López-Aumatell, R.; 
Tobeña, A. y Fernández-Teruel, A. (2011). Aplicabilidad del análisis de microarray en la 
detección de patrones de expresión genética diferencial en procesos psicológicos: expresión 
genética amigdalar en ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad. Iniciación a la Investigación, 
6: r2: 1-8. 
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Resumen 

 

La presente Tesis tuvo como objetivos, estudiar la diferencia en ansiedad y otros 
rasgos conductuales relacionados (p. ej. miedo, susceptibilidad al estrés), a través de una 
batería de tests conductuales, en tres cepas o stocks de ratas diferentes (RHA-I -poco 
ansiosas-, RLA-I –muy ansiosas- y N/Nih-HS –ratas genéticamente heterogéneas-), y 
relacionar dichos perfiles conductuales/psicológicos con la expresión diferencial de genes 
en estructuras/circuitos cerebrales de conocida importancia en tales fenotipos (p. ej. 
amígdala e hipocampo). 

Para alcanzar tales objetivos, se realizaron dos estudios (Estudio 1, con 128 ratas 
macho de los tres stocks/cepas mencionados; Estudio 2, con 114 ratas macho), que 
incluyeron las siguientes pruebas conductuales: Laberinto Circular Elevado (ansiedad 
incondicionada), test de actividad en situación de novedad (“timidez” y habituación en una 
“Caja nueva”), test de Campo Abierto, miedo condicionado a un contexto (respuesta de 
petrificación condicionada), adquisición de evitación activa en dos sentidos en la “Shuttle-
box” (ansiedad debida a un conflicto de doble evitación –pasiva y activa- condicionada) y 
test de natación forzada (como modelo de síntomas relacionados con la depresión y los 
efectos de los antidepresivos). En el Estudio 1 se obtuvieron también medidas hormonales 
(ACTH, corticosterona y prolactina) en respuesta al estrés de exponer los animales a una 
ambiente nuevo y desconocido durante 20 minutos. Tras el análisis conductual y hormonal 
de estos dos estudios, en el Estudio 3 se llevó a cabo un análisis de expresión génica en 
amígdala e hipocampo (análisis de microarray y qRT-PCR) de subgrupos de ratas N/Nih-
HS seleccionadas (a partir del Estudio 1) por presentar valores extremos en ansiedad 
(subgrupos de “Baja ansiedad” o “Alta ansiedad”). A partir de este análisis se pudo concluir 
que: a) las ratas N/Nih-HS presentan un perfil de comportamiento defensivo y hormonal 
cercano al estilo de afrontamiento pasivo característico de las ratas RLA-I; b) la 
heterogeneidad genética de las ratas N/Nih-HS y los resultados obtenidos en el análisis de 
microarray, permiten que sea un modelo animal útil para el estudio de las bases genéticas 
de la ansiedad y el miedo; c) los análisis de microarray han detectado expresión diferencial 
(entre dichos subgrupos de ratas extremas en ansiedad) de genes implicados en la 
regulación de funciones neuroendocrinas, como la prolactina, arginina-vasopresina y la 
oxitocina, que podrían modular las respuestas de ansiedad y miedo condicionado en 
amígdala e hipocampo. d) También se ha observado expresión diferencial (entre ambos 
subgrupos de ratas extremas en ansiedad) de genes reguladores de receptores sensoriales 
(sobretodo olfativos), genes de receptores opioides (como Oprd1 y Oprl1), genes que 
participan en funciones inmunológicas (como el gen H2-M9) y genes relacionados con la 
función tiroidea, como el gen TRH, Tg en hipocampo o el gen Duox2 en amígdala. 

 



    

 

Abstract 

 

The main aim of the present Thesis was to study differences in anxiety and related 
behavioral dimensions (e.g. fear, susceptibitilty to stress) in three different rat strains/stocks 
(i.e. the RHA-I –low anxious-, RLA-I –high anxious- and the N/Nih-HS –genetically 
heterogeneous- rat stock), as well as to study the associations among these behavioural 
profiles and differential gene expression in anxiety/fear/stress-related brain areas (i.e. 
amygdala and hippocampus).  

We conducted two studies (Study 1, using 128 male rats from those three 
strains/stocks; Study 2, using 114 male rats) to achieve those objectives, using a  
behavioural test battery which included: Elevated zero-maze test (unconditioned anxiety), 
novelty-induced exploratory activity (unconditioned fearfulness or “timidity” in a “Novel 
cage”), Open field test, context-conditioned fear (freezing), acquisition of two-way active 
avoidance in a shuttle box (instrumental aversive learning mediated by conditioned 
anxiety/fear, due to the double “passive avoidance/active avoidance” conflict) and forced 
swimming test (“depressive-related” symptoms: a model for the screening of antidepressant 
drugs). Baseline and post-stress (i.e. 20-min exposure to a novel cage) hormone 
measurements (ACTH, corticosterone and prolactin) were also obtained in Study 1. 
Following the behavioural and hormonal analyses of both studies a gene expression study 
(Study 3) was carried out. Thus, in Study 3, differential gene expression was assessed 
(through microarray analysis and qRT-PCR) in amygdala and hippocampus from 
subgroups of N/Nih-HS rats selected (from Study 1) according to their “low anxiety” or 
“high anxiety” behavioural profiles. From the analyses of the different studies we can 
conclude that: a) regarding their anxiety/fearfulness, passive coping style, “depressive-like” 
and stress-induced hormonal responses, the N/Nih-HS rats resemble the phenotype profiles 
of the relatively high-anxious and stress-prone RLA-I rat strain; b) the characteristic genetic 
heterogeneity of the N/Nih-HS rat stock, and the microarray gene expression results, point 
to that rat stock as an useful animal model to study the genetic basis of anxiety and fear;    
c) microarray analysis detected differential expression (between the above mentioned 
subgroups of N/Nih-HS rats with extreme low or high anxiety) of genes involved in the 
regulation of  neuroendocrine functions, such as prolactin, arginine-vasopressin and 
oxytocin, which could participate in the modulation on anxiety and fear responses. d) 
Microarray analysis also detected differential expression of sensory receptor genes, opioid 
receptor genes (i.e. Oprd1 and Oprl1), immunity-related genes (like H2-M9) and thyroid 
regulatory genes, like TRH and Tg (hippocampus) and Duox 2 (amygdala). 
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INTRODUCCIÓN    

  

Página 16 

 

  

1.1 Temerosidad, ansiedad y respuestas defensivas 

1.1.1 Ansiedad normal y sus trastornos 

La ansiedad es una emoción adaptativa, que por sí sola no constituye un estado 

patológico, sino que aparece en situaciones de conflicto (entre varias tendencias de 

respuesta) o incerteza, previene de amenazas potenciales y prepara para llevar a cabo un 

determinado estilo de afrontamiento (p. ej. Gray y McNaughton, 2000; McNaughton y Corr 

2004; Kent y cols., 2000; Casada y Amdur, 1998). El funcionamiento de las estructuras 

cerebrales que median y regulan la ansiedad (ver abajo), interviene y/o interfiere 

significativamente en la percepción y respuesta que da el organismo ante cualquier 

estímulo. Hasta el punto de emitir respuestas exageradas de defensa, frente a estímulos 

potencialmente amenazadores para unos e insignificantes para otros (p. ej. (Becerra-García 

y cols. ,2007)). 

La ansiedad se considera patológica cuando los episodios son repetitivos con 

intensidad elevada y la duración prolongada, la reacción es desproporcionada y el grado de 

interferencia con la vida cotidiana es profundo. Además de presentarse como síntoma en 

multitud de cuadros clínicos, actualmente los trastornos de ansiedad se agrupan en los 

siguientes tipos  (DSM-IV-TR, 2002): trastornos de angustia sin/con agorafobia, agorafobia 

sin historia de trastorno de angustia, fobia específica, fobia social, trastorno obsesivo-

compulsivo, trastorno por estrés postraumático, trastorno por estrés agudo, trastorno de 

ansiedad generalizada, trastorno de ansiedad debido a enfermedad médica, trastorno de 

ansiedad inducido por sustancias y trastorno de ansiedad no especificado.  

Actualmente, las causas de los trastornos de ansiedad no son totalmente conocidas, 

aunque los resultados obtenidos hasta ahora apuntan a la interacción de varios tipos de 

determinantes, biológicos (alteraciones en los sistemas serotoninérgicos y gabaérgicos), 

genéticos y ambientales o psicosociales (p. ej. experiencias traumáticas o preocupaciones 

excesivas por temas cotidianos; Battaglia y Ogliari, 2005). 
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1.1.2 Ansiedad, miedo y respuestas defensivas 

Mientras que la ansiedad se activa ante estímulos amenazadores potenciales y/o 

evitables (McNaughton y Corr, 2004), el miedo está provocado sobre todo por estímulos 

amenazadores reales, ante los cuáles es posible la conducta de huida y/o de evitación 

(Blanchard y cols., 1990). De hecho, algunos estudios han descrito diferencias a nivel 

funcional y farmacológico entre el miedo y la ansiedad (Blanchard y cols. 1990, 1993; Gray 

y McNaughton, 2000; McNaughton, 1999). A partir de experimentos con ansiolíticos se 

descubrió la implicación de alteraciones en el sistema septo-hipocampal y sobre todo, en la 

actividad theta sobre los cambios en la ansiedad normal y patológica (Gray, 1982; Gray y 

McNaughton, 2000).  

Los estímulos de castigo, refuerzos positivos y/o relacionados con las situaciones de 

novedad (innata o condicionada), se procesan por medio de la integración de tres sistemas 

que darán como resultado los diferentes tipos de respuesta del organismo (Gray y 

McNaughton, 2000; McNaughton y Corr, 2004, Tabla 1):  

(1) El Sistema de Aproximación Conductual (BAS, “Behavioural Approach 

System”), que regula las conductas de aproximación a los estímulos y el reforzamiento 

positivo, implica al sistema límbico (neurotransmisión dopaminérgica) y está asociado a los 

efectos farmacológicos de los opiáceos endógenos (Tabla 1).  

(2) El Sistema de Lucha/petrificación/huida (FFFS, “Fight/Freezing/Flight 

System”), que está relacionado con los estímulos aversivos (castigos) y la toma de 

decisiones sobre la aproximación/huida de estos, e implica a la amígdala y también al 

hipocampo (Tabla 1).  

Y, (3) el Sistema de Inhibición Conductual (BIS, “Behavioural Inhibition System”), 

que se activa ante estímulos condicionados aversivos y situaciones de frustración,  implica 

al hipocampo (actividad theta) como estructura “comparadora” y está relacionado con el 

componente cognitivo de la ansiedad (procesamiento/interpretación de la situación). Este 

sistema actúa como comparador en la resolución de conflictos, siendo responsable de 

realizar la evaluación de los riesgos de cada situación (Tabla 1).  
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Tabla 1.-Sistemas neurales del procesamiento de estímulos (adaptado de Gray y MacNaugthon, 2000; MacNaughton y Corr, 
2004)  

Sistema Tipo de amenaza Efectos 
conductuales Repertorio conductual 

Estructuras 
neurales 

suyacentes 

Farmacología 
asociada 

Fight/Freezing/Flight 
(FFFS) 

Peligro explícito 
evitable o del que se 
puede escapar 

Castigos o no-
refuerzos 
incondicionados 

Huída, agresión defensiva, 
petrificación y actividad 
autonómica asociada 

Amígdala e hipotálamo Sensibilidad a los 
opiáceos 

Behavioural 
Approach System 
(BAS) 

No interpretación  de 
presencia de estímulos 
amenazantes 

Arousal apetitivo, 
facilitación de 
procesos de 
reforzamiento 

Reforzamiento positivo, 
aproximación a señales de 
seguridad, secuencias de 
respuestas flexibles 

Sistema mesolímbico 
(dopaminérgico) 

Opióides 
endógenos 

Behavioural 
Inhibition System 
(BIS) 

 Estímulos de castigo 
secundario (estímulos 
condicionados 
aversivos) y frustración 
condicionada 

Aspectos cognitivos y 
procesamiento de la 
información de la 
ansiedad. Control de 
la actividad 
hipocampal theta 

Supresión de la 
aproximación, de la 
evitación y elicitación de la 
conducta de evaluación de 
riesgos  

Formación hipocampal, 
área septal y 
estructuras cortico-
límbicas relacionadas, 
es decir: Sistema 
septohipocámpico 
(SHS) 

Ansiolíticos 
(benzodiacepinas) 
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Ante una amenaza real (como un depredador) se han descrito cuatro tipos de 

respuesta defensiva: huida, petrificación, amenaza defensiva y ataque defensivo (Blanchard 

y cols., 1993; 2001).  La “distancia defensiva” (Blanchard y cols., 1990; 1993; Griegel y 

cols., 1996, Figura 1) y la “dirección defensiva” (Gray y McNaughton, 2000), determinarán 

el tipo de respuesta. En función del tipo de interpretación que se realice de la situación, se 

tomará una dirección defensiva u otra 

(aproximación/evitación) y se activarán 

estructuras cerebrales diferentes. Así, por 

ejemplo, la amígdala está implicada en las 

respuestas de evitación activa, mientras que el 

hipocampo está más relacionado con la 

evitación pasiva (Figura 2). En la Figura 2 se 

describen las diferentes respuestas que emiten 

los animales (típicamente ratas, o ratones) ante 

una situación de conflicto, de forma que el 

miedo se corresponde más con la evitación 

activa regulada por la amígdala, mientras que 

los componentes cognitivos de la ansiedad están más relacionados con la evaluación del 

riesgo, que está regulada por el eje septo-hipocámpico (Gray y McNaughton, 2000).  
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Figura 2. -Sistema n eural bidimensional de Gr ay y  McN aughton: interacciones entre la dirección de fensiva y e l sistema  
neural implicado (adaptado de Gray y McNaughton, 2000; McNaughton y Corr, 2004). 
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En las situaciones que implican la elección de una respuesta con dirección incierta 

(situación de conflicto), como en el paradigma de adquisición de la evitación activa en dos 

sentidos en la “Shuttle-box” (procedimiento del que trataremos extensamente a lo largo de 

la presente Tesis), el sujeto tiene que adaptar su respuesta al entorno y a la situación de 

forma que realizará continuas rectificaciones (evaluaciones reiteradas de la amenaza), hasta 

conseguir una sensación de seguridad. Para que esta adaptación se realice adecuadamente, 

es necesaria la acción del Sistema septohipocámpico (McNaugthon y Corr, 2004), como 

”comparador”/mediador entre las respuestas de miedo (alejamiento) y de ansiedad 

(aproximación). Los fármacos ansiolíticos, facilitan esta mediación agilizando la elección 

entre la evitación activa y pasiva, de forma que sea más clara la dirección defensiva que 

debe escoger el sujeto, de manera que dichos fármacos aceleran la adquisición de la 

evitación activa en dos sentidos (Boix y cols., 1988; Fernández-Teruel y cols., 1991; Gray y 

cols., 1982; Gray y McNaughton, 2000; Prunell y cols., 1994).  De hecho, confirmando lo 

anterior, ratas que son buenas “evitadoras” en la tarea de evitación activa en la shuttle-box, 

como las RHA (“Roman High-Avoidance”; Driscoll y cols. 1998), las SHA/Bru  

(“Syracusa High-Avoidance”; Brush 2003) o las LAB (“Low Anxious Behavior”; Landgraf 

2003; ver revisión de Driscoll y cols. 2009) son ratas “poco ansiosas” (respecto a sus 

respectivas cepas “contrarias”, las RLA –“Roman Low-Avoidance”-, SLA/Bru –“Syracusa 

Low-Avoidance”- y HAB –“High Anxious Behavior”-). En coherencia con todo lo anterior, 

estudios neuroanátomicos y funcionales del hipocampo han demostrado que, comparadas 

con las RLA (muy ansiosas),  las ratas “muy evitadoras” y “poco ansiosas”  RHA  

presentan menor número de terminales de las fibras infra-piramidales (Driscoll y Bättig, 

1982; Lipp y cols., 1989) y menor densidad neuronal en el hipocampo (García-Falgueras y 

cols., 2012), así como menor funcionalidad de la fosfolipasa C (ligada a receptores 

colinérgicos hipocámpico; Sallés y cols., 2001) y menor respuesta hipocámpica del c-fos 

ante diversas situaciones de novedad o conflicto (Meyza y cols., 2009). Por tanto, un 

hipocampo menos funcional se relaciona con menor ansiedad (a modo del efecto de la 

inyección sistémica o local –en el mismo hipocampo- de fármacos ansiolíticos) y mejor 

adquisición de la evitación activa en dos sentidos, por reducción del conflicto inicial y la 

tendencia a la “petrificación” en esa fase (Gray y McNaughton, 2000). 
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Los tipos de respuesta defensiva, que realizan los roedores ante un estímulo 

estresante, estarán en función del tipo de amenaza que represente (Becerra-García y cols., 

2007) y de las estructuras cerebrales implicadas. En experimentos de condicionamiento de 

miedo se ha mostrado que lesiones en el tálamo auditivo y mesencéfalo influencian los 

resultados conductuales (del condicionamiento), mientras que las lesiones producidas sobre 

la corteza auditiva no presentaron infuencia alguna (LeDoux, J., 1996). Estos resultados 

sugieren que la información de los estímulos de entrada no necesariamente llega al córtex 

para realizar el aprendizaje, puesto que en varios estudios comprobaron que animales con la 

amígdala destruída no presentaron petrificación (“freezing”) ante la asociación de una señal 

luminosa y una descarga eléctrica contingente (Blanchard y Blanchard, 1972; Grandin y 

Deesing, 1988).  

Estudios posteriores concluyeron que, en función del objetivo de la respuesta, 

existen dos vías neurales en la entrada de información: la vía rápida y la vía lenta. En la vía 

rápida, el tálamo comunica directamente con el complejo amigdalino (vía indiscriminada, 

predispuesta a producir respuestas inmediatas); mientras que en la vía lenta, el tálamo se 

comunica con la corteza sensorial, y ésta envía la información al complejo amigdalino (vía 

predispuesta a evitar una respuesta inadecuada, Kent y cols., 2000). Esto sugiere, que 

determinados tipos de aprendizaje emocional podrían producirse sin la participación de 

mecanismos cerebrales superiores de procesamiento (LeDoux, 1996).  

 

1.1.2.1   Modelos animales de temerosidad, ansiedad y miedo 

Debido a las similitudes neurobiológicas (la llamada “continuidad evolutiva”) entre 

los humanos y otras especies animales, ya desde 1895, con los estudios del “Enfoque 

comparativo” de Meyer, se han empleado modelos “análogos” animales (p. ej. Logan, 

2005; Kent y cols., 2000; Fernández-Teruel, 2008, Tobeña y Fernández-Teruel 2009). 

Resulta obvio, también, que I. Pavlov fue pionero en el uso de animales para reproducir 

procesos “mentales” extrapolables a los humanos (el aprendizaje por condicionamiento 

clásico). Los modelos animales tienen como objetivo imitar los procesos 

psicológicos/conductuales normales y psicopatológicos humanos, para estudiar los 
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mecanismos neurobiológicos subyacentes (p. ej. Nestgley y Hyman, 2010; Fernández-

Teruel, 2008; Overmier, 2007; Laborda, 2009; Gómez y cols., 2002; Tobeña y Fernández-

Teruel, 2009).  

Los modelos animales han desempeñado un papel importante en el estudio de la 

ansiedad, de sus mecanismos neurobiológicos y en la evaluación del efecto de nuevos 

ansiolíticos (Gray y McNaughton, 2000). Estos modelos se podrían clasificar en cuatro 

grandes grupos (Escorihuela y Fernández-Teruel, 1998; Fernández-Teruel, 2008; Gómez y 

cols., 2002; Gray y McNaughton, 2000):  

1. Los modelos de ansiedad incondicionada, que se basan en la exposición a estímulos 

de novedad, en los que entre otros se incluye: el Laberinto elevado en cruz (“Plus maze 

test”), la Caja de luz/oscuridad (“Dark-light box test”), el test de Campo abierto (“Open-

field test”), el Laberinto Circular Elevado (“Elevated zero-maze test”) y pruebas de 

interacción social.  

2. Los modelos de ansiedad condicionada, que se basan en la exposición a situaciones 

en las que el animal se enfrenta a un conflicto condicionado (aprendido), como son, por 

ejemplo: las pruebas de conflicto (el test de Vogel y el test  de Geller-Steiffer, Feldman y 

cols., 1997), el condicionamiento pavloviano de miedo (“Fear conditioning”), la tarea de 

evitación activa (“Active avoidance”) en dos sentidos (prueba de “shuttle-box”) y el reflejo 

de sobresalto (“Fear potentiated startle”). 

3. Los modelos basados en la frustración (o en la resistencia a ella), como, por 

ejemplo, el modelo del contraste instrumental sucesivo negativo (Flaherty, 1996), el 

modelo de extinción consumatoria (Mustaca y cols., 2009). y el “efecto del reforzamiento 

parcial sobre la extinción” (p. ej. Gray 1982; Gray y McNaughton, 2000).   

4. Los modelos basados en la exposición a depredadores, como es el caso del modelo 

de respuestas defensivas ante depredadores/amenazas (“Defensive response battery”) y el 

“Cat freezing test” (respuesta de petrificación en ratas por exposición a olor de gato, Wang 

y cols., 2003; ver Blanchard y cols., 1990; 1993).  
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En la presente tesis se aplicaron las siguientes pruebas conductuales (para más detalle ver 

“Métodos”): 

a. Pruebas de ansiedad incondicionada, como: el Laberinto Circular elevado 

(“Elevated zero-maze test”; Pähkla y cols., 2000; Shepherd y cols., 1994; López-Aumatell 

y cols., 2008), la actividad en situación de novedad automatizada o “Caja nueva” (tipo 

“open-field” cuadrado; test de temerosidad/emotividad y de habituación a un entorno 

nuevo, Aguilar y cols., 2002) y el Test de Campo Abierto u “Open-field test” (Fernández-

Teruel y cols., 2002a).  

b. Pruebas de ansiedad condicionada y de miedo condicionado, como: la 

adquisición de la respuesta de evitación activa en dos sentidos durante la tarea de  “Shuttle-

box”  (ansiedad condicionada) y el miedo condicionado a un contexto ( Fernández-Teruel 

y cols., 1991; Vicens-Costa y cols., 2011). 

 

1.1.3 La respuesta de estrés 

La respuesta de estrés es la respuesta fisiológica de todo organismo frente a una 

situación percibida como amenazante (Andrus y cols., 2010). Selye fue el primero en 

describir la respuesta de estrés en la primera mitad del siglo XX, y diferenció dos tipos de 

cambios: (a) los cambios adaptativos que se producen a corto plazo en el organismo, al 

responder ante un estímulo nocivo/aversivo o estresante (fase de alarma y resistencia del 

Síndrome General de Adaptación) y, (2) los cambios desadaptativos que se producen a 

largo plazo, relacionados con la fase de agotamiento del Síndrome General de Adaptación 

(Selye, 1950; 1976).  

Selye basó la respuesta de estrés en la activación del sistema hipofisiario-

suprarrenal. Según este autor, los estímulos estresantes actuarían sobre los circuitos 

neurales estimulando la liberación de corticotropina (ACTH) desde la hipófisis anterior, lo 

que provocaría a su vez la liberación de glucocorticoides por la corteza adrenal (Pinel, 

2007). Además, otros estudios posteriores mostraron que los estímulos estresantes también 

activan al sistema nervioso simpático, que dirige la liberación de catecolaminas desde el 

sistema adrenal simpático medular (Castanon, 1994b).  



INTRODUCCIÓN    

  

Página 25 

 

  

La activación neuroendocrina es una medida importante del estado emocional 

(Castanon, 1994b; Walker y cols., 1989). La magnitud de la activación del eje 

hipotalámico-hipofisario-adrenal (HPA; Figura 3) refleja la capacidad del organismo para 

enfrentarse a la situación aversiva o para tener algún tipo de control sobre ella (Walker y 

cols., 1992). De forma que, el estrés repetido durante la fase de agotamiento/relajamiento 

del Síndrome General de Adaptación (Selye, 1976) podría producir hipercortisolemia 

crónica y, incluso, estudios con animales  han demostrado que podría llegar a ser 

neurotóxica en estructuras subcorticales como el hipocampo (p. ej. revisiones de Duval y 

cols., 2010;  Sapolsky, 1992). Pero, ante la respuesta endocrina de estrés, el organismo 

también prepara tres tipos de respuesta desde el sistema límbico e hipocampo, como son:  

(a) Feedback rápido que implica la presencia de receptores de membrana, como el 

complejo GABAa/benzodiacepinas-canales del cloro, y que dura entre unos segundos a 10 

minutos.  

(b) Feedback intermedio relacionado disminución de la secreción de la hormona 

liberadora de corticotropin (CRH) y arginina-vasopresina (AVP), con duración entre una a 

varias horas.  

Y, (c) Feedback lento que implica la disminución de la secreción de la hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) hipofisiaria, CRH y la AVP hipotalámica, con duración entre 

horas y días (revisión de Duval y cols., 2010).  

El hipocampo se ha implicado en la respuesta de estrés y ansiedad (uno de los 

correlatos psicológicos frecuentes del estrés), ya que posee gran cantidad de receptores para 

los glucorcorticoides. Además según la teoría de McNaughthon (1997) y Gray (1982; Gray 

y McNaughton, 2000), esta estructura estaría implicada en los aspectos cognitivos de la 

ansiedad, mientras que los cambios autonómicos como el miedo potenciado estarían 

controlados por la amígdala.   

En situación de estrés, la síntesis de CRH en el hipotálamo provoca la liberación de 

ACTH en la adenohipófisis, y ésta provoca la síntesis y liberación de glucocorticoides en la 

corteza adrenal o glándulas suprarrenales. Estos productos, a través de un mecanismos de 

“feedback” negativo regularán la secreción de CRF y ACTH y, actuando en niveles 
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superiores (ej. hipocampo) permitirán el restablecimiento del equilibrio homeostático 

cuando la situación de emergencia (estresor) lo permita  (p. ej.  ver  Armario, 2006; 

Koolhaas y cols., 2011; McEwen, 2000; Pácak y Palkovits, 2001; Sapolsky y cols., 2000). 

Existen como mínimo cuatro regiones del sistema nervioso central donde actúan los 

glucocorticoides, que son: hipocampo, hipófisis, la eminencia media e hipotálamo. Los 

glucocorticoides tienen una función inhibitoria a través de la interacción con dos tipos de 

receptores: los de tipo I (en hipocampo, con alta afinidad por la corticosterona) y los de tipo 

II (más afinidad por cortisol y corticoides sintéticos como la dexametasona, con una 

distribución más generalizada, que incluye al hipocampo, hipotálamo e hipófisis).  

En el caso de la rata, los dos tipos de receptores contribuyen al feedback negativo 

del eje HPA, pero en situaciones de estrés actuarían más los de tipo II (Martí y Armario, 

1996).  El cortisol es el glucocorticoide mayoritario y activo secretado por las adrenales en 

casi todos los 

mamíferos, excepto en 

el caso de los 

roedores, en el que 

éste es sustituido por 

la corticosterona 

(González, 1996). Por 

último en la respuesta 

de estrés, a parte de la 

intervención de la 

ACTH y la 

corticosterona (o el 

cortisol, en humanos y 

primates) también se ha 

demostrado que está 

implicada la acción de 

otras hormonas, como es el caso de la prolactina (Turpen y cols., 1976; Van der Kar y 

cols., 2001, Figura 3).    

Figura 3.-Circuito neuroendocrino del eje HPA durante las respuestas de 
estrés. CPF: cortex prefrontal. AMY: amígdala. HIPP: hipocampo. LC: 
locus coeruleus. NA: noradrenalina. “Cortisol” (en humanos y primates) es 
equivalente a “corticosterona”  en roedores. Figura extraída de Duval y 
cols.,  2010.  
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En concreto, la prolactina (PRL) es una hormona que está presente en la pituitaria 

anterior, y de la que cada vez  más estudios  muestran su papel en la respuesta de estrés 

(Jaroenporn y cols., 2009). En este sentido, varios estudios han mostrado incrementos de 

prolactina durante la exposición a varios tipos de estresores (ejercicio, hipoglicemia, 

hemorragia, immobilización y dolor por estrés), y han relacionado el incremento en la 

secreción de prolactina (previo estrés) con la mejoría de la función inmune (Pácak y 

Palkovits, 2001). También otros estudios, han relacionado el incremento de prolactina post-

estrés con el decremento de la frecuencia y duración del comportamiento exploratorio en 

situaciones de novedad (Steimer y cols., 1997b) y con los déficits de adquisición de la 

evitación activa en dos sentidos (Castanon y cols., 1995).  

1.2   Líneas/stocks de ratas empleadas en el estudio de las respuestas de ansiedad y 
estrés 

Las características y el impacto de la respuesta de estrés dependen en parte de 

factores genéticos, motivo por el que uno de los enfoques en investigación más 

prometedores es la utilización de cepas de roedores seleccionados genéticamente con 

comportamientos divergentes ante situaciones que implican estrés (Meyza y cols., 2009). 

La selección genética de los animales se puede realizar a partir del cruce selectivo según, 

por ejemplo, sus respuestas comportamentales, neuroendocrinas o neurofarmacológicas 

divergentes (ver p. ej. Castanon y cols., 1994b; Driscoll y cols., 2009; Ferré y cols., 1995). 

La ventaja de las cepas (de roedores) divergentes, seleccionadas psicogenéticamente o 

farmacogenéticamente, es que sus respuestas diferenciales (por las que han sido 

seleccionadas, p. ej. respuestas de estrés, ansiedad, miedo) permanecen mayoritariamente 

estables a través de generaciones, si bien tales características “estables” son influenciables 

(o a menudo se hallan en interacción con)  factores como la edad de los sujetos (ontogenia), 

las variaciones inter-laboratorio y otros efectos ambientales, y factores epigenéticos en 

general  (p. ej. Fernández-Teruel y cols., 1997 a; 2002; Meaney, 2010;  Castanon y cols., 

1994b; Steimer y cols., 1997a). 
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1.2.1 Caracterización de las ratas Romanas (y ejemplos de otras dos cepas Inbred) 

Las subcepas suizas de ratas “Roman high-avoidance (RHA/Verh) y Roman low-

avoidance (RLA/Verh)” han sido seleccionadas desde sus inicios por ser extremas en su 

capacidad de adquisición de la evitación activa en dos sentidos, siendo tal capacidad muy 

alta en las RHA/Verh y casi nula en las RLA/Verh  (Driscoll y cols., 1998; Driscoll y 

Bättig, 1982; Broadhurst y Bignami, 1965). Estas cepas, originalmente outbred o “no 

consaguíneas”, evolucionaron hasta convertirse en las cepas “inbred” (consanguíneas) 

RHA-I y RLA-I  a partir de 1993, y se han mantenido en el Laboratorio de Psicología 

Médica de la Universidad Autónoma de Barcelona desde 1997 (Driscoll y cols.,1998, 2009; 

Escorihuela, 1999; Morón y cols., 2010).  

La diferencia extrema en la capacidad de adquisición de la evitación activa en dos 

sentidos en estas cepas de ratas, se relaciona principalmente con diferencias en los niveles 

de emocionabilidad/ansiedad/miedo entre ambas cepas. Así, las ratas RLA (tanto las no 

consanguíneas como las consanguíneas) se han mostrado más temerosas que las respectivas 

ratas RHA en todas las pruebas de ansiedad condicionada e incondicionada en las que han 

sido evaluadas (ver reviones Driscoll y Bättig, 1982; Driscoll y cols., 2009; Fernández-

Teruel y cols., 1991; 1992), y muestran un estilo de afronatamiento pasivo (“freezing”) ante 

situaciones de estrés (p. ej. Escorihuela y cols., 1999). Por ello, las ratas RLA son 

consideradas como como buen modelo animal genético de temerosidad/ansiedad. De hecho, 

algunos estudios han mostrado como tratamientos con ansiolíticos son efectivos sobre las 

ratas RLA pero no sobre las ratas RHA-I (Driscoll y cols., 2009; Martin y cols., 1982; 

Torres y cols., 2007; Steimer y Driscoll, 2003), que parecen presentar mayor tono 

GABAérgico (Bentareha y cols. 1998; Driscoll y cols., 2009; Giorgi y cols., 1994). 

Curiosamente, hay evidencia de que otros aspectos del comportamiento, además de la 

ansiedad/ temerosidad, han sido seleccionados de forma paralela a la evitación activa en 

dos sentidos, dado que las ratas RHA-I son más “buscadoras de sensaciones” nuevas, más 

impulsivas y muestran mayor preferencia por sustancias adictivas que las ratas RLA-I 

(Driscoll y cols., 2009; Moreno y cols., 2010). 

En coherencia con lo anterior, las ratas (consanguíneas o no consanguíneas) RLA 

muestran mayores respuestas hormonales al estrés, tanto de la ACTH y la corticosterona 
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como de la prolactina, que las correspondientes RHA (p. ej. Carrasco y cols., 2008; Driscoll 

y cols., 2009; Steimer y Driscoll, 2003; 2005; ver Anexo I  de la presente Tesis)  

A continuación en la Tabla 2 y Tabla 3 se muestra un sumario de los perfiles 

conductuales, neuroendocrinos y neurobiológicos de las cepas “Roman” (consanguíneas y 

no consanguíneas).  
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Tabla 2.-Características conductuales de las ratas Roman  (RHA y RLA). 
Repertorio conductual RLA RHA   
Nivel miedo en situación aversiva (Driscoll y Bättig, 1982; Driscoll y 
cols., 1998). Mayor probabildad Menor probabilidad 

 

Reactividad emocional (Escorihuela, y cols., 1995; Meyza y cols., 
2009; Driscoll, 1979, 1982; Gentsch, 1981; 1982). Hiperreactividad Hiporeactividad 

 

Afrontamiento pasivo ("freezing") (Aguilar y cols, 2004; Driscoll y 
cols., 1980; Ferre y cols., 1995; Steimer y Driscoll, 2003; 2005; Torres 
y cols., 2007; Meyza y cols., 2009; Driscoll y Bättig, 1982). 

Mayor probabildad Menor probabilidad 
 

Afrontamiento activo (huída, evitación condicionada) (Steimer y 
cols., 1997; Steimer y Driscoll, 2003; 2005 (en RHA y RLA/Verh); 
Meyza y cols., 2009). 

Menor probabilida Mayor probabildad 
 

Eficacia ansiolíticos (Fernández-Teruel y cols., 1991; Steimer y 
Driscoll, 2003; Torres y cols., 2007). Mayor Menor  

 
Búsqueda de novedad y susceptibilidad a sustancias de abuso 
(Corda y cols., 2005; Driscoll y cols., 1998; Escorihuela y cols., 1999; 
Giorgi y cols., 2005; 2007; Guitart-Masip y cols., 2006; 2008; Steimer 
y cols., 1997a). 

Menor Mayor  
 

Inducción de depresión conductual  (exposición prolongada de 
estrés - respuesta de ACTH incrementada con estrés agudo) 
(Castanon y Morméde, 1994). 

Presente Ausente 
 

Tiempo y número de episodios de "grooming" en situación de 
novedad (Escorihuela y cols., 1999; Steimer y Driscoll 2003; 2005). Mayor Menor 

 
Número y duración de episodios de exploración en "Homecage 
activity observation" (Meyza y cols., 2009). No diferencias significativas 

 

"Fear-potentiated acoustic startle and basal startle" (Yilmazer-Hanke 
y cols., 2002). 

Mayor reactividad basal y respues 
significativa de miedo 

Menor reactividad basal y ausencia de 
respuesta de miedo potenciada  

Flexibilidad asociativa (Gómez y cols., 2008; Flaherty, 1996) Adquisión y extinción más lenta  Adquisión y extinción más rápida  
 

Respuesta de estrés (Steimer y cols., 2005) Más prolongada e intensa Menos prolongada e intensa 
 

Emocionabilidad (RHA-I y RLA-I/Verh) Mayor Menor 

C
om

portam
iento 

en la prueba 
"Shuttle-box" 
(Ferré y cols., 

1995) 

Reactividad (RHA-I y RLA-I/Verh) Mayor Menor 
Coping activo (RHA-I y RLA-I/Verh) Menor Mayor 
Tiempo de miedo condicionado "freezing" y número de defecacions 
(Fernández-Teruel y cols., 1992; Escorihuela y cols., 1995) Mayor Menor 

Comportamiento depresivo (Castanon y Mormède, 1994) Mayor probabildad Menor probabilidad 
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Tabla 3.-Características neurobiológicas y hormonales de las ratas Roman  (RHA y RLA). 
Diferencias biológicas RLA RHA   

Tono GABAérgico cerebral (Bentareha y cols., 1998; Giorgi y cols., 1994. Menor Mayor  
 

Peso pineal  Menor (RLA/Verh) Mayor (RHA/Verh) 
Fernánez-Teruel y 

cols., 1997c   Tamaño de la glándula pituitaria  Mayor (RLA/Verh) Menor (RLA/Verh) 

Estimulación con CRF (Walker y cols., 1989). Mayor sensibilidad Menor sensibilidad 
 

Actividad estructuras: Córtex medial prefrontal, Núcleos basolateral, central y cortical 
(Amígdala), hipocampo (CA1, CA2 y CA3) e Hipotálamo (Núcleo paraventricular, 
Meyza y cols., 2009). 

Mayor Menor 
 

Actividad monoaminérgica en Núcleo Accumbens, Striado en estado basal (Moreno y 
cols., 2010). Menor actividad Mayor actividad 

 

Neurotransmisión de Dopamina y Serotonina (Moreno y cols., 2010). Tono/función disminuído Tono/función 
aumentado  

Reactividad neuroendocrina ante estrés (Driscoll, 1982; Gentsch, 1981, 1982; Walker, 
1989; Carrasco y cols., 2008; Castanon y cols., 1994; 2003. Reactividad del eje hipotálamo-
pituitario-adrenal (HPA, Castanon, 1992; Walker, 1992. 

Mayor Menor 
 

Liberación de prolactina y renina ante estrés y, concentración plasmática de prolacian 
ante exposición al test de Campo Abierto (Carrasco y cols., 2008; Castanon y cols., 1994a; 
Steimer y Driscoll, 2003; 2005). 

Aumento substancial 
concrentración Aumento ausente 

 

Aumento frecuencia cardíaca (D'Angio y cols., 1988). Mayor duración y amplitud 
del aumento 

Menor duración y 
amplitud del aumento   
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Otros ejemplos de cepas seleccionadas genéticamente son las ratas “Syracuse High- 

and Low- Avoidance” (SHA/Bru y RLA/Bru, respectivamente). Estas cepas provienen de 

ratas Long-Evans, seleccionadas en 1965 a partir del número de evitaciones durante una 

sesión de la tarea de evitación activa en dos sentidos en la “shuttle-box” (Brush, 2003), y se 

han mantenido en los laboratorios de Huntingdon Farms (“W. Conshonhocken, PA.” y en 

“University of Oregon Medical School”;  Prof. R.F. Brush;  p. ej. Brush, 2003).  

Experimentos conductuales realizados con estas cepas de ratas, sobre discriminación visual 

y tigmotaxis, pruebas de condicionamiento clásico y condicionamiento aversivo, han 

mostrado que las ratas SLA/Bru presentan mayor reactividad emocional/ansiedad que las 

ratas SHA/Bru (Brush, 2003). En pruebas con paradigmas de supresión conductual las ratas 

SLA/Bru obtuvieron mayor adquisición (más supresión de la conducta), mientras que en 

pruebas en las que se requería un estilo de afrontamiento activo, las ratas SHA/Bru 

obtuvieron mayores puntuaciones, pues el elevado nivel de miedo (excesivo 

comportamiento de petrificación o “freezing”) interfirió en la realización de la prueba en las 

ratas SLA/Bru (Brush, 2003).   

Por otro lado, las ratas HAB/LAB (Landgraf, 2003), derivadas de las Wistar, fueron 

seleccionadas por sus puntuaciones extremas en ansiedad incondicionada en el “laberinto 

en cruz elevado” (siendo las más ansiosas las HAB). Estas cepas presentan, además otras 

diferencias contingentes a la selección conductual, tales como: i) las ratas HAB mostraron 

mayor immunoreactividad en el núcleo medial de la amígdala (Fos) y estilo de 

afrontamiento pasivo, en comparación con las ratas LAB que mostraron un estilo de 

afrontamiento más activo y mayor actividad exploratoria.  ii) A nivel hormonal también se 

obtservan diferencias, puesto que las ratas HAB muestran niveles más altos de prolactina y 

de corticosterona tras un estrés  (p. ej. ver revisión Driscoll y cols., 2009; Landgraf y 

Wigger, 2003; Landgraf y cols., 1999, 2007; Wigger y cols., 2003).  

Hemos expuesto tres tipos, o ejemplos, de selección psicogenética diferencial de 

ratas en función de diferentes respuestas conductuales. Existen muchos más, tanto en ratas 

como en ratones de laboratorio (y otras especies). Con esto sólo pretendemos ilustrar que 

estos procedimientos generan “instrumentos”  -los pares de cepas de roedores seleccionadas 

bidireccionalmente- que son útiles para la investigación neurobiológica y neurogenética de 



INTRODUCCIÓN    

  

Página 33 

 

  

rasgos y respuestas diversas relacionadas con el estrés, la ansiedad o el miedo (u otras 

características o procesos complejos).  Del trabajo con estas cepas de ratas –o ratones- 

“bidireccionales” han surgido propuestas de “loci” cromosómicos (QTL) o de genes 

candidatos a regular la ansiedad, el miedo o la predisposición al estrés y la depresión (p. ej. 

Fernández-Teruel y cols., 2002b; Flint, 2003; Flint y cols., 1995; Landgraf y cols., 2007; 

Ramos y Mormede, 1998; Zhang y cols., 2005), y han supuesto, como mínimo, los 

primeros pasos para la elaboración de hipótesis genéticas o de estudios (neuro) genéticos de 

mayor envergadura y refinamiento metodológico (p. ej. Johannessson y cols., 2008; Ramos 

y cols., 1999; Vendruscolo y cols., 2006; Yalcin y cols., 2004).   

 

1.2.2 Estudios sobre ansiedad en ratas genéticamente heterogéneas: caracterización 

de las ratas N/Nih-HS 

El stock de ratas genéticamente heterogéneas N/Nih-HS (“National Institutes of 

Health Heterogeneous Rat Stock”), se estableció en la década de los ochenta del siglo XX 

para servir de base a estudios de selección (López-Aumatell, 2008), y proviene del cruce de 

ocho cepas Inbred: ACI/N (cepa híbrida de August y Copenhage), BN/SsN (ratas salvajes 

del Instituto Wistar, mutantes en el color), BUF/N,  F344/N y M520/N (ambas de ancestros 

desconocidos); y las cepas MR/N, WN/N y WKY/N que derivan de la cepa original de 

Wistar (Hansen y Spuhler, 1984; Figura 4). El stock de ratas N/Nih-HS (40 familias) 

proporcionadas por la Prof. Eva Redei del Centro de Medicina Comparativa (Nothwestern 

University, Chicago, USA), se estableció en nuestro laboratorio desde 2004 y, en 

colaboración con el grupo de investigación del Dr. J. Flint (Oxford), nuestro grupo de 

investigación ha mantenido la colonia de ratas N/Nih-HS  hasta la actualidad.   
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Figura 4.-Método de cruce genético de las cepas progenitoras de las ratas N/Nih-HS (imagen cedida 
amablemente a nuestro laboratorio por la Dra. Pernilla Stridh). 

 

La alta recombinación genética, tras más de 50 generaciones de ratas N/Nih-HS, 

permite realizar estudios de genética cuantitativa de caracteres/rasgos complejos (estudios 

de QTLs, “Quantitative Trait Loci”) con niveles de resolución mucho más elevados que los 

clásicos estudios basados en generaciones híbridas F2 que parten de dos cepas 

consanguíneas divergentes en algún rasgo concreto (como los ejemplos aportados en la 

sección anterior). Así, las ratas heterogéneas N/Nih-HS han devenido un instrumento único 

para el mapeo fino y de alta resolución de QTLs, permitiendo la localización de intervalos o 

secciones cromosómicas (QTL) de incluso <1Mb y, por tanto, permitiendo la potencial 

identificación de genes cuantitativos para rasgos complejos (o  “Quantitative Trait Genes”). 

Así lo confirman los indicios que proporcionan  estudios  genéticos  -aún en desarrollo-  

sobre parámetros óseos (osteoporosis, Alam y cols., 2011), repuestas/rasgos de 

ansiedad/miedo (Johannesson y cols., 2009), alteraciones renales (Solberg y cols., 2010a) y 

sobre diabetes (Solberg y cols., 2010b). 
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Las ratas N/Nih-HS muestran un perfil de comportamiento “defensivo” (o de 

“respuestas defensivas”; ver revisión de Gray y McNaughton, 2000) caracterizado por 

respuestas de afrontamiento predominantemente pasivas, con rendimiento pobre en 

situaciones de conflicto como la evitación activa en la “shuttle-box”, elevados niveles de 

miedo condicionado (y de “petrificación”), estilo conductual ansioso-depresivo y elevadas 

respuestas hormonales al estrés (Díaz-Morán y cols., 2012 –Anexo I de esta Tesis-;  López-

Aumatell y cols., 2008; 2009b; 2011; Vicens-Costa y cols., 2011). 

Debido a que las ratas N/NiH-HS son las que presentan mayor heterogeneidad 

genética entre las disponibles para la investigación de laboratorio, son fenotípica y 

genotípicamente adecuadas para estudios genéticos-cuantitativos y estudios de mapeo fino 

de QTLs (“Locus para Rasgos Cuantitativos” ó “Quantitative Trait Loci”) para rasgos de 

ansiedad, miedo y otros (Alam y cols., 2011; Johannesson y cols., 2009; López-Aumatell y 

cols., 2009b; Solberg y cols., 2010a-b). 

 

1.3 Aplicabilidad de los análisis genéticos en el estudio de la ansiedad 

1.3.1 Diferentes técnicas de análisis genético: los Locus para Rasgos Cuantitativos o  

“Quantitative Trait Locis” 

A principios de 2001 se publicaron los dos primeros borradores de la secuencia del 

genoma humano (Lander, 2001; Venter, 2001), que permitieron dar a conocer las 3.200 

millones de pares de bases que forman nuestro genoma nuclear. A partir de este 

descubrimiento, uno de los objetivos más importantes fue la identificación y localización de 

genes con expresión y funciones reguladoras de los mecanismos moleculares del 

comportamiento, de la emoción y de los procesos cognitivos en diferentes especies (Mei y 

cols., 2005; Wang y cols., 2003). 

A partir de los avances del análisis multivariante, el mapeo genético también podría 

probar hipótesis sobre los procesos psicológicos que dan lugar a los cambios en el 

comportamiento (Flint, 2003). En este sentido la complejidad que supone la investigación 

de la susceptibilidad genética humana a los trastornos mentales, ha sugerido que los rasgos 

psicológicos podrían estar determinados por el efecto conjunto de genes con implicaciones 
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mayores (“major genes”) y, de multitud de genes con influencias menores para los que las 

estrategias óptimas de detección/identificación requerirían el análisis de QTL a alta 

resolución (Fernández-Teruel y cols., 2002b; Flint y Mott, 2001; Flint y cols., 1995). 

Además, varios estudios apuntan, que los genes asociados al estrés podrían actuar en 

diferentes niveles de los mecanismos de respuesta (p.e. sobre la conducta de respuesta, en 

la percepción de los estímulos o en la experiencia subjetiva de la situación, Ramos y 

Mormède, 1998). Experimentos realizados con ratones (F2) seleccionados por presentar 

actividad extrema (alta/baja) en el test de Campo Abierto y en el laberinto en cruz elevado, 

confirmaron la implicación de tres locis (QTLs) en los cromosomas 1, 12 y 15 con 

influencias en la emocionabilidad/ansiedad de estos ratones (Flint y cols., 1995), siendo 

estos los primeros resultados relacionados con la vulnerabilidad psiquiátrica vinculada al 

miedo en ratones (Flint y cols., 1995). Posteriores estudios identificaron QTL en cinco 

cromosomas con implicaciones en comportamientos relacionados con ansiedad 

incondicionada, los QTL de los cromosomas 4 y 8 estaban implicados en actividad 

locomotora, y los QTL de los cromosomas 1, 15 y 18 influyen significativamente sobre 

comportamientos relacionados con la ansiedad (y respuestas autonómicas; Henderson y 

cols., 2004). 

Se han descrito varios QTLs, en los cromosomas 5 y 10 de rata (entre otros), 

implicados en el miedo condicionado y en el comportamiento de adquisición de la tarea de 

evitación activa en dos sentidos –ansiedad condicionada- (Fernández-Teruel y cols., 2002b) 

y, en concreto, se han identificado siete genes (mapeo fino del QTL en la posición 100 Mb 

del cromosoma 5) que podrían estar relacionados con el miedo y ansiedad condicionados en 

ratas, como son: el gen Tyrp1 (“tyrosinase-related protein 12”), Mpdz (“multiple PDZ 

domain protein”), Zdhhc21 (“zinc finger, DHHC-type containing 21”), RGD1561090, 

RGD1308059, RgD1565987 y Bat2d (“proline-rich coiled-coil 2C”)  (Johannesson y cols., 

2009, López-Aumatell, 2008).  

Debido a la heterogeneidad de las respuestas/rasgos de ansiedad y miedo en 

diferentes cepas de ratas, un mismo comportamiento puede implicar –o puede estar 

asociado a-  rutas génicas diferentes. Por ejemplo, las QTLs identificadas e implicadas en el 

comportamiento de adquisición de la tarea de evitación activa en dos sentidos (Fernández-

Teruel y cols., 2002b), no fueron correspondidas con los resultados de otros estudios en los 
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que se aplicaba el análisis de microarray (Zhang y cols., 2005). Estos autores concluyen 

que las pequeñas diferencias observadas en los genes Veli1 (“lin-7 homolog a (C. 

elegans)”) y SLC6A4 (“solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin, 

member 4”), Ptpro (“protein tyrosine phosphatase, receptor type, O”), Ykt6p e Id3a 

(“inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein”) contribuirían de 

manera relevante en las diferencias del comportamiento ansioso. Sin embargo, estos genes 

no están contenidos en las QTLs halladas por Fernández-Teruel y cols. (2002b), lo que 

podría deberse, por ejemplo, a las diferentes tecnologías utilizadas o a los diferentes 

“backgrounds” genéticos de las ratas estudiadas en cada caso. 

A pesar de la relativa juventud de estas metodologías, y de los resultados diferentes 

que a menudo se obtienen usando distintos procedimientos (o tipos de animales), los 

estudios genéticos basados en la tecnología del mapeo fino (de alta resolución) de QTLs en 

rata y ratón claramente indican la implicación de multitud de genes con funciones o 

influencia sobre los procesos psicológicos normales y los trastornos mentales (Flint y 

Shifman, 2008). Es de destacar, además, que el mapeo fino de QTL en ratones ya ha 

permitido la identificación de algún gen, como el RGS2 (“regulator of G-protein signaling 

2, 24kDa”),  que ha sido validado también en estudios con humanos como un gen 

cuantitativo con influencia sobre la ansiedad e introversión (ver Yalcin y cols., 2004, y   

Smoller y cols., 2008, para la validación en humanos; Fullerton y cols., 2008; Willis-Owen 

y Flint, 2007). 

 

1.3.2 Expresión genética diferencial a apartir del análisis de microarray: genes 

candidatos implicados en los trastornos de ansiedad 

Otro tipo de abordaje genético es la aplicación del análisis de microarray, que a 

finales siglo XX inició el camino en la investigación de los procesos moleculares 

subyacentes al procesamiento y almacenamiento de la información en el cerebro (p. ej. 

Dopazo, 2006; Irwin, 2001). Actualmente se emplean diferentes tipos de análisis de 

microarray en función del objetivo del estudio genético, como los análisis de microarray de 

ADN, los de hibridación genómica comparada y los análisis de microarray de expresión (p. 
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ej. Esteban y cols., 2008; Martínez-Conejero y Horcajadas, 2008; Rosa de la Cruz y cols., 

2009; Spisak y cols., 2007).  

Los análisis de microarray de expresión, se basan en la extracción del ARNm de los 

tejidos que se van a analizar y se convierte en ADN complementario (ADNc) por la acción 

de la enzima transcriptasa inversa. Éstas moléculas quedarán marcadas con fluorescencia 

(tintes de cianina Cy3 y Cy5) y serán las que se hibriden con el microarray. A partir de este 

procedimiento, se obtiene un nivel de expresión para cada gen, es decir, un grado diferente 

de fluorescencia. En los niveles cuantificados de ARNm, presentes en los tejidos, se pueden 

obtener los niveles de expresión de un gen determinado, de forma que una función celular 

alterada será la consecuencia de una alteración en el perfil de expresión génica celular (p. 

ej. Rentaría, 2007). Este tipo de análisis de microarray se aplica en genómica funcional, y 

en concreto, se emplea en la identificación de mecanismos fisiopatológicos o de los genes 

implicados en el origen de diferentes enfermedades, en la comparación de la expresión 

génica de tejidos concretos procedentes de diferentes individuos y en la obtención de 

multitud de valores de expresión genética para diferentes condiciones biológicas, 

El “microarray de expresión génica” es la técnica de análisis que hemos empleado 

en nuestros experimentos, dado que es la más aplicada en genómica funcional (Blohm y 

Guiseppi-Elie, 2001; Wang y cols., 2003). Los primeros trabajos se centraron en la 

diferenciación de la expresión genética (análisis de “clusters”) de conjuntos de genes que 

podrían subyacer a cambios en alguna función macroscópica, y posteriormente la 

investigación se centró en el estudio de la expresión genética diferencial bajo diferentes 

condiciones experimentales (ej. Dopazo, 2006). 

Este tipo de microarray permite la identificación de mecanismos fisiopatológicos a 

partir de la comparación de los patrones de expresión de miles de genes en paralelo, en 

varias muestras del mismo tipo de tejido, tanto a nivel basal como previamente sometidas a 

manipulaciones/condiciones experimentales diversas (Irwin, 2001; Martínez-Conejero y 

Horcajadas, 2008). Por este motivo ha mostrado ser un instrumento eficiente para el 

análisis, por ejemplo, de los mecanismos moleculares subyacentes (o consecuentes) a los 

estados de ansiedad/miedo y estados o rasgos relacionados (p. ej. Blohm y Guiseppi-Elie, 

2001; Ressler y cols. 2002; Wang y cols., 2003).  
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Los rasgos complejos de comportamiento se diferencian de las singularidades 

fenotípicas dependientes de un solo gen, en que presentan manifestaciones fenotípicas con 

gradaciones distribuidas de manera continua (ver revisión de  p. ej. Tobeña y Fernández-

Teruel, 2009). A principios del siglo XXI se empezaron a esclarecer las funciones de genes 

relacionados con los mecanismos moleculares subyacentes a la ansiedad. Se descubrió, por 

ejemplo, la implicación de la proteína microtubular asociada -MAP-, la de genes 

relacionados con neurotransmisores (GABA, serotonina, norepinefrina y dopamina), así 

como vinculados a receptores de serotonina -5HT3-, receptores de colecistoquinina y 

sistemas neuropéptidos (Wang y cols., 2003). En un modelo de ansiedad en que se inducen 

respuestas de petrificación en ratas por exposición a olor de gato (Wang y cols., 2003) se 

detectaron 54 genes con diferencias significativas entre las dos cepas de ratas estudiadas 

(16/sobre-expresados y 38/sub-expresados). Las ratas menos ansiosas, las Sprague-Dawley 

(SD), presentaron sobre-expresión del gen asociado a la actividad reguladora de 

citoesqueleto (ARC) y del factor trófico NGFI-A, así como sub-expresión del gen 5HT3R, 

en comparación con las ratas más ansiosas (las de la cepa PVG; Wang y cols., 2003). Por 

otra parte, en un modelo animal de Trastorno por Estrés Postraumático (TEPT) se 

identificaron 31 genes expresados diferencialmente y en paralelo a los cambios observados 

en las ratas con síntomas de TEPT,  observándose sobre-expresión del gen receptor 5-HT2C 

y de la enzima “angiotensin I-converting enzyme” en dichas ratas (Harada y cols., 2008). 

Estudios neuroanatómicos y de comportamiento han demostrado que el complejo 

amigdalino y estructuras como el hipocampo, son componentes esenciales en las vías 

neurales mediadoras de emociones como el miedo (en particular, el miedo condicionado) y 

la ansiedad, o de procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria (ver trabajos de p. 

ej. Gray y McNaughton, 2000; LeDoux, 1996; 2000; Davis, 1997; así como Blalock y cols., 

2003; Dent y cols., 2001; Ressler y cols. 2002).  Experimentos de miedo condicionado (o 

de respuestas relacionadas con el mismo) en los que se aplicó el análisis de microarray, 

hallaron diferencias de expresión genética en hipocampo y amígdala (D’Agata y Cavallaro, 

2002; Mei y cols., 2005; Zhang y cols., 2005), siendo interesante el hecho de que algunos 

de dichos genes se hallan  involucrados en la regulación de receptores ionotrópicos, como 

el receptor GABAA (GABARAP), cuyo papel en la ansiedad es notorio. La regulación a la 

baja de este receptor en la amígdala, posterior a la inducción de miedo condicionado, 
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sugirió, según los autores, que el efecto inhibitorio del GABA decrecería para permitir un 

incremento en la excitabilidad sináptica (Mei y cols., 2005). 

 También se han encontrado asociados al miedo aprendido en ratas, por ejemplo, el 

complejo actina-actinina,-CaMKII-, que interactúa con el receptor antagonista AMPA –

CNQX-, la proteína fosfatasa A2 –PP2A-, que los puede desfosforilar, y el gen relacionado 

con el “cromosoma X frágil” –FXR1- (Paradee y cols., 1999). Ratones mutantes 

“knockout” para este gen, muestran un déficit significativo en la formación de la memoria 

relacionada con el miedo condicionado.  

Estudios sobre el condicionamiento clásico de miedo han aportado gran parte del 

conocimiento actual sobre la memoria emocional. Por ejemplo, en el estudio de Mei y cols.  

(2005) hallaron 222 genes, relacionados con el miedo condicionado y que presentaban 

expresión diferencial en amígdala (123/sobre-expresados y 99/sub-expresados).  De ellos, 

el 22% presentó funciones relacionadas con la adhesión celular y la estructura proteínica 

(por ejemplo: α-actina, β-tubulina y proteínas microtubulares asociadas -MAP4-).  

Otros genes, como el “astrocyte-specific connexin-30” –Cx30-, relacionado con 

funciones gliales, pueden cambiar su expresión en respuesta al miedo condicionado  (Rash 

y cols., 2001). De modo parecido ocurre con genes implicados en la formación de mielina, 

como la “myelin-associated oligodendrocytic basic protein” –MOBP- (McCallion y cols., 

1999), “proteolipid protein” –PLP- (Yool y cols., 2001) y “oligodendrocyte-specific 

protein” –OSP- (Bronstein y cols., 1996). Por último, el gen activador del transcrito Egr-1 

en rata mostró incrementos en sus niveles de expresión tras el condicionamiento de miedo, 

y la administración de diazepam provocó el bloqueo de este incremento y la reducción de la 

ansiedad (Letwin y cols., 2006). 

Por otra parte, en estudios sobre los mecanismos moleculares subyacentes a la 

respuesta de estrés se han identificado genes candidatos con funciones moduladoras 

relevantes, por ejemplo en algunos estudios mostraron que las exposiciones prolongadas a 

niveles elevados de glucocorticoides por administración exógena, por estrés crónico o como 

consecuencia de la depresión, provocaron daño neural y alteraciones en la expresión génica 

del hipocampo (Brown y cols., 2004; Kajiyama y cols., 2010; González-Pérez y cols., 

2001). Es sabido que el factor liberador de corticotropina (CRF) es clave en la respuesta de 
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estrés y en la actividad del eje HPA. En este sentido, algunos estudios han mostrado como 

las exposiciones a estrés agudo incrementaron la expresión genética de CRFR1 (receptor 

del CRF) a través de la vía MEK-ERK1/2 (proteína quinasa que activa el factor de 

transcripción nuclear -ERK-) en el córtex prefrontal (Meng y cols., 2011). 

En un estudio de estrés crónico (“inmovilización” durante 2-8 horas al día, 14 días), 

Kim y Han (2006) identificaron, en amígdala de ratones C57BL/6j, sub-expresión del gen 

relacionado con la hormona estimulante de la glándula tiroides (TSH) y con otros genes 

involucrados en factores de crecimiento, mientras que el gen de la hormona liberadora de la 

tirotropina (TRH) se mostró sobre-expresado. 

Por último, también se han identificado genes relevantes en el campo de 

investigación de la ansiedad en tareas aversivas (instrumentales) que implican un alto grado 

de conflicto condicionado y, por tanto, de ansiedad. Así por ejemplo en la comparación de 

la expresión génica hipocámpica entre las cepas de ratas “Syracusa” de alta vs baja (SHA y 

SLA, respectivamente) tasa de evitación activa en dos sentidos (tarea cuya velocidad de 

adquisición se relaciona inversamente con los niveles de ansiedad), se identificaron ocho 

genes con expresión diferencial (entre las ratas SHA y SLA) como los más sugerentes 

candidatos (SLC6A4, Veli1, SLC3a1, Ptpro, Id3a, Ykt6p, Aldh1a4 and CD74) a poseer  

implicación relevante en el comportamiento de miedo y/o ansioso-depresivo en ratas 

(Zhang y cols., 2005). Es particularmente interesante el caso del gen SLC6A4 (receptor 

transportador de la serotonina), implicado en la vulnerabilidad al estrés y la depresión en 

humanos y en animales, así como el hecho de que los genes Synapogyrin1 y Rab1b, 

también expresados diferencialmente en el estudio de Zhang y cols (2005), presentaron 

cambios de expresión en hipocampo de ratas sometidas a un aprendizaje de evitación 

pasiva y a otro tipo de aprendizaje espacial (Cavallaro y cols., 2002; D’Agata y Cavallaro, 

2003;  Zhang y cols., 2005). Es preciso ser cautos en la interpretación de estos resultados y 

de dichas coindicencias, puesto que se han obtenido empleando ratas no entrenadas y 

seleccionadas genéticamente, en un caso, y en ratas entrenadas y no seleccionadas en los 

otros casos. Algunas diferencias encontradas entre estudios podrían deberse a estas 

diferencias metodológicas, entre otras. Por ejemplo, el estudio de Sabariego y cols. (2011) 

halló diferencias en la expresión (entre otros genes) cerebral de CamkIIb entre las ratas 

(seleccionadas genéticamente) RHA-I y RLA-I (poco y muy ansiosas, respectivamente), y 
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la expresión diferencial de dicho gen se observó también en la amígdala o el hipocampo en 

los estudios de miedo condicionado o “derrota social” de Mei y cols. (2005) y Kabbaj y 

cols. (2004), respectivamente.  No obstante, en otros estudios en los que el nivel de miedo o 

ansiedad de los animales varía, sea por selección previa o por manipulación experimental, 

el gen CamkIIb  no apareció diferencialmente expresado en amígdala, hipocampo o corteza 

cerebral íntegra (p. ej. D’Agata y Cavallaro, 2003; Wang y cols., 2003; Zhang y cols., 

2005).   

 Además, otra dificultad en la interpretación de los resultados de microarray viene 

dada por el hecho de que algunos genes, como es el caso de Veli1 (Zhang y cols., 2005), 

tienen dos isoformas homólogas en el hipocampo, cada una con distribuciones diferentes 

(Misawa y cols., 2001; Peng y cols., 2003).  

Puesto que la amígdala y el hipocampo son dos estructuras clave a nivel estructural 

y funcional en la circuitería de la ansiedad (p. ej. Gray y McNaughton, 2000; LeDoux, 

1996; McNaughthon, 1997), y los resultados obtenidos en cepas las RHA-I y RLA-I 

mostraron diferencias en expresión genética central relacionada con ansiedad/frustración 

(Sabariego y cols., 2011), la presente tesis pretendió ser la continuación lógica de dicho 

trabajo. Para ello se ha analizado la posible existencia de genes candidatos con elevada 

capacidad predictiva en comportamientos relacionados con la ansiedad in/condicionada. Se 

ha empleado el stock  de ratas N/Nih-HS, genéticamente heterogéneas, dado que a 

diferencia del resto de líneas/cepas empleadas hasta ahora, las ratas N/Nih-HS constituyen 

un instrumento único para la obtención de marcadores genéticos relacionados con fenotipos 

complejos (Johannesson y cols., 2009). Esto se debe a que su heterogeneidad génica les 

confiere un nivel de recombinación genética excepcional en comparación con las 

líneas/stocks de ratas “inbred”, lo que aumenta de forma considerable la potencia y la 

generalización de los resultados que podamos obtener (Alam y cols., 2011; Flint, 2003; 

Johannesson y cols., 2009). 
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Objetivos generales de la tesis: 

 

a) Estudiar el perfil conductual “ansioso-depresivo” en ratas genéticamente 

heterogéneas N/Nih-HS y compararlo con el de las cepas de ratas  RLA-I (muy 

ansiosas) o RHA-I (poco ansiosas). 

 

 

b) Realización de la primera caracterización hormonal de las ratas N/Nih-HS en 

respuesta a un estrés. Estudio de las relaciones entre hormonas relacionadas con la 

respuesta de estrés y el estilo de afrontamiento pasivo en test de ansiedad, de miedo 

o comportamientos relacionados con síntomas depresivos. 

 
 

c) Realizar estudios de expresión génica diferencial, en ratas N/Nih-HS extremas 

(bajas o altas) en cuanto a sus niveles de ansiedad,  en áreas cerebrales específicas 

relacionadas con la circuitería de la ansiedad/miedo y el estrés, como la amígdala y 

el hipocampo, con objeto de establecer algún posible “gen candidato” con influencia 

significativa sobre los perfiles conductuales o de “temperamento” en estudio. 
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ESTUDIO 1 (Octubre-Diciembre/2010):  

Objetivos específicos:  

a) Continuar con la caracterización de las ratas N/Nih-HS, evaluando su nivel de 

ansiedad, miedo aprendido y estilo de afrontamiento en comparación con las cepas 

de ratas RHA-I y RLA-I.   

b) Estudiar la respuesta del eje HPA y los niveles de prolactina de las ratas N/Nih-HS 

ante una situación de estrés y compararlas con las respuestas hormonales de las 

cepas RHA-I y RLA-I.   

Hipótesis: 

a) Los resultados de estudios previos, indicativos de un estilo de afrontamiento pasivo 

en los animales N/Nih-HS, permiten esperar que estas ratas mostrarán un perfil 

conductual más cercano a las ratas RLA-I (muy ansiosas, pasivas) que a las ratas 

RHA-I (poco ansiosas, proactivas), en la batería de pruebas conductuales registrada.  

b) También en función de estudios previos es esperable una mayor respuesta hormonal 

post-estrés (prolactina, corticosterona y ACTH) en las ratas RLA-I y N/Nih-HS que 

en las RHA-I.  

c) Si las respuestas hormonales (basales y en respuesta a una situación de novedad) 

están relacionadas con la ansiedad o el miedo condicionado, es esperable que esto se 

refleje en asociaciones factoriales significativas entre tales respuestas endocrinas y 

variables de ansiedad del Laberinto Circular Elevado, el test de la “Caja nueva” y la 

adquisición de la evitación activa en dos sentidos en la “Shuttle-box”.  
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ESTUDIO 2 (Julio-Diciembre/2011)  

 

Objetivos específicos: evaluación de las ratas N/Nih-HS en el test de Campo Abierto, y 

comparación con las cepas RHA-I/RLA-I, con objeto de obtener una primera 

caracterización de la conducta exploratoria horizontal y vertical ante la novedad, así como 

de las respuestas de acicalamiento (“self-grooming”), en las ratas N/Nih-HS. 

Hipótesis: 

a) En función de estudios previos es esperable que las ratas N/Nih-HS y RLA-I 

presenten menor conducta exploratoria ante la novedad (en el test de Campo 

Abierto) que las ratas RHA-I. 

 

b) Si como indica parte de la literatura previa, las respuestas de acicalamiento (“self-

grooming”) en situación de novedad tienen relación con los niveles de ansiedad y 

estrés de las ratas, es esperable que las N/Nih-Hs muestren mayor nivel de 

respuestas de acicalamiento que las ratas RHA-I. A su vez, se espera que el perfil de 

respuesta de acicalamiento de las ratas N/Nih-HS sea similar al de la cepa RLA-I. 

 

c) Si la conducta exploratoria y las respuestas de acicalamiento (“self-grooming”) en 

el test de Campo Abierto están relacionadas con la ansiedad o la temerosidad (en 

respuesta a la novedad), es esperable que esto se refleje en asociaciones factoriales 

significativas entre dichas conductas y variables de ansiedad del Laberinto Circular 

Elevado.  
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ESTUDIO 3 (Enero/2011-Septiembre/2012)  

 

Objetivos específicos:  

Estudio de la expresión génica diferencial, en amígdala e hipocampo de ratas N/Nih-HS, en 

función de sus niveles altos o bajos de ansiedad.  

 

Hipótesis: 

Puesto que amígdala e hipocampo son estructuras implicadas en la regulación de la 

ansiedad y el miedo, es esperable hallar diferencias significativas en la expresión génica  

entre ratas N/Nih-HS con respuestas de ansiedad/miedo extremas.   
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3.1 Metodología general  

En todos los experimentos que siguen se utilizaron ratas macho de las cepas o stock 

RHA-I/RLA-I y N/Nih-HS. Los animales se  estabularon en grupos de dos y del mismo 

sexo, en jaulas estándar de macrolon (50 x 25 x 14 cm.). El cambio y limpieza de las jaulas 

se realizó una vez por semana. La temperatura se mantuvo constante a 22 ± 2º C y la 

humedad al 50-70%. Las ratas tuvieron acceso a comida y bebida “ad libitum”. El ciclo de 

luz/oscuridad fue de 12 horas, con inicio de la fase de luz a las 8:00 h. 

El protocolo experimental que se describe a continuación fue aprobado por el 

comité ético de la Universidad Autónoma de Barcelona, Communities Council Directive 

(86/609/EEC), de acuerdo con la legislación española sobre “Protección de los animales 

para experimentación y otras aplicaciones científicas”.  

A continuación se describen los procedimientos de los diferentes experimentos por 

separado y más pormenorizadamente. 

 

3.2 Estudio 1 (Octubre-Diciembre/2010)  

 

Características de la muestra 

Se utilizaron un total de 128 ratas machos, de tres cepas diferentes mantenidas en 

nuestro laboratorio: dos cepas consanguíneas Roman High- (RHA-I, n= 14) y Low-

Avoidance (RLA-I, n= 14), y una cepa genéticamente heterogénea “N/Nih-HS” (n= 100).  

A efectos de incluir animales “control/basal” para los análisis de expresión génica 

(microarray) se reservaron 6 ratas RHA-I,  6  ratas RLA-I  y 12  ratas N/Nih-HS, de la 

misma edad y sexo, que no fueron sometidas a ningún tipo de test. Al inicio del 

experimento los animales tenían aproximadamente entre 100-120 días de vida y entre 320-

375 g. de peso. 
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En un estudio independiente (Anexos - Artículo 1) se evaluó el “estilo de 

afrontamiento” de las tres cepas de ratas en el Test de Natación Forzada, utilizado como 

modelo animal para la selección de antidepresivos y en el que, presumiblemente, las 

conductas relativas de inmovilidad o “lucha/escape” son indicadoras de aspectos que 

podrían estar relacionados con alguna sintomatología depresiva.  

 

Diseño experimental  

Se utilizaron los tres grupos experimentales mencionados y, de forma 

contrabalanceada por día y hora, se administraron a todos los grupos las pruebas 

conductuales y hormonales (ver a continuación). Se incluyeron medidas repetidas (pre/post) 

de las extracciones de muestras hormonales.  

 

Procedimiento 

En primer lugar se realizó la caracterización conductual a todas las ratas 

experimentales (n = 128), con el siguiente orden de aplicación: el Laberinto Circular 

Elevado, el test de la “Caja nueva” y la tarea de la adquisición de la respuesta de evitación 

activa en dos sentidos. Durante el fenotipado conductual, se obtuvieron muestras de la 

respuesta hormonal antes y después de la realización del test de la “Caja nueva” (para más 

detalle ver “Análisis hormonal”). Una vez finalizó la fase de registro conductual, se 

sacrificaron y diseccionaron todas las ratas de la muestra, para realizar los análisis de 

microarray posterior descrito en el procedimiento del Estudio 3 (Figura 5).  
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Figura 5.- Esquema general del estudio. 
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1º.- Fenotipado conductual 

El experimento se realizó en la fase de luz del ciclo, de 9:30 a 18:00 (en el caso del 

test de la “Caja nueva”, se realizó entre las 9:30 y 13:00 a.m., para evitar interferencias en 

la extracción de la muestras en la respuesta hormonal). Se realizaron tres pruebas 

conductuales, espaciadas entre una y tres semanas entre ellas. En la Tabla 4 se muestra la 

representación esquemática del procedimiento conductual y hormonal llevado a cabo.  

 

Tabla 4.- Planning temporal experimento: fase de fenotipado conductual y extracción 
de las muestras de sangre. 
Días: 1º - 6º Días: 7º - 9º Días: 13º - 23º Días: 34º - 51º 

Laberinto Circular  
Elevado 

Extracción de las 
muestras de sangre 
(estado basal) 

Test de la “Caja nueva” Tarea de 
“Shuttle-box” 

    
Extracción de las muestras 
de sangre (post-stress)   

 

 

Batería y orden de pruebas conductuales 

- Tests conductuales:  

 

a) Laberinto Circular Elevado (Elevated “zero-maze”; Pähkla Kask, y Rägo, 2000; 

Shepherd y cols., 1994; López-Aumatell y cols., 2008, Figura 6). Está compuesto por una 

plataforma circular de 10 cm. de ancho y 105 cm. de diámetro, con dos sectores abiertos y 

dos cerrados (con paredes de 40 cm. de altura). La prueba está situada en una habitación 

negra, iluminada con luz roja (50 lx). 
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Procedimiento: se debe colocar cada animal (uno de cada vez) sobre el laberinto, a la 

entrada de un espacio cerrado (de cara a él), momento a partir del cual se enciende el 

cronómetro que medirá la duración total de la 

sesión, y quedará grabado a partir de una cámara 

que está situada en el techo de la sala. Los 

investigadores deben colocarse en el exterior de la 

habitación, y realizar el registro de las siguientes 

conductas durante cinco minutos (Tabla 5).  

 

 

 

 

b) Actividad en situación de novedad automatizada o test de la “Caja nueva” (tipo 

“open-field” cuadrado;  test de ansiedad/emotividad/miedo y de habituación a un entorno 

nuevo, Aguilar y cols., 2002, Figura 7). Está compuesto de una jaula de plexiglás 

transparente (40 x 40 x 40 cm.), con  una placa horizontal negra en su interior, dividida por 

dos cuadros con células fotoeléctricas, que detectan el movimiento y permiten medirlo 

automáticamente. La prueba está situada en una habitación blanca iluminada.  

Procedimiento: se colocan los animales sobre la placa horizontal y se registra la actividad 

espontánea horizontal y vertical, durante 20 minutos. El registro y desarrollo de la prueba 

Tabla 5.-Repertorio conductual registrado en el "Laberinto Circular Elevado" 
1. Latencia de la primera entrada en los espacios abiertos. 
2. Número de veces que entran en los espacios abiertos. 
3. Tiempo total en los espacios abiertos. 
4. Número de “stretched attend postures” (postura de aproximación al sector abierto: 

asomar la mayoría del cuerpo hasta las patas traseras, en el espacio abierto). 
5. Número de cruces. 
6. Número de "head dips" (asomar la cabeza hasta las orejas por el borde del laberinto, 

hacia el suelo). 
7. Número de defecaciones. 

Figura 6.-Laberinto Circular Elevado. 
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se monitoriza a través del programa de ordenador creado para esta prueba, con el que se 

almacena la actividad registrada, para su análisis posterior en bloques de cinco minutos 

(Panlab).  

 

 

 

 

 

 

 

c) Miedo condicionado y adquisición de la respuesta de evitación activa en dos 

sentidos durante la tarea de  “Shuttle-box” (Letica; Fernández-Teruel y cols., 1991, Figura 

8-9). Está compuesto por una caja rectangular con dos compartimentos iguales (25 x 25 x 

28 cm.), con una obertura en medio de 8 x 10 cm. La caja está aislada del exterior a partir 

de un extractor interno, y contiene una rejilla metálica en el suelo, a partir de la cual los 

animales reciben la descarga eléctrica. Está situada en una habitación blanca iluminada y el 

procedimiento se lleva a cabo, a partir del diseño de la sesión en el ordenador. 

Procedimiento: el animal primero pasará por periodo de habituación (sin 

estimulación) de cuatro minutos, a partir del cual se iniciará el proceso de 

condicionamiento. Primero aparecerá un tono de 63 dB junto con una luz de 7 W durante 

10 segundos (estímulos condicionados, EC), seguido de una descarga eléctrica de 0.7 mA 

durante 20 segundos (estímulo incondicionado, EI). El periodo entre ensayos será de 60 

segundos, en los que no recibirá ningún estímulo. El animal puede evitar recibir la descarga 

eléctrica, si cambia de compartimento tanto durante del EC como del EI, aunque es 

Figura 7.-Test de la “Caja nueva”. 

http://www.panlab.com/javaScript/popup4.php?producto=IR ACTIMETER&tipo=hard&id=9&imagen=/panlabWeb/Hardware/IR ACTIMETER/LIR ACTIMETER9&rotulo=Actimeter (Activity + Rearin


MATERIALES Y MÉTODOS 

      

  

Página 56

 

  

necesario para conseguir que 

asocie el EC al EI, que el 

animal como mínimo reciba en 

los primeros trials algo del EI 

(no es necesario todo el 

intervalo de tiempo); de forma 

que el animal con mayor nivel 

de aprendizaje realizaría un 

máximo de 49 evitaciones (ver 

Tabla 6, para definición 

operativa de conductas). 

A continuación en la Figura 9, se representa cada ensayo de la sesión. 

 

Figura 9.-Esquema conductual de cada ensayo en una sesión de la tarea de Shuttle-box. 

 

Las sesiones se compusieron de 50 ensayos cada una, con una duración total 

oscilante entre 60 y 75 minutos, variable en función de la respuesta de cada animal (número 

de evitaciones/escapes). A continuación se muestra el repertorio conductual que se registró 

(Tabla 6). 

 

 

Figura 8.-Prueba de Shuttle-box. 
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Tabla 6.-Repertorio de conductas registrado en la tarea de "Shuttle-box" 
1. Número de evitaciones (evitación: cruce al otro compartimento durante la 

presentación del EC, antes del inicio del EI). 
2. Número de escapas (escape: cruce al otro compartimento una vez se ha iniciado 

la presentación del EI). 
3. Número de cruces de compartimento entre ensayos (durante el periodo inter-

trial). 
4. Número de cruces de compartimento durante el periodo de habituación. 
5. Tiempo de petrificación o "freezing" en inter-trials (del 2º al 6º) (conducta de 

petrificación: ausencia de cualquier movimiento corporal salvo el movimiento 
vegetativo de la presión cardíaca y la respiración). 

6. Número de defecaciones. 
7. Latencia en el cambio de compartimento. 
8. Número de "Freezing - none real" (número de ensayos con ausencia de cruces 

de compartimento durante el EI, es decir número total de fallos de escapada). 
 

 

La batería conductual descrita se seleccionó para el registro conductual de este 

experimento por los siguientes motivos 

- Laberinto Circular Elevado: se aplicó esta prueba incondicionada para poder comparar 

con resultados previos y por las correlaciones que tiene con otras pruebas de ansiedad 

incondicionada como la Caja Blanca-Negra (CBN), y con pruebas de ansiedad 

condicionada como la prueba de “shuttle-box” (López-Aumatell y cols., 2009 a, b). 

- Test de la “Caja nueva”: se administró esta prueba de ansiedad incondicionada, porque 

permite: (a)  recoger muestras hormonales post-estrés sin alterar la respuesta de estrés, ya 

que tiene 20 mintuos de duración, (b) comparar con resultados previos de nuestro 

laboratorio (López-Aumatell y cols., 2008), y (c) registrar de forma automática la actividad 

horizontal y vertical que realiza la rata en ese tiempo.  

- Prueba de Shuttle-box: esta prueba se seleccionó por varios motivos: (1) Robustez en el 

registro de comportamientos relacionados con la ansiedad y miedo condicionados. (2) las 

ratas Romanas fueron seleccionadas por el estilo de afrontamiento que desarrollan en esta 

prueba, con lo que sirve como referencia en la interpretación de los resultados de las ratas 
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N/Nih-HS (Fernández-Teruel y cols., 1991). Y (3) en este experimento, las ratas N/Nih-HS 

se seleccionaron en función del número de evitaciones que realizaron durante esta prueba.  

 

2º Análisis hormonal 

Se extrajeron en los tres grupos de ratas experimentales, muestras hormonales 

(basales y posteriores a una situación de novedad) de corticosterona, prolactina y ACTH. 

La obtención de muestras de sangre se obtuvo a partir de un corte en la cola de 

aproximadamente 2 mm. (200 µl), y posteriormente se guardaron las muestras en tubos de 

2.0 ml. (Eppendorf, Hamburg, Germany). Una vez obtenido el sérum (diferenciado del 

plasma por centrifugación), se guardaron en el congelador de -80 ºC.  

La extracción de sangre se realizó de 9:30 a 13:00 de la mañana, y una semana más 

tarde todos los animales se expusieron durante 20 minutos a una situación de novedad por 

medio del test de la “Caja nueva” (Tabla 4) e inmediatamente posterior se les realizó la 

extracción de sangre post-estrés (tiempo máximo entre el fin de la prueba y la extracción de 

sangre de dos minutos por rata, Tabla 4).  

Se empleó la técnica ELISA (“enzyme linked inmuno sorbent assay”), como 

procedimiento de ensayo inmunoenzimático. El lector utilizado para los análisis por ELISA 

fue EMS Reader MF V.2.9-0 y los reactivos utilizados para cada hormona fueron los 

siguientes: 

o Parámetro de la prolactina (ntotal = 184; basal, n = 107 y post-stress, n = 

77), se empleó el “Prolactin Rat ELISA” (“Demeditec Diagnostics GmbH”; Alemania). 

 

o Parámetro de la corticosterona (ntotal = 230; basal, n = 123 y post-stress, n = 

107), se utilizó el reactivo “Corticosterone EIA” (“Immunodiagnostic Systems Ltd”, 

IDS Ltd; Boldon, Reino Unido). 
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o Parámetro del ACTH (ntotal = 33; basal, n = 16 y post-stress, n = 17), se 

aplicó el kit ACTH por Immulite® (Siemens). El aparato utilizado para obtener los 

resultados fue el Immulite® 1000 (Siemens).  

 

3º Análisis estadístico de los resultados conductuales y hormonales 

 

A partir del programa estadístico SPSS 17.0, se realizó un análisis descriptivo de los 

resultados de las tres cepas en cada prueba conductual y de los resultados hormonales. 

También se aplicó un MANOVA sobre los datos hormonales, analizando el tipo de cepa 

como factor inter-sujetos, el tiempo (diferencias pre y post stress) como factor intra-sujetos 

y la interacción posible entre ellos.  

Se analizaron los datos conductuales, a partir de la aplicación del one-way ANOVA 

junto con la prueba post hoc de Duncan (diferencia significativa definida a partir de 

p<0.05). Y se aplicaron pruebas t de Student, para la comparación de medias entre grupos 

independientes. 

Posteriormente, se calculó la matriz de correlaciones (Pearson’ correlation 

coeffient) con rotación oblicua (oblimin directo), en el que se comparaba el repertorio de 

conductas registradas de cada test aplicado y las variables hormonales (basal y post-stress 

de corticosterona, prolactina y ACTH). Y finalmente, se realizó un análisis factorial 

exploratorio a partir de un total de 14 variables, para los datos de la cepa N/Nih-HS. A 

partir del test de sedimentación de Cattle (Cattell’s Scree Test), se realizó un segundo 

análisis factorial aplicando la reducción de dos factores.  
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3.3 ESTUDIO 2 (Julio-Diciembre/2011)  

 

Características de la muestra 

Se  emplearon un total de 114 ratas machos, de tres cepas diferentes mantenidas en 

nuestro laboratorio: dos cepas consanguíneas Roman High- (RHA-I, n= 12) y Low-

Avoidance (RLA-I, n= 12), y una cepa genéticamente heterogénea “N/Nih-HS” (n= 90). Al 

inicio del experimento los animales tenían aproximadamente entre 3.5 meses de edad y 

entre  291,24 ± 4,6 (media + ES) de peso.  

Diseño 

Se administró de forma contrabalanceada las pruebas conductuales a los tres grupos 

experimentales mencionados. 

Procedimiento  de evaluación conductual 

1ºTest de Campo Abierto o “Open-field test” (Gray y Lalljee, 1974; Broadhurst, 1957; 

1958a; 1958b; 1975, Figura 10). Está 

compuesto por una plataforma circular  de 82,5 

cm. de diámetro, con paredes alrededor de todo 

el diámetro de 34 cm. de altura. La prueba está 

situada en una habitación negra, iluminada con 

luz blanca (65 lx). La plataforma horizontal 

está dividida en línias negras de 2 mm, que 

forman 19 secciones cuadradas.  

Procedimiento: se debe colocar cada animal 

(uno de cada vez) sobre el mismo lado del test 

cada vez, de forma que el animal debe quedar 

orientado de forma paralela a las paredes del 

test, momento a partir del cual se enciende el cronómetro que medirá la duración total de la 

Figura 10_Test de campo abierto. 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b5/OF.j
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sesión (5 minutos), y quedará grabado a partir de una cámara que está situada en el techo de 

la sala. El registro de las conductas se realizó a partir de las grabaciones realizadas 

previamente. Se registraron las siguientes variables conductuales: número total de 

desplazamientos verticales (“rearings”), número total de cruces entre las secciones, tiempo 

de petrificación (“freezing”), número de SAP y duración total de la conducta de 

acicalamiento (“grooming”). 

La conducta de SAP se ha definió como la postura que adopta el animal cuando 

extiende su cuerpo (pasando como mínimo las orejas y como máximo, tres patas) a través 

de una de las líneas de separación entre las secciones. 

En este experimento se escogió el test de Campo Abierto debido a su amplia 

trayectoria en numerosos estudios de conducta (Gray y Lalljee, 1974; Broadhurst, 1975; 

1958a; 1958b; 1975; Aguilar y cols., 2002) y en los resultados obtenidos en las ratas 

Romanas (Steimer y Driscoll, 2003; Fernández-Teruel y cols., 1992a).  

2º Laberinto Circular Elevado (Elevated “zero-maze”; Pähkla y cols., 2000; Shepherd y 

cols., 1994; López-Aumatell y cols., 2008). 

 

Análisis estadístico 

Se realizó el análisis descriptivo de los resultados de los dos test conductuales en las 

tres cepas de ratas y se analizaron los datos conductuales, a partir de la aplicación del one-

way ANOVA junto con la prueba post hoc de Duncan (diferencia significativa definida a 

partir de p<0.05). Y se aplicaron pruebas t de Student, para la comparación de medias entre 

grupos independientes. 

Se calculó la matriz de correlaciones y un análisis factorial con rotación oblicua 

(oblimin directo), aplicado a las 11 variables seleccionadas y sobre la muestra de ratas 

N/Nih-HS (SPSS Windows, 17.0, SPSS Inc., USA). De acuerdo con trabajos previos 

(López-Aumatell y cols., 2008; 2009a) el siguiente paso fue reducir la solución factorial 

inicial a una solución con el mínimo y significativo número de factores independientes 
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entre sí (método oblimin directo), a partir del resultado obtenido con el test de 

sedimentación de Catell (para más detalle del procedimiento factorial ver Aguilar y cols., 

2002; López-Aumatell y cols., 2008).  La muestra de ratas N/Nih-HS fue dividida por sus 

respuestas extremas en variables del Campo abierto como el tiempo de “grooming” y de 

“freezing” (media ± 1 desviación estándar, respectivamente). Se aplicó la prueba t de 

Student para muestras independientes, debido a nuestra hipótesis previa sobre la extrema 

respuesta en el comportamiento exploratorio durante la prueba del Laberinto Circular 

Elevado. Se realizaron comparaciones entre los tres stocks de ratas en el Laberinto Circular 

Elevado a partir de los resultados de los experimentos acumulados durante los últimos dos 

años. 
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3.4 ESTUDIO 3 (Enero/2011-Septiembre/2012)  

 

Disección y extracción de estructuras cerebrales 

En el Estudio 3, se seleccionaron tres grupos de ratas N/Nih-HS (a partir de la 

muestra de ratas del Estudio 1) por su nivel de ansiedad/miedo condicionado, según el 

número de evitaciones (media total muestra, de 4,4 evitaciones y desviación típica de 6,6, 

n= 100) que presentaron durante una sesión en la tarea de shuttle-box (50 ensayos). Se 

dividieron las ratas seleccionadas en tres grupos: 1. Extremo inferior (Grupo de Alta 

ansiedad): se escogieron al azar 4 ratas con una desviación típica por debajo de la media en 

el número de evitaciones, es decir que hubieran hecho 0 evitaciones durante la tarea de 

“Shuttle-box”. 2. Grupo intermedio (Grupo de moderada ansiedad): se seleccionaron 3 

ratas en función de sus valores en el número de evitaciones (durante la tarea de “Shuttle-

box”) que fueran inmediatamente superior, inferior e igual a la media (es decir entre 4 y 6 

evitaciones). Y 3. Extremos inferior (Grupo de Baja ansiedad): se escogieron al azar 7 ratas 

que presentaran más de una desviación típica por encima de la media en el número de 

evitaciones (es decir, igual o mayor a 12 evitaciones). 

Se e empleó la guillotina como método de sacrificio, no utilizando ningún 

eutanásico químico para evitar cualquier daño en las estructuras diseccionadas. Una vez se 

sacrificó cada rata, se procedió a la extracción del cerebro entero y refrigeración durante 

cinco minutos en el congelador (-18 ºC), a partir del cual se procedió a la disección de las 

siguientes estructuras: hipocampo, amígdala, núcleo accumbens, córtex prefrontal, córtex 

prefrontal medial (córtex prelímbico) y córtex cingulado. Las muestras se guardaron en 

tubos de 2.0 ml. (Eppendorf, Hamburg, Germany), en el congelador de -80 ºC (en cajas de 

9x9 ordenadas por estructura). 
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Procedimientos utilizados en el análisis de microarray y en qRT-PCR: 

muestras amígdalares e hipocampales (procedimiento realizado y descrito por el 

Dr. J.A. Conejero) 

El total de ARN fue extraído empleando el método “TRIzol” según el protocolo 

recomendado por el fabricante (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD). En resumen, se 

homogeneizaron las biopsias (1 ml reactivo TRIzol/75mg tejido), fueron incubadas en una 

habitación durante 5 min (0.2 volumen of TRIzol) y se les añadió cloroformo durante 2,5 

minutos. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 12,000 g 

(4ºC). La fase acuosa fue precipitada con un volumen de 2-propanol, mantenida en hielo 

durante 5 min y disuelta en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). La integridad de 

las muestra de ARN (procedimiento de control de calidad del ARN) fue realizada a partir 

del empleo de bioanalyzer 2100 (Agilent technologies, Madrid, Spain), ejecutando una 

parte alícuota de las muestras de ARN en 6000 Nano LabChip (Agilent technologies, 

Madrid, Spain; RIN: número de la integridad del ARN para la asignación de los valores de 

integridad en las mediciones de ARN,  Schroeder y cols., 2006). 

Todas las muestras fueron hibridadas en el “Whole Rat Genome Oligo Microarray” 

(“Agilent technologies”, Madrid, Spain) que abarca más de 44.000 sondas del ADN 

humano. Los protocolos de la preparación e hibridación de las muestras fueron adaptados 

por el manual técnico de “Agilent”.  

En primer lugar, el cADN se transcribe a partir de 1mg de ARN total utilizando el 

“T7-Oligo (dT) Promotor Primer”. Las muestras fueron transcritas “in vitro” y etiquetadas 

Cy-3 (todo con el kit de Quick-AMP (“Agilent technologies”, Madrid, Spain). El cARN 

sintetizado típicamente produce entre 10 y 15 μg. Tras un mayor saneamiento de las 

muestras (QIAGEN, Barcelona, Spain), el cARN fue fragmentado en varias partes que 

fueron de 35 a 200 bases, las cuáles fueron utilizadas por Agilent 2100 Bioanalyzer 

technology. Las muestras fragmentadas de cARN (1.65 μg) fueron hibridadas a partir de 

chips con 17 h de incubación a 65ºC de rotación constante, con lo que los microarrays se 

lavaron en dos etapas de 1 min en dos “buffers” de lavado (“Agilent technologies”, 

Madrid, Spain).  
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Los microarrays hibridados fueron escaneados en el escáner “Axon 

4100A"(“Molecular Devices”, Sunnyvale, CA, USA) y los datos fueron extraídos a través 

del software “GenePix Pro 6.0” (“Molecular Devices”, Sunnyvale, CA, USA). 

Se realizó la transcripción inversa del total de ARN (0.5 μg) a partir del kit 

“Advantage RT-for-PCR kit” (“Clontech”, Palo Alto, CA, USA). Cada muestra se diluyó 

hasta un volumen final de 12.5 ml en agua tratada con DEPC, y  se añadió 1 μl oligo (18-

dT), calentado a 70°C durante 2 min, y se mantuvo en hielo hasta 6,5 μl mastermix–4 μl 5X 

reaction buffer1, μl dNTP mix of 10 mmol each, 0.5 μl recombinant RNase Inhibitor, y se 

añadió la transcripción inversa de 1 μl MMLV (Moloney-Murine Leukaemia Virus). La 

reacción fue incubada a 42ºC durante 1h, y calentada a 94ºC durante 5 min para detener la 

síntesis de cADN y destruir la actividad de ADNasa. Los productos fueron diluídos hasta 

llegar a un volumen de 50 μl en agua tratada con DEPC.  

Para verificar los resultados obtenidos del microarray de cADN, se realizó la 

validación de los genes seleccionados a partir de la aplicación de la técnica qRT-PCR (se 

empleó el gen beta-actina -ACTB- como control). El nivel de expresión relativo de cada 

gen en relación al total de ARN fue determinado por la técnica qRT-PCR, empleando pares 

de secuencias de primers (“forward” y “reverse”) para cada gen (5’–3’).  

La técnica “Real-time qPCR” se llevó a cabo empleando el kit de “LightCycler 

FastStart DNA Master SYBR Green I kit” (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) según 

las instrucciones del fabricante en la plataforma “Roche LightCycler” (Roche, Göttingen, 

Germany). Se empleó el cADN para cada muestra analizada. Se incluyó una curva de 

calibración en cada experimento (cuatro diluciones en serie).  

Los productos finales fueron analizados empleando el software subministrado 

(“Roche Molecular bioquímicos LightCycler Software v3.5”) y los datos se presentan como 

la relación entre las expresiones del gen vs. el gen beta-actina de la rata. Las curvas de 

fusión fueron analizadas para confirmar la especificidad de la amplificación.  
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Análisis estadísticos de los resultados genéticos de las muestras 
amigdalares y de hipocampo 

 

Para realizar el análisis estadístico de los resultados de microarray, se emplearon los 

siguientes paquetes informáticos: 

1.  Pre-procesado y estandarización de los datos: 

-   “Babelomics 4.2” (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/). 

- “The R project for statistical computing” (R, http://www.r-project.org/), con 

paquetes de Bioconductor (http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/).  

2. Análisis exploratorio de los datos (análisis de clusters y de componentes principales) a 

partir del empleo del programa “TmV Microarray Software” (http://www.tm4.org/). 

3. Análisis funcional-ontogenéticos de los genes significativos (FDR <0.05): se realizó a 

partir de las tablas funcionales extraídas de las siguientes bases de datos: 

-“Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis” (DAVID, 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/). 

- “Ingenuity Pathways Analysis platform” (IPA, http://www.ingenuity.com/).  

- “Ensemble Genome Browser” ( http://www.ensembl.org/). 

- “Rat Genome Database” (RGD, http://rgd.mcw.edu/). 

 

A partir de la obtención de los listados de genes estadísticamente significativos (fold-

change >|2|, FDR (“false discovery rate”) < 0.05) y con funciones relacionadas con el 

Sistema Nervioso Central, se procedió a la comparación de las listas de genes entre 

estructuras (amígdala versus hipocampo), y con respecto a otros trabajos publicados 

recientemente en los que aplicaran análisis de microarray en estas estructuras.  

A partir de los resultados obtenidos en el análisis exploratorio (análisis de clústeres 

y de componentes principales en las muestras de amígdala e hipocampo), se analizaron de 

forma conjunta los datos genéticos de los grupos de alta y moderada ansiedad (el grupo de 

“Alta ansiedad”, Figura 11).  

http://babelomics.bioinfo.cipf.es/
http://www.r-project.org/
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/
http://www.tm4.org/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://www.ingenuity.com/
http://www.ensembl.org/
http://rgd.mcw.edu/
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Figura 11_Análisis de clusters de la expresión diferencial de genes en muestras de amígdala. Low: grupo 
de alta ansiedad, Med: grupo de moderada ansiedad, High: grupo de baja ansiedad. 

 

En el caso de las muestras de hipocampo, el análisis exploratorio desveló un 

conjunto de genes con niveles de expresión significativamente diferentes entre los grupos 

de ratas de “Alta vs. Baja” ansiedad y entre “Baja+moderada vs. Alta” ansiedad, aunque 

debido a su falta de sentido biológico/conductual se descartó un posterior análisis genético.  
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4.1 PARTE I: Perfiles conductuales ansioso-depresivos y neuroendocrinos 
 

4.1.1 Caracterización conductual y hormonal de la ratas N/Nih-HS (Estudio 1) 

Se comparó el perfil conductual de las tres cepas/stocks de ratas en pruebas de 

ansiedad incondicionada (Laberinto Circular Elevado), comportamiento exploratorio en la 

prueba de la “Caja nueva” y la adquisición de la tarea de evitación activa en dos sentidos 

(en la “Shuttle-box”). En un experimento paralelo, las tres cepas de ratas fueron evaluadas 

respecto a su comportamiento de tipo “depresivo” o pasivo en el Test de Natación Forzada.  

Las ratas N/Nih-HS presentaron un perfil de comportamiento más similar al de las 

ratas RLA-I que al de las RHA-I. En la Tabla 7 se muestran los resultados del análisis 

realizado a partir de la aplicación del ANOVA (con pruebas Duncan post hoc y pruebas t de 

Student para comprobar hipótesis dirigidas). La prueba de Levene para la homogeneidad de 

varianzas mostró que no había diferencias significativas entre las varianzas de los tres 

grupos experimentales en las variables conductuales de los dos experimentos.  

El análisis de la varianza mostró diferencias significativas en:   

(1) La latencia de primera entrada en las secciones abiertas del laberinto (“Latency 

to open”) y en el número de SAP (Fs(2, 63) > 4,6, con p < 0,05) en la prueba del Laberinto 

Circular Elevado. 

(2) En las medidas de actividad exploratoria durante la prueba de la “Caja nueva” 

(distancia horizontal y número de “rearings”, con Fs(2, 63) > 6,1, p < 0,05).  

Y, (3) en variables representativas de la prueba de evitación activa en dos sentidos  

(Fs(2, 63) ≥ 12,1, p< 0,001).  

Entre las cepas Roman se obtuvieron diferencias en las variables del Laberinto 

Circular Elevado. Por ejemplo, las ratas RLA-I presentaron latencias más prolongadas de 

primera entrada (en secciones abiertas del laberinto circular) y menor número total de 

entradas en las secciones abiertas, en comparación con las ratas RHA-I (todas las  ts(19) = 

2,1, p = 0,05). En relación al resto de variables, las pruebas Duncan mostraron diferencias 
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significativas entre ambas cepas en variables relacionadas con la ansiedad incondicionaday  

condicionada. Por ejemplo, respecto a las RHA-I, las ratas RLA-I presentaron menor 

actividad exploratoria vertical (“rearings”, en la “Caja nueva”), así como menor número de 

cruces entre compartimentos, menor número de evitaciones y mayor tiempo de miedo 

condicionado (“freezing”) en la tarea de evitación activa en dos sentidos (Tabla 7). 

 En relación a las ratas N/Nih-HS, en la Tabla 7 se puede observar que muestran un 

perfil conductual cercano al observado en las ratas RLA-I, tanto en el comportamiento 

observado en las pruebas de ansiedad incondicionada (Laberinto Circular Elevado y  la 

prueba de la “Caja nueva”) como en las diversas medidas de la tarea de evitación activa en 

la  “Shuttle-box”. 
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 Tabla 7.-Comparación de las respuestas conductuales entre las ratas de las cepas Romanas y las ratas del 
stock N/Nih-HS.  

Paradigmas 
comportamentales   RHA-I RLA-I N/Nih-HS 

Laberinto Circular 
Elevado 

Latency to open (s) 63,9 ± 34,1 169,9 ±  36,1 (a, b)     93,8 ± 17,9  
Time (s) 44,4 ± 13,4 33,5 ± 11,9 41,2 ± 7,1  
Entries (n) 4,2 ± 1,2 1,7 ± 0,6 (a)             2,8 ± 0,4 
SAP* (n) 11,4 ± 1,5 11,5 ± 3,0  6,8 ± 0,5  

Caja nueva Distance (cm) 3824,9 ± 380,1 4161,8 ± 215,6 2741,3 ± 236,4 (c)     
Rearings (n) 103,4 ±  28,8  52,6 ± 4,7 (b)       64,9 ± 7,8             

Shuttle-box 

CET (n) 10,9 ± 1,1  5,3 ± 0,8 (b)            4,3 ± 0,4 (b)               
Freezing (s) 28,2 ± 10,2 169,0 ± 12,9 (b)       221,6 ± 5,8 (b, c)           
ITC (n) 71,8 ± 11,8 24,9  ± 4,4 (b)          22,0  ± 2,4 (b)            
Response latency (s) 6,1 ± 0,7 14,1 ± 1,0 (b)         12,4 ± 0,4 (b)         
SH Avoidances (n) 38,9 ± 2,8  3,2 ± 1,2 (b)            3,6 ± 0,7 (b)               

Leyenda Tabla 7: Medias + ES de las medidas conductuales de los tres grupos. RHA-I, n = 8; RLA-I, n = 13 y N/Nih-HS, n = 45. 
Latency to open: Latencia de la primera entrada en los espacios abiertos (s). Time: Tiempo total en los espacios abiertos (s). Entries: 
número total de entradas en las secciones abiertas (n). SAP: Número de “stretched attend postures” (postura de aproximación al 
sector abierto: asomar la mayoría del cuerpo hasta las patas traseras, en el espacio abierto). Distance: distancia horizontal recorrida 
(cm) durante 20 minutos del test de actividad en situación de novedad automatizada. Rearings: número total de actividad exploratoria 
vertical durante 20 minutos. CET: número total de cambios entre compartimentos durante el tiempo de habituación (4 minutos). 
Freezing: tiempo total de conducta de petrificación (s) durante cinco minutos. ITC: número total de cruces de compartimento entre 
ensayos (n). Response latency: media de la latencia de respuesta (s) durante los 50 ensayos de la prueba de Shuttle-box. SH 
Avoidances: número de evitaciones durante la sesión de 50 ensayos en la prueba de shuttle-box (n). (a), p<0,05 vs. el grupo de ratas 
RHA-I  (test de t-Student para grupos independientes, (b), p< 0,05 vs. el grupo de ratas RHA-I (test de Duncan aplicado post hoc al 
ANOVA de un factor significativo); (c), p<0,05 vs. el grupo de ratas RLA-I (test de Duncan aplicado post hoc al ANOVA de un factor 
significativo); (*) ANOVA de un factor significativo sin test de Duncan post hoc no significativos.  
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En relación a los resultados hormonales, las ratas N/Nih-HS presentaron un perfil de 

respuesta hormonal post-estrés similar al obtenido por las ratas RLA-I (Figura 12). A partir 

de la aplicación del ANOVA de medidas repetidas sobre los resultados hormonales 

(corticosterona, prolactina y ACTH) se obtuvieron diferencias significativas en relación al 

factor “Tiempo” (pre- y post- exposición al estresor, Fs ≥ 18,5 con p ≤ 0,01) y al factor 

“Cepa” (Fs ≥ 4,5 con p ≤ 0,03). El efecto de interacción entre “Tiempo x Cepa” fue 

significativo en las medidas de corticosterona y prolactina (Fs ≥ 5,9 con p ≤ 0,004, gl = 63 

para corticosterona y gl = 14 para ACTH).  

Los  resultados de las pruebas Duncan mostraron que las ratas RLA-I manifestaron 

mayor respuesta hormonal post-estrés (en los niveles de prolactina, ACTH y corticosterona) 

que las ratas RHA-I (Figura 12). Las respuestas post-estrés de ACTH y corticosterona en 

las ratas N/Nih-HS fueron similares a las observadas en la cepa RLA-I. Fueron sobretodo 

relevantes los resultados obtenidos en prolactina post-estrés, en los que las ratas N/Nih-HS 

presentaron niveles significativamente superiores a los de las ratas RLA-I  (F(2, 63) = 143, 

p < 0,01, ver pruebas Duncan en Figura 12). 

 



RESULTADOS      

  

Página 74 

 

  

 

Figura 12.-Comparaciones descriptivas: valores hormonales pre- y post-estrés, en las tres cepas de ratas. 
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Figura 12_se muestran los valores basales y post-stress (medias ± ES) de Corticosterona (A), ACTH (B) y Prolactina (C), en los tres grupos de ratas (la 
muestra de ratas seleccionada fue de: n= 8 RHA-I, n=  13 RLA-I y n= 49 N/Nih-HS). *p<0,05 entre los grupos indicados (test de Duncan post hoc) en la 
aplicación del MANOVA (efectos de “tiempo x cepa” y “cepa”).  
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Se realizó una matriz de correlaciones (Tabla 8) con las variables del grupo de ratas 

N/Nih-HS, en la que se obtuvieron los siguientes resultados:  

(1) Correlaciones entre moderadas y altas entre las variables de la prueba del 

Laberinto Circular Elevado (r = -0,48 – 0,91).  

(2) Correlaciones leves pero conceptualmente importantes entre medidas de la 

prueba de evitación activa en la “Shuttle-box”, incluyendo el miedo condicionado 

(“freezing”, r = -0,41 – 0,13).  

(3) Correlaciones moderadas entre variables relacionadas con la ansiedad 

condicionada e incondicionada (p. ej. el número de cruces entre ensayos –ITC- en la tarea 

de evitación con el número de entradas en secciones abiertas, r = 0,41;  los ITC con el 

tiempo en las secciones abiertas del test del Laberinto Circular Elevado, r = 0,48). 

Y, (4) correlaciones leves entre los niveles plasmáticos de prolactina basal vs. el 

miedo condicionado (r = 0,30) y entre los niveles de prolactina post-estrés vs. el número de 

“rearings” (r = -0,30).  
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Tabla 8.- Matriz de correlaciones entre las principales variables conductuales y hormonales en las ratas N/NiH-HS. 

  
Latency 
to open Entries Time SAP CET Freezing ITC Response 

latency 
SH 
Avoidance Distance Rearings BAS

-C 
POST-
C 

BAS-
PR 

POST-
PR 

Latency to 
open 

1                

Entries -,57*** 1              

Time -,54*** ,91*** 1             

SAP -,48*** ,71*** ,61*** 1            

CET -,31* ,17 ,31* ,18 1           

Freezing -,04 -,14 -,28 ,04 -,23 1          

ITC -,21 ,41** ,48*** ,13 ,27 -,49*** 1         
 

Response 
latency 

,12 -,04 -,13 ,00 -,43** ,31* -,35* 1        

SH 
Avoidance 

-,12 -,01 -,08 -,16 ,04 -,12 ,19 -,22 1       

Distance ,04 ,08 ,06 -,05 -,01 ,04 ,11 ,21 -,18 1      

Rearings ,20 ,01 ,04 -,17 -,16 -,17 ,17 ,04 -,01 -,29 1     

BAS-C ,04 -,07 -,15 -,05 -,23 ,03 -,10 ,06 ,16 -,17 ,19 1    

POST-C ,27 -,11 -,07 -,22 -,21 -,10 -,03 ,00 ,06 ,19 -,12 ,23 1   

BAS-PR ,04 -,10 -,22 -,07 -,05 ,30* -,16 -,17 ,26 -,10 ,12 ,27 ,09 1  

POST-PR -,10 ,10 ,08 ,27 -,04 -,15 -,04 -,12 ,18 ,07 -,30* -,07 ,19 ,08 1 

Leyenda Tabla 8: Correlationes ≥0,25 se muestran en negrita. Ver Tabla 7 para descripción de las variables conductuales. BAS-C: valores basales de 
corticosterona. POST-C: valores post-estrés de corticosterona. BAS-PR: valores basales de prolactina. POST-PR: valores post-estrés de prolactina. *p≤0,05 
Coeficiente de correlación de Pearson. **p≤0,01 Coeficiente de correlación de Pearson. ***p≤0,001 Coeficiente de correlación de Pearson; n = 45. 
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A partir de los resultados obtenidos por la matriz de correlaciones (Tabla 8) se 

aplicó un análisis factorial (rotación oblicua, “direct oblimin”; Tabla 9),  incluyendo las 

medidas hormonales basales y post-estrés de corticosterona y prolactina (las medidas de 

ACTH fueron excluidas por el tamaño reducido de la muestra). Se incluyó el tiempo de 

latencia como variable de “bondad de ejecución” (“performance”) o adquisición de la 

prueba de evitación activa en la “Shuttle-box”, y se excluyó el número de evitaciones 

debido a que las ratas N/Nih-HS muestran de forma característica un número muy bajo de 

tales respuestas. En primer lugar se obtuvo una estructura factorial de cinco factores, que 

posteriormente se redujo a dos factores a partir de la aplicación del test de sedimentación de 

Cattel. Este segundo análisis factorial mostró: 

(1) Por un lado un primer factor (llamado tentativamente -Timidez/conflicto-) con 

asociaciones entre las variables hormonales y conductuales, con pesos factoriales elevados 

(-0,69 – 0,88) de variables del Laberinto Circular Elevado, y saturaciones entre bajas y 

moderadas del “miedo condicionado” (“freezing”, -0,32), de la “Latencia de respuesta” en 

la tarea de la “Shuttle-box” (-0,28) y las variables hormonales (saturaciones entre -0,25 y -

0,30).  

Y, (2) un segundo factor (llamado tentativamente -Miedo condicionado-) que 

principalmente agrupó variables relacionadas con el miedo condicionado y con la 

adquisición de la tarea de evitación activa en dos sentidos (-0,54 – 0,69), junto con 

variables relacionadas con la conducta exploratoria en la “Caja nueva” y los niveles 

plasmáticos de prolactina post-estrés (-0,58 -  0,43; Tabla 9).  
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Tabla 9.-Análisis factorial de la muestra de ratas N/Nih-HS (solución de cinco y dos factores).  
A) Primer análisis factorial 
(rotación oblicua)  Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 

Laberinto Circular Elevado 
Latency to open -0,75 - - 0,27 - 
Entries 0,92 -0,27 - - - 
Time 0,87 -0,44 - - - 
SAP 0,84 - - - - 
Prueba de Shuttlebox  
CET 0,26 - - -0,62 -0,38 
Freezing - 0,83 - - - 
ITC 0,37 -0,77 - -0,25 - 
Respnose latency - 0,28 - 0,84 - 
Test de actividad de novedad automatizada 
Distance - - -0,62 0,30 0,33 
Rearings - -0,31 0,74 - - 
Valores hormonales 
BAS-C - - 0,65 - 0,39 
POST-C -0,26 - - - 0,75 
BAS-PR - 0,44 0,41 -0,44 0,47 
POST-PR 0,25 - -0,43 - 0,52 
     
Eigenvalues 3,56 1,91 1,61 1,45 1,41 
Varianza explicada: 71%       
B) Segundo análisis factorial (rotación oblicua): solución de dos factores. 

 Factor 1 Factor 2    
Nombres sugeridos “Timidez/conflicto” “Miedo 

condicionado”   
Laberinto Circular Elevado   
Latency to open -0,69 -   
Entries 0,86 -   
Time 0,88 -   
SAP 0,72 0,38   
Prueba de shuttle-box   
CET 0,47 -0,28   
Freezing -0,32 0,69   
ITC 0,59 -0,54   
Response latency -0,28 0,47   

Test de actividad de novedad automatizada  
Distance - 0,31   
Rearings - -0,58   

Valores hormonales     
BAS-C -0,30 -   
POST-C -0,29 -   
BAS-PR -0,25 -   
POST-PR - 0,43   
Varianza explicada: 39%     
Correlación entre factores = -0,014    
  

Legenda Tabla 9: pesos mostrados ≥0,25. A) Solución de cinco factores (oblimin directo) con 14 variables 
seleccionadas (factores con eigenvalues mayores que 1). B) Solución de dos factores y correlación entre 
factores (factores independientes); n = 45. Para definición de variables conductuales ver Tabla 7 y Tabla 8 
para ver la definición de las variables hormonales.  
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Por último, en un experimento paralelo, las ratas N/Nih-HS mostraron un perfil de 

comportamiento de tipo depresivo durante las sesiones del Test de Natación Forzada. En la 

Tabla 10 se muestran los perfiles conductuales de las tres cepas/stocks de ratas y las 

comparaciones entre ellas, durante las dos sesiones del test  (todas las Fs > 6,19  con  p < 

0,008; gl = 37). 

Durante la primera sesión del test, las ratas N/Nih-HS y  RLA-I presentaron mayor 

tiempo de inmovilidad y menor tiempo de natación activa dirigida a escapar (también 

llamada conducta de “lucha” o “escape”; o “struggling”; ANOVAS de las dos variables 

respectivamente; F = 6,19 con p< 0,008, y F = 5,7 con p < 0,01; gl = 37) en comparación a 

las ratas RHA-I. Además, las ratas N/Nih-HS mostraron tiempos más prolongados de 

inmovilidad y más cortos de natación activa que ambas cepas Roman (p<0,05, pruebas 

Duncan post hoc; Tabla 10). En la segunda sesión, las ratas RLA-I y N/Nih-HS mostraron 

tiempos de inmovilidad más prolongados y tiempos de natación activa más cortos que las 

ratas RHA-I (F = 10,9 con p<0,001, y  F = 26,7 con  p<0,001;  gl = 37, respectivamente; 

ver pruebas Duncan;  Tabla 10).    
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Tabla 10.-Inmovilidad y nado forzado de los tres grupos de ratas durante las sesiones del Test de Natación Forzada. 

 RHA-I RLA-I N/Nih-HS 

Inmovilidad 15' 408,2 ± 69,6 413,0 ± 74,9 659,2 ± 48,5 * 

Struggling 15' 134,4 ± 34,6 120,8 ± 22,13 47,4 ± 12,8 * 

Inmovilidad5' 46,2 ± 11,7 115,9 ± 28,1 ** 169,8 ± 15,5 ** 

Struggling 5' 157,8 ± 17,0 78,8 ± 18,4 ** 33,5 ± 6,2 * 

En la tabla 10 se muestran las medias + ES. Grupos: RHA-I (n = 10), RLA-I (n = 10) y N/Nih-HS (n = 20). *p<0,05 vs. ambos grupos de ratas 
RHA-I y RLA-I, ** p<0,05 vs. el grupo de ratas RHA-I (ANOVA de un factor). “Immobilidad15” y “Struggling15”: medidas (s) de inmovilidad y 
struggling durante la primera sesión del Test de Natación Forzada  (15 minutos).  “Immobilidad5” y “Struggling5”: medidas (s) de inmovilidad y 
“struggling” durante la segunda sesión del Test de Natación Forzada (5 minutos). 
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4.1.2 Caracterización de las ratas N/Nih-HS en el test de Campo abierto (Estudio 2) 

 

En la Tabla l1 se muestran los resultados de las tres cepas durante el test de Campo 

Abierto y el Laberinto Circular Elevado. El análisis de la varianza mostró diferencias 

significativas en:  

(1) Tiempo total de “grooming” (Fs(2, 111) = 7,71 con p < 0,001), pues las ratas 

RLA-I y N/Nih-HS realizaron dicha conducta entre cuatro y cinco veces más que las RHA-

I (Tabla 11);  

(2) El número de SAP, en el que las ratas N/Nih-HS realizaron menos conducta de 

evaluación del riesgo (SAP) que ambos grupos de ratas Roman, tanto en el test de Campo 

Abierto (F(2, 111) = 16,86 con p < 0,000) como en el Laberinto Circular Elevado (F(2, 

111) = 11,83 con p = 0,000, Tabla 11); 

(3) El número de cruces entre las secciones del test (F(2, 111) = 3,01 con p < 

0,053), en el que las ratas RLA-I se diferenciaron de las ratas N/Nih-HS y RHA-I (Tabla 

11); 

y, (4) el número de “head-dips” durante la prueba del Laberinto Circular Elevado, 

en el que se diferenciaron las ratas RHA-I con respecto a las ratas RLA-I y N/Nih-HS, pues 

estos dos grupos realizaron menor conducta de exploración o “head dips” (F(2, 111) = 6,58 

con p < 0,002, Tabla 11). 
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Tabla 11.-Análisis comparativo de las respuestas conductuales entre las ratas Romanas y la cepa de 
ratas N/Nih-HS durante el test de Campo Abierto y el Laberinto Circular Elevado. 

Paradigmas conductuales N/Nih-HS (n = 90) RHA-I (n = 12) RLA-I (n = 12) 

Laberinto Circular 
Elevado 

Latency to open (s.) 104,62 ± 13,20  102,9 ± 37,8  144,8 ± 30,5  
SAP-ZM (#) 6,03 ± 0,37 (a) 10,2 ± 1,1  9,6 ± 0,7  
Entries (#) 2,79 ± 0,36 3,5 ± 0,7  2,5 ± 0,6  
Time (s.)  35,62 ± 4,61  53,3 ± 11,2  48,4 ± 15,7  
Head-dips (#)  3,37 ± 0,43  8,0 ± 1,3 (b) 4,3 ± 1,3  

Test de Campo 
Abierto 

Freezing (s) 14,93 ± 2,86      1,5 ± 0,9  1,2 ± 0,4  
Grooming (s.) 61,88 ± 4,98             11,3 ± 2,4 (b) 47,9 ± 5,9  
SAP-OF (#) 3,23 ± 0,29 (a) 8,0 ± 1,4  6,0 ± 0,7  
Rearings (#) 11,45  ± 2,13        14,3 ± 1,9  11,8 ± 0,7  
Crossings (#) 36,16 ± 2,30    38,8 ± 6,7  20,8 ± 2,9 (c) 

 

Leyenda Tabla 11: para definición de variables del Laberinto Circular Elevado ver Tabla 8. Freezing: tiempo 
total de petrificación durante el registro de cinco minutos en el test del Campo Abierto (s). Grooming (s.): 
tiempo total que realizan la conducta de acicalamiento  durante el test del Campo Abierto (s). SAP-OF: 
número de “stretched attend postures” durante la realización del test del Campo Abierto (#). Rearings: 
número total de actividad vertical durante el registro de cinco minutos en el test del Campo Abierto. Crossings 
(#): número total del cruce entre las secciones de la plataforma del test del Campo Abiert. (a) p<0,05 ANOVA 
de un factor significativo con pruebas Duncan post hoc, (b) p<0,05 vs. las ratas RLA-I y N/Nih-HS (ANOVA 
de un factor significativo con pruebas Duncan post hoc), (c ) p<0,05 vs. las ratas RHA-I y N/Nih-HS 
(ANOVA de un factor significativo con pruebas Duncan post hoc). 

 

La matriz de correlaciones, realizada a partir de los resultados conductuales de las 

ratas N/Nih-HS, mostró (Tabla 12):  

(1) Correlaciones predominantemente bajas entre las variables del test de Campo 

Abierto (r= -0,46 - 0,21), y de moderadas a altas entre las variables del Laberinto Circular 

Elevado (r= -0,39 – 0,91);  

(2) Correlaciones moderadas entre “head-dips” y la conducta de “grooming” y 

“rearings” (r= 0,22 – 0,41);  

y, (3) correlaciones leves pero significativas entre el número de entradas en las 

secciones abiertas y el tiempo total en las secciones abiertas del Laberinto Circular Elevado 

vs. el número de “rearings” y cruces entre secciones del test del Campo Abierto (r= 0,23-

0,26).  
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Tabla 12.-Matriz de correlaciones entre las variables más representativas en el análisis conductual de las ratas N/NiH-HS rats. 

  Freezing Grooming SAP-OF  Rearings Crossings  Latency to 
open  SAP-ZM  Entries Time Head-dips  

Freezing (s.) 1          

Grooming (s.) -,25* 1         

SAP-OF (#) -,09 -,26* 1        

Rearings (#) -,19 ,21* -,22* 1       

Crossings (#) -,46** -,05 -,22* ,23* 1      
Latency to 
open (s.) ,06 ,02 ,04 -,09 -,07 1     

SAP-ZM (#) ,03 ,13 ,09 ,01 -,14 -,19 1    

Entries (#) -,18 ,14 -,08 ,23* ,25* -,55** ,44** 1   

Time (s.) -,17 ,10 -,01 ,26* ,16 -,55** ,48** ,91** 1  

Head-dips (#) -,09 ,22* ,00 ,41** ,05 -,39** ,58** ,74** ,80** 1 

 

Leyenda Tabla 12: ver Tabla 7 para definición de variables del Laberinto Circular Elevado y Tabla 11 para la definición de las variables del 
test de Campo Abierto.*p≤0,05 Coeficiente de correlación de Pearson. **p≤0,001 Coeficiente de correlación de Pearson; n = 90. 
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Se aplicó el análisis factorial (rotació oblicua, oblimin directo) sobre las variables 

seleccionadas del Laberinto Circular Elevado y del test de Campo Abierto (Tabla 13). Con 

el objetivo de obtener el número mínimo y representativo de factores, en primer lugar se 

obtuvo una estructura de cinco factores que fue reducida a una solución de dos factores a 

partir de la aplicación del Test de sedimentación de Catell (ver “Eigenvalues”,  Tabla 13).  

Esta solución factorial (Oblimin directo) mostró dos factores independientes 

(correlación entre factores de -0,074). El primer factor agrupó las variables relacionadas 

con respuestas de ansiedad incondicionada, a través de los pesos factoriales obtenidos en 

variables seleccionadas del Laberinto Circular Elevado (pesos entre -0,59 y 0,92; se ha 

denominado tentativamente factor de “Inhibición conductual”; ver estudios previos de 

Aguilar y cols., 2002, López-Aumatell y cols., 2008; 2009b; Vicens-Costa y cols., 2011).  

El segundo factor parecería representar el cambio comportamental de las ratas 

cuando inician el comportamiento de exploración y dejan de estar “petrificadas” 

(“freezing”), indicado por los pesos factoriales de las variables seleccionadas del test de 

Campo Abierto (pesos entre -0,25 a -0,74 del número de SAP-OF, del miedo o “freezing”, 

del número de “rearings” y número de cruces entre las secciones del test). Con pesos 

factoriales bajos también se agrupan en este factor variables representativas del Laberinto 

Circular Elevado, como son el número de entradas y el tiempo total en las secciones 

abiertas (pesos entre -0,25 a -0,32). A este factor se le ha dado el nombre provisional de 

“Desinhibición”. 
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Tabla 13.-Análisis factorial de las ratas  N/NiH-HS (solución de cinco y dos factores ). 
A) Primer análisis factorial (oblimin directo)  Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 

Laberinto Circular Elevado 

Latency to open (s.) -0,64 - - 0,30 - 

SAP-ZM (#) 0,61 0,27 -0,34 0,36 - 

Entries (#) 0,92 - - - - 

Time (s.) 0,95 - - - - 

Head-dips (#) 0,88 - - 0,32 - 

Test de Campo Abierto y conducta de “Grooming” 

Freezing (s) - 0,84 - -0,28 - 

Grooming (s.) - - - 0,87 - 

Defecations (#) - - - - 0,89 

SAP-OF (#) - - -0,91 - - 

Rearings (#) 0,32 -0,34 0,33 0,30 0,60 

Crossings (#) - -0,84 0,35 - - 

Eigenvalues 3,55 1,71 1,28 1,07 1,04 

Varianza explicada: 78,7%         
B) Second obliquely-rotated factor analysis: two-fold solution 

 Factor 1 Factor 2    
Nombres sugeridos Inhibición 

conductual 
Desinhibición 

   

Laberinto Circular Elevado    

Latency to open (s.) -0,59 -    

SAP-ZM (#) 0,68 -    

Entries (#) 0,89 -0,32    

Time (s.) 0,92 -0,25    

Head-dips (#) 0,88 -    

Test de Campo Abierto y conducta de “Grooming”     

Freezing (s) - 0,65    

Grooming (s.) - -0,39    

Defecations (#) - -    

SAP-OF (#) - 0,47    

Rearings (#) - -0,62    

Crossings (#) - -0,74    
Varianza explicada: 47,83%     

Correlación entre factores = -0,074 
Leyenda Tabla 13: se muestran los pesos factorials ≥0,25. A) Solución de cinco factores oblimin directo, con 
11 variables seleccionadas (factores con eigenvalues superiores a 1). B) Solución de dos factores y 
correlación entre factores (se muestra independencia entre los factores). Ver Tablas 7 y 11 para definición 
de variables; n = 90. 
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Por último, se aplicó el test de t-Student para la comparación de los grupos de ratas 

N/Nih-HS con puntuaciones extremas en “grooming” y “freezing” en el test de Campo 

Abierto (Figura 13 y 14), esperándose, a la luz del resultado del análisis factorial anterior 

(Tabla 13), que las ratas que mostrasen más “grooming” mostrarían menor “freezing”, y 

viceversa.  Los resultados, efectivamente, indican que:  

(1) Las ratas N/Nih-HS seleccionadas por sus puntuaciones extremas en el tiempo de 

“grooming” (Figura 13) mostraron diferencias significativas también en el tiempo de 

petrificación (“freezing”) y en el número de SAP en el test de Campo Abierto (ts(88) > 1,99 

con  p < 0,029, de una cola).  
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Figura 13.-Selección de ratas N/Nih-HS extremas en variables relevantes del test de Campo Abierto. High 
grooming: ratas N/Nih-HS que presentaron más tiempo de grooming. Low grooming: ratas N/Nih-HS que 
presentaron menor tiempo de grooming. Entries ZM: número de entradas en las secciones abiertas del Laberinto 
Circular Elevado. Freezing: miedo condicionado. Crossings: número de cruces entre las secciones del test del 
Campo Abierto. **p<0,030  test de t-Student de una cola entre los dos grupos de ratas extremas. 

 

 

(2) Las ratas N/Nih-HS seleccionadas por sus puntuaciones extremas en el tiempo 

de conducta de petrificación (“freezing”, Figura 14) mostraron diferencias significativas 

también en el tiempo de “grooming”, el número de cruces entre las secciones del test, el 

tiempo total en las secciones abiertas y el número de entradas a las secciones abiertas de la 

prueba del Laberinto Circular Elevado (ts(88) > 2,11 con p < 0,05). 
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Figura 14.-Selección de ratas N/Nih-HS extremas en variables relevantes del test de Campo Abierto. High freezing: 
ratas N/Nih-HS que presentaron más tiempo de petrificación. Low freezing: ratas N/Nih-HS que presentaron menor 
tiempo de petrificación. Entries ZM: número de entradas en las secciones abiertas del Laberinto Circular Elevado. 
Time ZM: tiempo total en las secciones abiertas durante la prueba del Laberinto Circular Elevado. Crossings: 
número de cruces entre las secciones del test del Campo Abierto. *p<0,05 test de t-Student entre los dos grupos de 
ratas extremas. 

 

 

4.1.2.1  Análisis comparativo del comportamiento en el Laberinto Circular Elevado 

entre las ratas N/Nih-HS y las ratas Roman 

Se analizaron los resultados de varios experimentos (realizados bajo las mismas 

condiciones que el presente) de forma conjunta, con el objetivo de corregir posibles sesgos 

metodológicos derivados del tamaño reducido de las muestras, con el fin de obtener 

conclusiones más firmes sobre las diferencias en la ansiedad incondicionada de estas cepas 

de ratas y replicar resultados anteriores obtenidos por nuestro grupo de investigación 

(López-Aumatell y cols., 2009b).   
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En la Tabla 14 se muestran las comparaciones del comportamiento exploratorio de 

las tres cepas durante la prueba del Laberinto Circular Elevado. Como en los anteriores 

experimentos las ratas N/Nih-HS mostraron conducta más similar a las ratas RLA-I en 

comparación a las ratas RHA-I, que fueron las que realizaron mayor comportamiento 

exploratorio. Asimismo, las ratas RHA-I salieron antes a los espacios abiertos, estuvieron 

más tiempo en las secciones abiertas, realizaron más entradas en las secciones abiertas (F 

(2, 308) = 8,40 con p < 0,02) y mayor número de “head-dips” (F (2, 308) = 9,36 con p < 

0,000).  
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Tabla 14.- Comparación de las respuestas conductuales entre las ratas de las cepas Romanas y las ratas del stock 
N/Nih-HS en el Laberinto Circular Elevado (resultados de varios experimentos).  

 

RHA-I (n = 61) RLA-I (n = 60) N/Nih-HS (n = 190) 

Latency to open (s) 64,5 ± 11,6 114,5 ± 14,5 (a) 96,7 ± 8,7 (c) 

Time (s) 55,9 ± 5,4 40,9 ± 5,7* 40,4 ± ,4 * 

Entries (n) 5,1 ± 0,5 2,9 ± 0,4 (b) 3,5 ± 0,3 (d) 

SAP (n) 11,2 ± 0,6 9,6 ± 0,4 6,8 ± 0,3 (e) 

Head-dips (n) 9,4 ± 0,4 5,7 ± 0,8 (b) 4,6 ± 0,6 (d) 

Line crossings (n) 20,5 ± 1,6 12,5 ± 0,5 (b) 16,7 ± 0,9 (e) 
Leyenda Tabla 14: medias + ES de las medidas conductuales de los tres grupos. RHA-I, n =61; RLA-I, n = 60 y N/Nih-
HS, n = 190. Ver en Tabla 8 la definición de las variables. (a) p<0,05 vs. el grupo de ratas RHA-I  (test de t-Student para 
grupos independientes); (b) p<0,001 vs. el grupo de ratas RHA-I  (test de t-Student para grupos independientes); * p = 
0,057; (c)  p<0,05 vs. las cepas de ratas romanas (ANOVA de un factor significativo con pruebas Duncan post hoc); (d) 
p<0,05 entre las ratas N/Nih-HS y RLA-I vs. las ratas RHA-I (ANOVA de un factor significativo con pruebas Duncan 
post hoc); e) p<0,05 entre las tres cepas de ratas (ANOVA de un factor significativo con pruebas Duncan post hoc).  
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Las ratas N/Nih-HS se diferenciaron de las ratas Romanas en la latencia de primera 

entrada en las secciones abiertas del laberinto (F (2, 308) = 3,11 con p < 0,05), en el 

número de conductas de evaluación del riesgo (SAP, F (2, 308) = 26,67 con  p < 0,001) y 

en el número de veces que cruzaron las siete secciones del laberinto (F (2, 308) = 7,14 con 

p < 0,001, Tabla 14).  

Si bien en todos los experimentos realizados se mantiene el sentido de las 

diferencias conductuales entre las tres cepas de ratas, con muestras mayores estas 

diferencias son más marcadas. Estos resultados replican y afianzan las conclusiones de 

estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación, en los que se remarcaba el 

perfil de comportamiento inhibido de las ratas N/Nih-HS, similar al de las ratas RLA-I  

(López-Aumatell y cols., 2009b).  
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4.2 PARTE II: Expresión génica diferencial en amígdala e hipocampo en fución de los 
niveles de ansiedad y miedo.  
 

4.2.1 Expresión génica diferencial en amígdala de ratas N/Nih-HS extremas en 

ansiedad 

A partir de los resultados obtenidos en el “Estudio 1” en las ratas N/Nih-HS (ver 

anexos Artículo 1), se aplicó el análisis de microarray para evaluar la expresión génica 

diferencial sobre una muestra de ratas N/Nih-HS seleccionadas por presentar puntuaciones 

extremas en ansiedad, en función de su capacidad (muy alta o muy baja) para la adquisición 

de la tarea de evitación activa en dos sentidos (en la prueba de “Shuttle-box”). A partir de 

las muestras de amígdala obtenidas de estas ratas, se realizó en primer lugar un análisis de 

microarray y después se aplicó la técnica qRT-PCR como método de validación de las 

diferencias de expresión genética obtenida. 

Los resultados conductuales mostraron que las ratas N/Nih-HS extremas en 

ansiedad condicionada, según su nivel de adquisición de la evitación activa en dos sentidos, 

también se diferenciaron significativamente en otras variables relacionadas con miedo 

condicionado y ansiedad condicionada. Así, el tiempo de petrificación en un contexto 

condicionado (“Freezing” durante los 5 primeros intervalos entre ensayos, o miedo 

condicionado; Tabla 15) y la latencia media de respuesta en la sesión de evitación activa 

fueron superiores en el grupo de “Alta ansiedad” (todas las  ts (12) ≥ -2,9 con p < 0,05,  y 

todas las “U de Mann Whitney” ≥ -2,24 p < 0,026; Tabla 15).   
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Leyenda Tabla 15: medias + ES de las medidas conductuales de los dos grupos de ratas N/Nih-HS. 
Distance y Distance5’: distancia horizontal recorrida (cm) durante 20 minutos y los primeros 5 
minutos respectivamente, del test de actividad en situación de novedad automatizada. Rearing y 
Rearings5’: número total de actividad exploratoria vertical durante 20  minutos y los 5 primeros 
minutos, respectivamente. Para el resto de definiciones de las variables ver Tabla 7. (a) p<0,05 vs. 
el grupo de ratas con “Baja ansiedad” (“Student’s t-test”,  para muestras independientes), (b) p< 
0,05 vs. el grupo de ratas con “Baja ansiedad (“Mann-Whitney U Test”, para muestras 
independientes). 

 

A partir de la aplicación del análisis de microarray, se identificaron 414 genes en 

amígdala con diferente perfil de expresión entre los dos grupos de ratas  (FDR <0,05). Del 

total de estos genes, el 82,3% (341) mostraron sobre-expresión en el subgrupo de “Baja 

ansiedad”, mientras que sólo 73 genes presentaron sub-expresión en dicho grupo respecto 

al  subgrupo de “Alta ansiedad”. 

En total, 36 genes (9%, con FC >|2|) mostraron funciones biológicas relacionadas 

con el Sistema Nervioso Central (SNC), sobre las siguientes áreas: neurotransmisión, 

sistema inmune y procesos hormonales, drogas de abuso y comportamiento. De esta 

selección de genes, 6 de ellos mostraron sub-expresión y 30 sobre-expresión en el grupo de 

ratas “Baja ansiedad”. En la Tabla 16 se muestra la descripción de estos genes con su 

Tabla 15.- Comparaciones de la respuesta conductual entre los grupos 
extremos de ansiedad de las ratas N/Nih-HS. 

  
Muestra completa 
 (n = 100) 

Grupo con “Baja 
ansiedad”  (n = 7) 

Grupo con  “Alta 
ansiedad” (n= 7) 

Time (s) 44,9 ± 4,8  44,2 ± 21,7  46,7 ± 12,4  
Entries (#) 3,5 ± 0,4 3,5 ± 1,6  3,6 ± 0,9  
Head-dips (#) 5,8± 1,2 22,5 ± 17,6  6,3 ± 1,7  
SAP (#)  7,5 ± 0,4  7,3 ± 1,8  9,0 ± 0,9  
Line-crossings (#) 17,4±1,2 19,3±6,1 17,3±2,5 
Distance (cm) 2871,9 ± 145,1      3191,2 ± 495,4  2546,1 ± 510,8  
Distance5' (cm) 1056,2±58,9 1123,2±211,4 952,8,4±168,0 
Rearings (#) 94,1 ± 11,2             63,4 ± 15,3  46,9 ± 15,0  
Rearings5' (#) 25,7±2,8 14,9±2,5 18,4±7,7 
CET (#) 4,4 ± 0,3   6,1 ± 1,0  5,6 ± 0,8  
Conditioned 
Freezing (s) 219,7 ± 4,7   183,7 ± 18,0  251,1 ± 10,7 (a, b) 
ITC (#) 15,6  ± 1,1            27,0 ± 6,9  14,9 ± 2,4  
Response latency (s) 14,4 ± 0,6        8,5 ± 1,0  13,5 ± 1,5 (a, b) 
SH Avoidances (#) 4,4 ± 0,7             20,0 ± 3,5  1,9 ± 0,9 (a, b) 
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localización, y se indican los genes que se enviaron a validar mediante  qRT-PCR (Avpr1b, 

Arr3, Prl4a1, Ucn3, Tacr3 y H2-M9).   

En la Tabla 17 se muestran la funciones de los genes validados. Del total de genes 

validados, dos de ellos (Arr3 y H2-M9) presentaron sobre-expresión (el grupo de ratas de 

“Baja ansiedad” obtuvo mayor nivel de expresión que el otro grupo), mientras que otros 

dos genes validados (Tacr3 y Uc3) se mostraron sub-expresados en el grupo de “Baja 

ansiedad”  (Tabla 17).  
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Tabla 16.-Sumario de genes con expresión diferencial a partir del análisis de Microarray: sobre/sub-expresión 
de los niveles genéticos en las ratas N/Nih-HS con “Baja-ansiedad” en relación al grupo de ratas con “Alta 
ansiedad” (con funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central).  

Símbolo localización Descripción RefSeq_RNA     FC qRT-PCR 
Genes sobre-expresados 
S100b 20:12791440-12824508 S100 calcium binding protein B NM_013191 2,84 

 Avpr1b 13:44536742-44547983 Arginine vasopressin receptor 1B NM_017205 2,30  -1,04 
Rdh8 8:19837679-19844719 Retinol dehydrogenase 8 (all-trans) NM_001168593 2,35 

 Vegp2 3:4862645-4867267 Von Ebners gland protein 1: von Ebners 
gland protein 2 NM_053574 2,35 

 Hoxb8 10:85013711-85015221 Homeo box B8 NM_001191649 2,18 
 Arr3 X:88602642-88614621 Arrestin 3, retinal (x-arrestin) NM_001190993 2,17  2,25 

CCK 8:126492636-126499220 cholecystokinin NM_012829 2,77  
Cryaa Marker: RH94619 Crystalin, alpha A NM_012534 2,13  

Uchl1 14:44114392-44124947 Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 
(tubiquitin thiolesterase) NM_017237 2,18  

Hba-a2 10:15584360-15585215 Homoglobin aplha, adult chain 2 NM_013096 2,10  

Omp Ensembl protein family: 
ENSFM00250000004825 

Olfactory marker protein NM_012616 2,08  

RT1-DOb 20:4753940-4759648 Histocompatibility 2, O region beta locus NM_001008846 2,78  
Oprd1 5:150979252-151014066 Opioid receptor, delta 1 NM_012617 2,30   
Oas1f 12:36833433-36842796 2'-5' oligoadenylate synthetase 1F NM_001009490 2,26  
Olr312 1:200805140-200806078 Olfactory receptor NM_001000764 2,17  

Oxt 3:118194219-118195056 Oxytocin, prepropeptide M25649 2,66  

Bcan 2:180067867-180080947 Brevican NM_001033665 2,37  

H2-M9 20:1945294-1947325 Histocompatibility 2, M region locus 9; 
similar to RT1 class I, M1, gene NM_001168332 2,01 2,04  

Acr 7:127885399-127891552 Acrosin NM_012490 2,31 

 Nnat 3:148269404-148271781 Neuronatin NM_053601 2,26 

 Prl5a2 17:42984939-42991275 Prolactin family 5, subfamily a, member 2 NM_001044702 2,44   
Duox2 3:109059360-109077106 Dual oxidase 2 NM_024141 2,05 

 Cyp4a8 5:135546859-135578199 Cystatin F (leukocystatin) NM_031605 2,15 

 Ahsg 11:80327147-80354656 Alpha-2-HS-glycoprotein NM_012898 2,16 

 Igfbp7 14:33010198-33070052 Insulin-like growth factor binding protein 7 NM_001013048 2,04 

 Acta2 3:99901022-99906558 Actin, alpha, cardiac mucle 1: smooth 
muscle alpha-actin NM_031004 2,05 

 Cx3cr1 8:125033630-125047335 Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 NM_133534 2,23 

 Hoxb8  10:85013711-85015221 Homeo box B8  NM_001191649  2,18  

 Cryaa Marker: RH94619 Crystalin, alpha A NM_012534 2,13 

 Uchl1 14:44114392-44124947 Ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 
(tubiquitin thiolesterase) NM_017237 2,18 

 Slc6a2 19:15098275-15139898 solute carrier family 6 (neurotransmitter 
transporter, noradrenalin), member 2 NM_031343 2,50 

 Cst3 3:137650918-137654776 Cystatin C NM_012837 2,07 

 Genes sub-expresados 

Slc6a14 X:12049011-12073581 Solute carrier family 6 (neurotransmitter 
transporter), member 14 NM_001037544.1 -2,23 

 Tacr3 2:232309015-232404964 Tachykinin receptor 3 NM_017053 -2,16  -1,65 
Cd28 9:59342273-59367743 Cd28 molecule NM_013121 -2,26 

 Ucn3 17:77487977-77488471 Urocortin 3 (stresscopin) NM_001080208.1 -2,41  -10,37 
Pnliprp2 1:265267687-265285920 Pancreatic lipase-related protein 2 NM_057206.1 -2,45 

 Prl4a1 17:43276214-43284152 Prolactin family 4, subfamily a, member 1  NM_017036 -2,27  1,25 
FC (Fold change): diferencia del nivel  de expresión genético entre el grupo de ratas con   “Baja ansiedad/Alta ansiedad"; qRT-PCR: “real-time reverse transcription-ppolymerase chain 
reaction”. RefSep_RNA (datos extraídos de Clone/Gene ID Converter: http://idconverter.bioinfo.cnio.es/).  

http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Marker/Details?m=RH94619;contigviewbottom=marker_core_marker;toggle_tracks=1
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Family/Genes?family=ENSFM00250000004825
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Family/Genes?family=ENSFM00250000004825
http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Marker/Details?m=RH94619;contigviewbottom=marker_core_marker;toggle_tracks=1
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Tabla 17.-Lista de genes validados por qRT-PRC con sobre/sub-regulación en amígdala entre grupos de ratas N/Nih-HS extremos en 
ansiedad: funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central.  
Símbolo Descripción Funciones  

Genes sobre-expresados  (grupo de ratas con “Baja ansiedad” >  grupo de ratas con “Alta ansiedad”)  

Arr3 Arrestin 3, retinal (x-arrestin) Este gen está relacionado con la percepción sensorial (percepción visual), procesos 
neurológicos y cognición.  

H2-M9 
histocompatibility 2, M region 
locus 9; similar to RT1 class I, 
M1, gene 

Este gen está involucrado en la respuesta inmune.  

Avpr1b arginine vasopressin receptor 
1B 

Este gen está implicado en la regulación de la presión sanguínea hormonal 
(vasopresina), la secreción de glutamato y participa en procesos endocrinos. 

Oprd1 opioid receptor, delta 1 
Este gen está implicado en la respuesta inmune, las vías de señalización de las 
proteínas G, el comportamiento locomotor, y media los procesos de señalización y 
metabolismo del AMPc. 

Genes sub-expresados (grupo de ratas con “Baja ansiedad” <  grupo de ratas con “Alta ansiedad”) 

Tacr3 Tachykinin receptor 3 

Este gen está involucrado en la regulación del sistema circulatorio, de la conducta 
de beber, la respuesta de los estrógenos, el estradiol y las hormonas esteroideas, así 
como también, de la cocaína y morfina, y también participa en la regulación del 
metabolismo de la dopamina y las vías de señalización de las proteínas G. 

Ucn3 Urocortin 3 (stresscopin) 

Este gen está involucrado en la regulación y actividad del cAMP, regulación de la 
secreción hormonal, la respuesta esteroidea, de los glucocorticoides, 
mineralcorticoides, corticosterona e insulina. Y también participa en procesos en 
los que están involucradas las proteínas G. 
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Tabla 18.-Capacidad predictiva, de los genes diferencialmente expresados en amígadala de las ratas N/Nih-HS, sobre diferentes 
variables conductuales (modelos de regresión lineal de pasos sucesivos hacia adelante, step 1, n = 14). 

Variables predictoras  Variables dependientes  Coeficiente de Pearsons       R cuadrada p 

Acr Conditioned Freezing -0,55 0,31 0,04 
Distance 0,68 0,46 0,01 

Ahsg 
Conditioned Freezing -0,65 0,42 0,01 
SH Avoidances 0,61 0,37 0,02 
Response latency -0,77 0,59 0,00 

Arr3 
Conditioned Freezing -0,53  0,28 0,05 
SH Avoidances 0,59 0,37 0,02 
Response latency  -0,68 0,44 0,01 

Avpr1b ZM Head-dips 0,62 0,38 0,03 

Bcan 
Conditioned Freezing -0,57 0,33 0,03 
SH Avoidances 0,63 0,40 0,02 
Response latency -0,57 0,33 0,03 

CCK SH Avoidances 0,58 0,34 0,03 
Rearings5’ -0,64 0,41 0,01 

Cd28 ZM Latency to open -0,65 0,43 0,01 

Cx3cr1 
Conditioned Freezing -0,76 0,57 0,00 
SH Avoidances 0,56 0,31 0,04 
Response latency -0,64 0,41 0,01 

Cyp4a8 SH Avoidances 0,57 0,32 0,04 
Response latency -0,74 0,54 0,00 

Duox2 Rearings 0,63 0,39 0,02 

H2-M9 ZM Latency to open 0,57 0,32 0,04 
ZM SAP -0,59 0,35 0,03 

Oasf1 
Conditioned Freezing -0,58 0,33 0,03 
SH Avoidances 0,65 0,42 0,01 

  Distance  0,59 0,35 0,03 

Olr312 

Conditioned Freezing -0,75 0,56 0,00 
SH Avoidances 0,67 0,44 0,00 
Response latency -0,64 0,40 0,02 
CET 0,58 0,33 0,03 
ITC 0,77 0,59 0,00 

Olr689 Response  latency -0,60 0,37 0,02 
Olr862 Response latency -0,57 0,33 0,03 

Pik3r5 SH Avoidances 0,55 0,30 0,04 
Response latency -0,59 0,35 0,03 

Oxt ZM Head-dips 0,76 0,58 0,00 

Pnliprp2 
Conditioned Freezing 0,55 0,30 0,04 
SH Avoidances -0,61 0,38 0,02 
Rearings -0,62 0,39 0,02 

Prl5a2 

Conditioned Freezing -0,82 0,65 0,00 
SH Avoidances 0,86 0,74 0,00 
Response latency -0,61 0,37 0,02 
ITC 0,85 0,72 0,00 

Prl4a1 

Conditioned Freezing 0,67 0,45 0,01 
SH Avoidances -0,70 0,50 0,01 
Response latency 0,67 0,44 0,01 
ITC -0,85 0,34 0,03 

RT1-Dob 

Conditioned Freezing -0,71 0,51 0,00 
SH Avoidances 0,75 0,56 0,00 
Response latency -0,63 0,39 0,02 
ITC 0,72 0,52 0,00 

Sit1 

Conditioned Freezing -0,60 0,36 0,02 
SH Avoidances 0,64 0,41 0,01 
Response latency -0,54 0,29 0,05 
ITC 0,79 0,62 0,00 
Distance 0,63 0,40 0,02 

Slc6a2 

Conditioned Freezing -0,62 0,38 0,02 
SH Avoidances 0,69 0,47 0,00 
Response latency -0,70 0,49 0,00 
ITC 0,70 0,49 0,00 

Tacr3 Conditioned Freezing 0,59 0,34 0,03 
SH Avoidances -0,57 0,33 0,03 
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4.2.1.1 Genes validados con qRT-PCR 

Se aplicó el análisis de regresión lineal (modelo de pasos sucesivos hacia adelante), 

para poder analizar el poder predictivo de estos genes sobre diversos fenotipos 

conductuales (Tabla 18). En relación a los genes validados con qRT-PCR se obtuvieron los 

siguientes resultados: 

(a) Dos genes validados presentaron capacidad predictora significativa sobre variables 

relacionadas con la ansiedad incondicionada (prueba del Laberinto Circular Elevado): el 

gen Avpr1b y el gen H2-M9. 

En la Tabla 18 se muestra como el gen Avpr1b fue predictor del número de “head-

dips” (r= 0,62;  R2 = 0,38 con p = 0,025). A partir del análisis de regresión se puede ver 

como las ratas que presentaron mayores niveles de expresión en este gen (el grupo de ratas 

con “Baja ansiedad”) también fueron las que mostraron mayor número de “head-dips” 

durante la prueba conductual.  

En la Figura 15 se muestra la capacidad predictora del gen H2-M9 sobre dos 

variables relacionadas con la ansiedad incondicionada en el Laberinto Circular Elevado, 

como son el número de SAP y el tiempo de latencia hasta la primera entrada en las 

secciones abiertas. En cuanto el número de SAP (r= -0,59; R2=0,32 con p<0,003), el 

análisis de regresión muestra una relación inversa con la expresión del gen, es decir, a 

mayor expresión génica menor número de SAPs realizan las ratas en el laberinto circular. 

Congruentemente, el análisis de regresión muestra una relación directa entre expresión de 

H2-M9 y el tiempo de latencia de entrada a las secciones abiertas en el Laberinto Circular 

Elevado (r= 0,57; R2=0,35 con p<0,004).  

Es decir, a mayor nivel de expresión de este gen corresponde mayor tiempo de 

latencia (Tabla 18), lo que sugiere que la sobre-expresión del gen H2-M9 sería predictora 

de un perfil conductual inhibido (menos conducta SAP y mayor latencia de entrada –por 

primera vez- en las secciones abiertas del laberinto), mientas que la sobre-expresión del gen 

Avpr1b estaría asociada a  mayor exploración del laberinto. 
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Figura 15_Capacidad predictora del gen H2-M9 validado por qRT-PCR en 
variables relacionadas con la ansiedad incondicionada (Laberinto Circular 
Elevado, n = 14).  
 

 

 

(b) Los genes Tacr3 y Arr3 fueron predictores de variables relacionadas con la ansiedad 

condicionada:  

 

En la Figura 16 se muestra por un lado la relación directa entre los niveles de 

expresión del gen Tacr3 y el tiempo de miedo condicionado (“Freezing”), de forma que los 

animales con mayor nivel de expresión para este gen (las ratas con “Alta ansiedad”) 

también presentaron tiempos de miedo condicionado más largos (r= 0,59; R2=0,34 con 

p<0,03), mientras que el análisis de regresión mostró relación inversa entre los niveles de 

expresión de este gen y el número de evitaciones durante la sesión de la prueba de “Shuttle-

box” (r= -0,57; R2=0,33 con p<0,03; Figura 16).  
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Figura 16.-Capacidad predictora del gen Tacr3 validado por qRT-PCR en variables relacionadas con la ansiedad condicionada (prueba de “Shuttle-

box”, n = 14).  
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El gen Arr3 mostró capacidad predictiva sobre el tiempo de miedo condicionado, el 

número de evitaciones y la latencia media de respuesta durante la tarea de evitación en la 

“Shuttle-box” (todas las R2>0,28, p<0,050, Tabla 18 y Figura 17).  Los análisis de regresión 

mostraron que existía relación directa en los niveles de expresión de este gen y el número 

de evitaciones (a mayor nivel de expresión, mayor número de evitaciones:  r= 0,59; R2 = 

0,35 con p < 0,02), y relación inversa entre el nivel de expresión génica y el tiempo de 

miedo condicionado y de latencia de respuesta (r=-0,53; R2 = 0,28 con p < 0,05, y r= -0,68;   

R2 = 0,46 con p < 0,05, respectivamente;  ver Figura 18).  

Estos resultados sugieren que niveles altos de expresión del gen Arr3 podrían ser 

predictivos de un perfil de afrontamiento más activo en tareas condicionadas como la tarea 

de evitación activa en dos sentidos. Al contrario de lo que ocurre con el gen Tacr3, ya que 

niveles altos de expresión de este gen predecirían estilos de afrontamiento más pasivos (al 

menos ante un condicionamiento aversivo), característicos de las ratas con “Alta ansiedad”.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.-Capacidad predictiva del gen Arr3 validado por qRT-PCR en variables 
relacionadas con la ansiedad condicionada (prueba de “Shuttle-box”, n = 14). 
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Figura 18.-Capacidad predictiva del gen Arr3 validado por qRT-PCR en variables relacionadas con la ansiedad condicionada (prueba de “Shuttle-box”, n = 

14). 
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4.2.1.2 Otros genes con función en el SNC 

 

Además de los genes directamente validados por qRT-PCR, se han identificado 

otros genes con funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central y que podrían ser 

buenos predictores de comportamientos relacionados con respuestas de ansiedad y/o de 

miedo (Tabla 18). Genes relacionados con la prolactina como los genes Prl4a1 y Prl5a2, 

mostraron capacidad predictiva para comportamientos relacionados con la ansiedad 

condicionada como en el tiempo del miedo condicionado, en la respuesta de latencia, en el 

número de evitaciones y en el número de cruces de compartimento entre ensayos (Tabla 18 

y Figura 19).  

Los genes Prl4a1 y Prl5a2 podrían tener funciones moleculares diferentes ya que 

mostraron perfiles de expresión opuesta así como de la conducta que predijeron. El gen 

Prl4a1 presentó niveles de expresión menores en las ratas con “Baja ansiedad” y los análisis 

de regresión sugirieron que podría predecir un perfil de afrontamiento de tipo más activo 

durante la prueba de “Shuttle-box”, ya que los resultados del análisis de regresión 

mostraron que las ratas con menor nivel de expresión en este gen (es decir las ratas con 

“Baja ansiedad”) fueron las que presentaron menor tiempo de miedo condicionado (r = 

0,67; R2 = 0,45 con p < 0,01 y de latencia de respuesta (r = 0,67;  R2 = 0,44 con p < 0,01, 

Figura 19), así como mayor número de evitaciones (r= -0,70; R2 = 0,50 con p < 0,05) y de 

cruces entre compartimentos durante la sesión (r = -0,85; R2 = 0,34 con p < 0,05, Figura 

20). 
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Figura 19.-Capacidad predictiva de los genes Prl4a1 (relación inversa) y  Prl5a2 (relación directa) en variables relacionadas con la ansiedad 
condicionada como el miedo condicionado y la latencia de respuesta (prueba de “Shuttle-box”, n = 14). 
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Figura 20.-Capacidad predictiva de los genes Prl4a1 (relación directa) y Prl5a2 (relación inversa) en variables relacionadas con la ansiedad condicionada 
como el miedo condicionado y la latencia de respuesta (prueba de “Shuttle-box”, n = 14). 
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En el caso del gen Prl5a2, las ratas con más nivel de expresión de este gen (las ratas 

con “Baja ansiedad”) fueron las que presentaron tiempos más prolongados de miedo 

condicionado (r = -0,82; R2 = 0,65 con p < 0,001) y de latencia de respuesta (r = -0,61; R2 = 

0,37 con p < 0,02, Figura 19), así como menor número de evitaciones (r = 0,86; R2 = 0,74 

con p < 0,00 y de cruces entre compartimentos (r = 0,85; R2 = 0,72 con p < 0,001, Figura 

20). Estos resultados sugieren que la sub-expresión del gen Prl4a1 podrían subyacer al 

estilo de afrontamiento pasivo durante la realización de la prueba de “Shuttle-box”, 

mientras que la sobre-expresión del gen Prl5a2 sobre las ratas con “Baja ansiedad” 

predeciría un estilo de afrontamiento más activo durante la misma prueba.    

Otros genes en los que hemos encontrado resultados interesantes entre sus niveles 

de expresión y la capacidad predictiva sobre comportamientos relacionados con la ansiedad 

in/condicionada, fueron por un lado genes con funciones hormonales como el gen 

“Oxytocin, prepropeptide” (o también llamado Oxt) que se relacionó positivamente con el 

número de “head-dips”, es decir, las ratas que presentaron mayores niveles de expresión en 

este gen (subgrupo de “Baja ansiedad”) también presentaron mayor número de “head-dips” 

durante la prueba del Laberinto Circular Elevado (r = 0,76; R2 = 0,58 con p < 0,003, Tabla 

18) y el gen “cholecystokinin” (o CCK) que se relacionó negativamente con el número de 

rearings (exploración vertical durante el test de la “Caja nueva”, (r = 0,-0,64; R2 = 0,41 con 

p < 0,014, Tabla 18). Y los genes “Alpha2-HS-glycoprotein”, también llamado Ahsg (Rs
2 ≥ 

0,37 con p < 0,05, Tabla 18, Figura 21),  y “Cystatin F (leukocystatin)” o Cyp4a8 (Rs
2 ≥ 

0,32 con p < 0,05, Tabla 18, Figura 22), que se mostraron como predictores de las 

respuestas de ansiedad condicionada, como el miedo condicionado y la latencia de 

respuesta, y de conductas relacionadas con el nivel de exploración, como la distancia 

recorrida.  
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Figura 21.1.-Capacidad predictiva del gen Ahsg en variables relacionadas con la 
ansiedad condicionada (n =14). 
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Figura 21.2.- Capacidad predictiva del gen Ahsg sobre la latencia de respuesta y el miedo 
condicionado (n = 14).  
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Figura 22.-Capacidad predictiva del gen Cyp4a8 sobre la latencia de respuesta (n = 14). 
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El gen “Dual oxidase 2” (Duox2) presentó capacidad predictora sobre el 

comportamiento de exploración vertical (“rearings”) en la “Caja nueva” (r = 0,63; R2 = 

0,39 con p < 0,05, Tabla 18 y Figura 23), mientras que el gen “Chemokine (C-X3-C motif) 

receptor 1” (Cx3cr1) fue predictor de comportamientos implicados en la respuesta de 

ansiedad condicionada como el número de evitaciones, el tiempo de miedo condicionado y 

la respuesta de latencia durante la tarea de evitación activa en la “Shuttle-box” (Rs
2 ≥ 0,31 

con p < 0,05, Tabla 18 y Figura 23).  El gen “Acrosin” (Acr) se mostró como predictor del 

miedo condicionado (r = -0,55; R2 = 0,31 con p < 0,04, Tabla 18) y de la distancia recorrida 

durante la prueba de la “Caja nueva”  (r = 0,68; R2 = 0,46 con p < 0,01, Tabla 18).  
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Figura 23.-Perfil de expresión de los genes Cx3cr1 y Duox2, y su capacidad 
predictiva de los resultados conductuales en las ratas N/Nih-HS, n = 14. 
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A partir del análisis microarray también se obtuvieron diferencias significativas, 

entre los grupos de ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad, en los niveles de expresión de 21 

genes subyacentes a funciones de receptores olfatorios. De ellos sólo tres mostraron 

capacidad predictiva de comportamientos relacionados con la ansiedad, los genes Olr312, 

Olr689 y Orl872 (Figura 24). Los tres genes mostraron sobre-regulación de sus niveles de 

expresión en las ratas con “Baja ansiedad” y fueron predictivos de un mismo perfil de 

afrontamiento durante la realización de la prueba de “Shuttle-box”. Las ratas con sobre-

expresión en estos genes presentarían:   

(1) Mayor número de evitaciones, más número de cambios entre compartimentos 

durante la sesión y en el periodo de habituación (R2 ≥ 0,33 con p < 0,03, Figura 

24); 

(2) Menor tiempo de miedo condicionado y de latencia de respuesta (R2 ≥ 0,33 con 

p < 0,05, Figura 24). 
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Figura 24.1.-Perfil de expresión de los genes olfatorios y su capacidad predictiva de los resultados conductuales en las ratas N/Nih-HS, n = 14.  
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Figura 24.2.-Perfil de expresión de los genes olfatorios y su capacidad predictiva de los resultados conductuales en las ratas N/Nih-HS, n = 14.  
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También el grupo de ratas de “Baja ansiedad” mostró sobre-regulación de los 

niveles de expresión de los genes Bcan (“Brevican”), Oasf1 (“2'-5' oligoadenylate 

synthetase 1F”), Pik3r5 (“phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 5”), RT1-Dob 

(“histocompatibility 2, O region beta locus”) y Sit1 (“signaling threshold regulating 

transmembrane adaptor 1-2”). Así, los niveles de expresión del gen Bcan predicen 

negativamente el miedo (“Freezing”) condicionado y la latencia media de respuesta en la 

sesión de evitación activa en dos sentidos (Tabla 18), la expresión del gen Oasf1 se 

relaciona negativamente con el miedo condicionado y positivamente con la distancia 

recorrida en el test de la “Caja nueva” (Tabla 18), y la expresión del gen Pik3r5 predice 

negativamente la latencia media de respuesta en la sesión de “Shuttle-box” (Tabla 18).  Por 

otra parte, los niveles de expresión de los genes RT1-Dob y Sit1 predicen negativamente el 

miedo condicionado y la latencia media de respuesta en la sesión de “Shuttle-box”, al 

tiempo que muestran una relación positiva con los cruces entre ensayos en la “Shuttle-box” 

(ITC) y con la distancia recorrida en el test de la “Caja nueva” (caso, este último, del gen 

Sit1; ver Tabla 18, Figuras 25 y 26).  
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Figura 25.-Perfil de expresión de los genes RT1-Dob y Sit1 y su capacidad predictiva sobre los resultados conductuales de las ratas N/Nih-HS extremas en 
ansiedad, n = 14.  
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Figura 26.-Perfil de expresión del gen Sit1 y su capacidad predictiva sobre los resultados conductuales de las ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad, n = 14. 
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Se han identificado varios genes con implicaciones funcionales sobre la 

neurotransmisión, en concreto, el gen “solute carrier family 6 (neurotransmitter 

transporter, noradrenalin), member 2”  (Slc6a2) que está involucrado en el transporte de 

norepinefrina. Los análisis de regresión sugirieron que este gen podría predecir un perfil de 

afrontamiento de tipo más activo durante la prueba de “Shuttle-box”, ya que los resultados 

de dicho análisis mostraron que las ratas con mayor nivel de expresión en este gen (es decir 

las ratas con “Baja ansiedad”) fueron las que presentaron menor tiempo de miedo 

condicionado (r = -0,62; R2 = 0,38 con p < 0,02)  y de latencia de respuesta (r = -0,70;  R2 = 

0,49 con p < 0,005, Figura 27), así como mayor número de evitaciones (r= 0,70; R2 = 0,47 

con p < 0,006) y de cruces entre compartimentos durante la sesión de evitación activa         

(r = 0,85; R2 = 0,34 con p < 0,05, Tabla 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por último, el grupo de ratas con “Baja ansiedad” mostró algunos genes con sub-

regulación en sus niveles de expresión, como el gen “solute carrier family 6 

(neurotransmisor) member 14” (Slc6a14), relacionado con la neurotransmisión aminérgica 

(transporte de aminas, entre otros), el gen “Pancreatic lipase-related protein 2 gene” 

(Pnliprp2) que está relacionado con algunas respuestas de estrés y con estímulos 

Figura 27.-Perfil de expresión del gen Sit1 y su capacidad predictiva 
sobre los resultados conductuales de las ratas N/Nih-HS extremas en 
ansiedad, n = 14. 



RESULTADOS 

  

Página 119 

 

  

hormonales relacionados con ellas (glucocorticoides y estímulos esteroideos), y el gen 

regulador de la molécula C 28 (Cd28) que está relacionado con la respuesta inmune 

(diferenciación/regulación leucocitaria y linfocitaria).  

Las ratas que presentaron mayor nivel de expresión del gen Cd28 (es decir, las ratas 

con “Alta ansiedad”) también mostraron mayor inhibición exploratoria indicada por las 

latencias más largas en entrar por primera vez en las secciones abiertas del Laberinto 

Circular Elevado (r = -0,65; R2 = 0,43 con p < 0,01). Este grupo de ratas también presentó 

sobre-regulación del gen Pnliprp2, que fue predictivo de un estilo de comportamiento 

inhibido, ya que los análisis de regresión mostraron: 

(1) Relación directa entre la sobre-regulación de este gen y periodos más largos de 

miedo condicionado (r = 0,55; R2 = 0,30 con p = 0,04, Figura 28). 

 

(2) Relación inversa entre la expresión de este gen y el número de evitaciones y de 

actividad exploratoria vertical (“rearings” en el test de la “Caja nueva”;              

r ≥ -0,61; R2 ≥ 0,38 con p = 0,02;   Tabla 18 y Figura 28).  
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Figura 28.-Perfil de expresión del gen Pnliprp2 y su capacidad predictiva sobre 
los resultados conductuales de las ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad, n = 14.  
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4.2.2 Expresión genética diferencial en hipocampo de ratas N/Nih-HS extremas en 

ansiedad 

 

Siguiendo el mismo procedimiento que para el microarray de las amígdalas se 

seleccionaron hipocampos de ratas N/Nih-HS (de la muestra original de n = 100 del 

“Estudio 1”) que mostraban valores extremos en ansiedad, esto es, en adquisición de la 

evitación activa en dos sentidos. La Tabla 19 muestra los valores de los subgrupos de “Baja 

ansiedad” y “Alta ansiedad” en las diferentes variables conductuales. Se realizó análisis de 

expresión génica mediante microarray, y se halla en curso la validación por qRT-PCR de 

una selección de genes (como hicimos con las muestras de amígdala).  

Las ratas N/Nih-HS con “Alta ansiedad” presentaron tiempos más prolongados de 

miedo condicionado, de latencia de respuesta y menor número de cruces entre 

compartimentos, en comparación con las ratas con “Baja ansiedad” (ts (10) ≥ -2,74 con p < 

0,013 y zs ≥ -2,38 con p < 0,016, Tabla 19). Este grupo de ratas, con elevados niveles de 

ansiedad, mostraron estilo de afrontamiento pasivo durante la realización de la tarea de 

evitación en la “Shuttle-box”, mientras que el grupo de ratas de “Baja ansiedad” mostró un 

estilo de afrontamiento más activo durante esta tarea y una tendencia a presentar mayores 

niveles de comportamiento exploratorio (por ejemplo, en las secciones abiertas del 

Laberinto Circular Elevado; aunque las diferencias entre los dos grupos de ratas no fueron 

significativas; Tabla 19), cercana a la significación estadística en la variable “distance5’  

(distancia recorrida durante los primeros 5 minutos de exposición al test de la “Caja 

nueva”,  p= 0,063; Tabla 19).  
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Leyenda Tabla 19: Medias + ES de las medidas conductuales de los dos grupos de ratas N/Nih-HS. 
Ver Tabla 7 y 15 para definición de variables. (a) p<0,05 vs. el grupo de ratas con “Leve ansiedad” 
(“Student’s t-test”, para muestras independientes), (b) p< 0,05 vs. el grupo de ratas con “Leve 
ansiedad (“Mann-Whitney U Test”, para muestras independientes), ), (c) p= 0,063 vs. el grupo de 
ratas con “Leve ansiedad” (“Student’s t-test”,  para muestras independientes). 
 

 

A partir de la aplicación del análisis de Microarray, se seleccionaron 208 genes con 

diferente nivel de expresión en el hipocampo de los dos grupos de ratas  (FDR <0,05). Del 

total, 120 genes presentaron sobre-expresión (el grupo de ratas de “Baja ansiedad” obtuvo 

mayor nivel de expresión que el otro grupo). 

EL 31,73 % de estos genes (66 genes con FC >|2,19|;  Tablas 20 y 21.1-3) 

mostraron funciones biológicas relacionadas con el SNC y, en concreto, 28 genes 

presentaron funciones relacionadas con neurotransmisión, sistema inmunitario, procesos 

hormonales, sustancias de abuso y comportamiento. De éstos, 19 se presentaron sobre-

regulados y 9 sub-regulados. En la Tabla 22 se muestra el listado de genes con diferencias 

significativas entre los dos grupos de ratas, con funciones relacionadas con el SNC y 

capacidad predictiva para comportamientos relacionados con la ansiedad in/condicionada. 

Tabla 19.-Comparaciones de las respuestas conductuales entre grupos de ratas 
N/Nih-HS extremos en ansiedad.  

  
Muestra completa 
(n = 100) 

Grupo de “Baja 
ansiedad” (n = 4) 

Grupo de “Alta 
ansiedad” (n= 8) 

Time (s) 44,9 ± 4,8  68,3 ± 23,7 40,8 ± 12,2  
Entries (#) 3,5 ± 0,4 6,3 ± 2,6  3,1 ± 0,9  
Head-dips (#) 5,8± 1,2 42,0 ± 34,0  5,6 ± 1,6  
SAP (#)  7,5 ± 0,4  13,0 ± 4,6  8,3 ± 1,1  
Line-crossings (#) 17,4±1,2 29,3 ± 9,8  16,1 ± 2,4  
Distance (cm) 2871,9 ± 145,1      3606,6 ± 170,1  2476,5 ± 447,8  
Distance5' (cm) 1056,2±58,9 1365,4 ± 106,6  884,0 ± 157,8 (c) 
Rearings (#) 94,1 ± 11,2             36,5 ± 6,6  80,8 ± 36,4  
Rearings5' (#) 25,7±2,8 13,3 ± 1,5  23,4 ± 8,3  
CET (#) 4,4 ± 0,3   8,3 ± 2,3  4,9 ± 1,0  
Conditioned freezing (s) 219,7 ± 4,7   183,8 ± 33,7  255,8 ± 10,4 (a) 
ITC (#) 15,6  ± 1,1            35,0 ± 10,0  14,6 ± 2,1 (b) 
Response latency (s) 14,4 ± 0,6        7,5 ± 1,5  14,5 ± 1,6 (a, b) 
SH avoidances (#) 4,4 ± 0,7             25,3 ± 4,5  2,2 ± 0,9 (a, b ) 
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Genes  Localización (Mb) Nombre 

Accn3 4:6125614-6129660 amiloride-sensitive cation channel 3 

Alx1 7:41090488-41110281 ALX homebox 1 

Arhgef6 X:141946362-142068629 
Rac/Cdc 42 quanine nucleotide exchange  
factor (GEF) 6 

Calca 1:172686170-172691061 
calcitonin/calcitonin-related polypeptide,  
alpha 

Ccng1 10:25776380-25782754 cyclin G1 

Cdkn3 15:22617464-22628745 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 

Crybb2 
45165513-45175496 (pubmed no  
encontrado en ensemble) crystallin, beta 2 

Cyp11b1 7:112978156-112984086 
cytochrome P450, subfamily 11B, polypeptide  
1 

Defa10 16:75304740-75305516 defensin alpha 10 

Doxl2 4:77083806-77087592 
similar to diamine oxidase-like protein 3:  
diamine oxidase-like protein 2 

Drp2 X:121881801-121929386 dystrophin related protein 2 

Galr3 
117014148..117017058 (pubmed, no  
encontrado en ensemble) 

galanin receptor 3 

Gli1 7:67288462-67297461 GLI-Kruppel family member GLI1 

Gna13 10:98933230-98965795 guanine nucleotide binding protein, alpha 13 

H2-M9 20:1945294-1947325 
histocompatibility 2, M region locus 9; similar  
to RT1 class I, M1, gene 2 

Igfals 10:14128636-14130444 
insulin-like growth factor binding protein,  
acid labile subunit 

Lamc2 13:68152254-68210665 laminin, gamma 2 

LOC681740 
19477226..19657980 (pubmed, no  
encontrado en ensemble) 

similar to jumonji protein 

Lpar2 16:20081180-20085307 lysophosphatidic acid receptor 2 

Mab21l1 2:145006131-145008520:1 mab-21-like 1 (C. elegans) 

Tabla 20.1.-Listado de genes con sobre-expresión  significativa en hipocampo de ratas   
N/Nih-HS y con  funciones relacionadas con el SNC. 

Datos extraídos de las bases de datos: Ensemble Genome Browser y Pubmed. 
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Genes  Localización (Mb) Nombre 

Olr220 1:164152120-164153043 olfactory receptor 220 

Oprl1 3:170869291-170874913 opiate receptor-like 1 

Olr594 3:71616656-71617591 olfactory receptor 594 

Pah 7:24175898-24243586 phenylalanine hydroxylase 

Pcdh15 20:14505890-14990127 protocaherin 15: similar to protocadherin 15 

Pdgfb 7:118244386-118262021 
platelet-derived growth factor beta  
polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis)  
oncogene homolog) 

Plaur 1:79708645-79712881 plasminogen activator, urokinase receptor 
Pvrl1 8:46785431-46798633 poliovirus receptor-related 1 

RT1-A2 20:5021800-5025330 
RT1 class, CE14: RT1 class I, CE16: RT1 class  
Ia, locus A2: RT1 class Ib,locus CI: RT1 class  
Ia, locus A1: RT1 class I, A3 

RT1-CE12 20:3594968-3598027 

chain: class I MHC heavy chain RT1.A (n)  
antigen, chain: MHC class I protein, chain:  
MHC class I RT1.Ac heavy chain, signal  
peptide, RT1 class I. CE1: RT1 class I. CE12:  
similar to RT1 class I. CE1 

RT1-T24-1 20:2907237-2922971 RT1 class I, locus T24, gene 1 (pubmed) 

Rtp3 8:115388094-115392602 
receptor (chemosensory) transporter protein  
3 

Shank2 1:204430166-204855453 SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2 

Slc22a13 8:124159275-124174462 

solute carrier family 22 (organic anion  
cotransporter family), member 13: similar to  
solute carrier family 22 (organic cation  
transporter), member 13 

Tg 7:104035776-104220754 thyroglobulin 

Uncx 12:15576546-15581062 UNC homebox 

Wt1 3:90529515-90577270 Wilms tumor 1 

Datos extraídos de las bases de datos: Ensemble Genome Browser y Pubmed. 

Tabla 20.2.-Listado de genes con sobre-expresión significativa en hipocampo de ratas   
 N/Nih-HS y con funciones relacionadas con el SNC. 
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Genes  Localización (Mb) Nombre 
Avpr1b 13:44536742-44547983 arginine vasopressin receptor 1B 
Cd3e 8:47947257-47958419 CD3 molecule, epsilon polypeptide 

Cd74 18:56756511-56765707 Cd74 molecule, major histocompatibility complex, class II  
invariant chain 

Col8a1 11:43604994-43733870 collagen, type VI, alpha 1 
Csad 7:140917828-140960361 cysteine sulfinic acid decarboxylase 

Cyp2b12 1:81780088-81853249 
cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 2:  
cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 12 

Epgn 14:18573036-18579934 epithelial mitogen 
G6pc 10:90343493-90403485 glucose-6-phosphatase, catalytic subunit 

Gpr112l 

141451375..141597555 (pubmed, no  
encontrado en ensemble) como GPR112 se  
encuentra en X:141451777-141597495 en el  
Ensemble Genome Browser 

G protein-coupled receptor 112: G protein-coupled receptor  
112 like 

Kif12 5:80146349-80152996 kinesin family member 12 

LOC685152 2:182161919-182181777 
similar to Probable phospholipid-transproting ATPase ID  
(ATPase class I type 8B member 2): Atpase, class I, type 8B,  
member 2 

LOC687426 
29186757..29299098 (pubmed, no encontrado  
en ensemble) 

similar to G protein-coupled receptor 133 

Ltb 20:3666525-3668369 lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 

Ltbp1 6:19942626-20354758 latent transforming groth factor beta binding protein 1 

Npr3 2:61278264-61341460 natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C  
(atrionatriuretic peptide receptor C) 

Nrg2 18:28650123-28828772 neuregulin 2 

P2ry1 2:150460361-150465862 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 1 (pubmed) 

Pdilt 1:177750349-177782699 protein disulfide isomerase-like protein of the testis 

RT1-Da 20:2907237-2922971 RT1 class II, locus Da (pubmed) 

Serpina5 6:128156901-128161329 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 5 

Slc10a4 14:37602855-37608704 solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter  
family), member 4 

Slc5a7 9:133838-165939 solute carrier family 5 (choline transporter), member 7 

Sncg 16:10025979-10030516 synuclein, gamma (breast cancer-specific protein 1) 
Sostdc1 6:55066277-55070453 sclerostin domain containing 1 (pudmed) 
Spata3 9:84726151-84738071 spermatogenesis associated 3 (pubmed) 
Spp1 6:98308042-98327175 secreted phosphoprotein 1 (pubmed) 
Trh 4:126425185-126427651 thyrotropin releasing hormone 
Vom2r45 2:153931980-153958228 vomeronasal 2 receptor 45 
Vom2r8 1:49591810-49631453 vomeronasal 2 receptor 8 

Tabla 20.3.-Listado de genes con sub-expresión significativa en hipocampo de  ratas N/Nih-HS y con funciones 
relacionadas con el SNC.     

Datos extraídos de las bases de datos: Ensemble Genome Browser y Pubmed. 
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Símbolo Descripción Funciones

Mab21I1 Mab-21-like 1 (C. elegans) Este gen está relacionado con la formación de los órganos sensoriales  (desarrollo del ojo).

Calca
Calcitonin/calcitonin-related 
polypeptide, alpha

Este gen participa en la regulación de la producción de citoquininas y está relacionado con la detección de 
estímulos (de temperatura y dolor); también está relacionado con la respuesta de defensa, cognición, 
percepción sensorial y conducta de ingesta.

Drp2 Dystrophin related protein 2 Este gen está relacionado con la proyección neural.

Gli1
GLI-Kruppel family member
GLI1

Este gen está involucrado en la gametogénesis, reproducción sexual, desarrollo de estructuras del Sistema 
Nervioso Central, como: diencéfalo, cerebelo, glándula pituitaria.

H2-M9
Histocompatibility 2, M
region locus 9; similar to RT1
class I, M1, gene

Este gen está involucrado en la respuesta inmune.

Wt1 Wilms tumor 1
Este gen está involucrado en la gametogénesis, en el desarrollo del sistema urogenital y órganos sensoriales
(ojos), características sexuales primarias y participa en la regulación de la transcripción de RNA.

RT1-EC12

Chain: class I MHC heavy
chain RT1.A (n) antigen,
chain: MHC class I protein,
chain: MHC class I RT1.Ac 

Este gen está involucrado en la respuesta inmune, en el trastorno tiroideo y en la Diabetes Mellitus tipo II.

RT1-T24-1
RT1 class I, locus T24, gene 1
(pubmed) Este gen está involucrado en la respuesta inmune.

Rtp3
Receptor (chemosensory)
transporter protein 3

Este gen está involucrado en la percepción sensorial, procesos neurológicos y detección de estímulos
sensoriales.

O lr594 Olfactory receptor 594 Este gen está relacionado con la percepción sensorial (percepción del olor), procesos neurológicos,
cognición; y participa en las vías de señalización de las proteínas G.

Ltb
Lymphotoxin beta (TNF
superfamily, member 3) Este gen está involucrado en la producción de citoquininas y en el desarrollo de la respuesta inmune.

Serpina5
Serine (or cysteine) peptidase
inhibitor, clade A, member 5

Este gen está involucrado en la gametogénesis, reproducción sexual y en la regulación de la respuesta hacia
estímulos externos.

Slc5a7
Solute carrier family 5
(choline transporter), member
7

Este gen está involucrado en la regulación de neurotransmisión y transmisión neuromuscular, procesos
metabólicos y biosintéticos de la acetilcolina; y participa en el transporte de alcohol, procesos
neurológicos, impulso nervioso y procesos metabólicos derivados.

Avpr1b
Arginine vasopressin receptor
1B

Este gen está involucrado en la regulació de la presión sanguínea por acción hormonal (vasopresina),
regulación de la secreción de glutamato y procesos endocrinos.

Sncg
Synuclein, gamma (breast 
cancer-specific protein 1)

Este gen está involucrado en el comportamiento locomotor, en la regulación de la dopamina y en la
secreción de catecolaminas y aminas.

Tabla 21.-Lista de genes sobre/sub-expresados en hipocampo entre grupos de ratas N/Nih-HS extremos en ansiedad: funciones
relacionadas con el Sistema Nervioso Central y capacidad predictiva de comportamientos implicados en la ansiedad in/condicionada. 

Genes con sobre-expresión 

Genes con sub-expresión 
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4.2.2.1 Genes validados con qRT-PCR 

Catorce genes con diferente perfil de expresión fueron seleccionados como 

candidatos a validar por medio de qRT-PCR (Avpr1b, H2-M9, Ltb, Gna13, Slc5a7, 

Slc10a4, Trh, Cd74, RT1-EC12,  Drp2, Accn3, Galr3, Oprl1 y Nrg2).  

De igual forma que se hizo con los resultados de expresión génica en amígdala 

también se realizaron análisis de regresión entre los niveles de expresión de algunos genes 

en el  hipocampo (con funciones en el SNC) y diferentes variables conductuales. Se 

presentan tales análisis de regresión en la Tabla 22.   
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Tabla 22.-Capacidad predictiva de los genes diferencialmente expresados de las ratas N/Nih-HS 
sobre su conducta (modelo de pasos sucesivos hacia adelante, step 1, n = 12). 

Variables 
predictivas 

Variables 
dependientes 

Coeficiente de 
Pearsons        R cuadrado p 

Mab21I1 
SH Evitaciones 0,59 0,34 0,05 

CET 0,67 0,45 0,02 

Calca Line-crossing 0,61 0,37 0,05 

Drp2 ITC 0,67 0,44 0,02 

  Distancia 0,61 0,37 0,04 

Gli1 Distancia 0,66 0,44 0,03 
H2-M9 SH Evitaciones 0,85 0,71 0,00 

Wt1 

 Entradas 0,65 0,42 0,03 
Line-crossing 0,76 0,57 0,01 
SAP 0,79 0,62 0,00 

CET 0,86 0,74 0,00 

RT1-EC12 
SH Evitaciones 0,83 0,68 0,00 

Latencia de respuesta -0,70 0,49 0,02 
RT1-T24-1 SH Evitaciones 0,70 0,49 0,01 

Rtp3 Rearings -0,70 0,49 0,02 

Olr594 Head-dips 0,79 0,62 0,00 

Ltb 

Head-dips -0,61 0,38 0,05 

Miedo condicionado 0,61 0,37 0,04 

SH Evitaciones -0,86 0,74 0,00 

Serpina5 Distancia -0,64 0,42 0,02 

Slc5a7 

Entradas -0,67 0,44 0,04 

Line-crossing -0,81 0,65 0,01 

SAP -0,83 0,69 0,00 

CET -0,63 0,40 0,04 

Avpr1b 

Miedo condicionado 0,75 0,56 0,01 

SH Evitaciones -0,68 0,46 0,02 

ITC -0,74 0,55 0,01 

Distancia -0,65 0,42 0,03 
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Los análisis de regresión realizados sobre los genes candidatos a validar mostraron 

que (Tabla 22):  

(1) Los genes Avpr1b (“Arginine vasopressin receptor 1B”), Ltb (“Lymphotoxin beta 

(TNF superfamily, member 3”) y Slc5a7 (“Solute carrier family 5 (choline transporter), 

member 7”) fueron predictores de variables representativas de la ansiedad incondicionada 

(Figura 29). Así, los niveles de expresión del gen Avpr1b predicen negativamente la 

distancia total recorrida durante la sesión del test “Caja nueva” (r = -0,65; R2 = 0,42 con p = 

0,03), la expresión del gen Ltb se relaciona negativamente con el número de “head-dips” (r 

= -0,61; R2 = 0,38 con p = 0,05; Tabla 22) y el gen Slc5a7 predice negativamente el número 

de SAP, de “line-crossings” y del número de entradas en las secciones abiertas del test del 

Laberinto Circular Elevado (r ≥ -0,67;  R2≥ 0,44 con p<0,04; Figura 29). 
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Figura 29.-Capacidad predictiva de los genes Slc5a7 en variables relacionadas con la ansiedad incondicionada (Laberinto Circular Elevado, n = 10). 

  



RESULTADOS  

  

Página 131 

 

  

 

(2) Cinco de los genes candidatos a validar por qRT-PCR mostraron capacidad 

predictiva en variables relacionadas con la ansiedad condicionada (Figura 30):  

- El gen H2-M9 (sobre-expresado en el subgrupo de “Baja ansiedad”), fue predictor 

positivo del número de evitaciones  (r = 0,85; R2 = 0,71 con p = 0,001).  

- El gen Ltb (sub-expresado en el subgrupo de “Baja ansiedad”), presentó capacidad 

predictiva sobre el miedo condicionado y el número de evitaciones (R2≥ 0,37 con p = 0,04).  

- Y el gen Avpr1b (sub-expresado en el subgrupo de “Baja ansiedad”) mostró capacidad 

predictiva para comportamientos relacionados con la ansiedad condicionada, como el 

miedo condicionado, el número de evitaciones y el número de cruces de compartimento 

entre ensayos (R2≥ 0,46 con p<0,02)  (ver Figura 30). 
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 Figura 30.-Capacidad predictiva de los genes Slc5a7, Ltb, H2-M9 y Avpr1b en variables relacionadas con la ansiedad condicionada 
(prueba de “Shuttle-box”, n = 10-12). 
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Los únicos genes que sólo presentaron capacidad predictiva sobre variables 

relacionadas con la ansiedad condicionada (y no con la ansiedad incondicionada) fueron 

Mab21I1 y RT1-CE12. Su sobre-expresión predijo mayor número de evitaciones y más 

cambios de compartimento –CET- durante el periodo de habituación (r = 0,67; R2 = 0,45 

con p < 0,02; Tabla 22 y Figura 31), en el caso del gen Mab21I1, y menor latencia de 

respuesta en el caso del gen RT1-EC12 (r = -0,70; R2 = 0,49 con p < 0,02;  ver Figura 31). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31.-Capacidad predictiva de los genes Mab21I1 y RT1-Ec12 en 
variables relacionadas con la ansiedad condicionada (prueba de “Shuttle-
box”, n = 12). 
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4.2.2.2 Otros genes con función en el SNC 

Otros genes identificados con funciones relacionadas con el SNC y que mostraron 

capacidad predictora en relación a las respuestas de ansiedad y miedo (Tabla 22) fueron, 

por ejemplo: 

- El gen Calca (“Calcitonina/calcitonina-relacionado con el polipéptido, alpha”) y 

el gen olfativo Olr594, que fueron predictivos de comportamientos relacionados con la 

ansiedad incondicionada. En concreto, las ratas que presentaron mayores niveles de 

expresión en el gen Calca (subgrupo de “Baja ansiedad”) también fueron las que mostraron 

mayor número de “line-crossings” (r= 0,61; R2 = 0,37 con p < 0,05; Figura 32) y más 

número de “head-dips”  (r = 0,79; R2 = 0,62 con p < 0,00, caso, este último, del gen 

Olr594; ver Tabla 22). 

- Los genes Gli1 (“GLI-Kruppel family member GLI 1 gene”) y Wt1 (“Wilms tumor 

1”) también mostraron ser predictivos de comportamientos relacionados con la ansiedad 

incondicionada. Así, los niveles de expresión de los genes Wt1 y Gli1 se relacionan 

positivamente con el número de SAP, el número de entradas en las secciones abiertas, el 

número de cruces entre las secciones durante la prueba del Laberinto Circular Elevado (r ≥  

0,65; R2≥ 0,42 con p = 0,03, Figura 32) y con mayor comportamiento exploratorio en el test 

de la “Caja nueva” (r = 0,66; R2 = 0,44 con p = 0,03, caso  Figura 32).  

- Por último, el gen Serpina 5 (relacionado con la reproducción sexual) se relacionó 

negativamente con la distancia horizontal recorrida durante el test de la “Caja nueva”         

(r = -0,64; R2 = 0,42 con p = 0,02). Los animales que presentaron menores niveles de 

expresión en este gen (subgrupo de “Baja ansiedad”) fueron los que mayor distancia 

recorrieron durante el test de “Caja nueva” (Figura 32). 
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               Figura 32.-Capacidad predictiva de los genes Wt1, Serpina 5, Calca y Gli1 en variables relacionadas con la ansiedad incondicionada (n = 12) 
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5.1 PARTE I: Perfiles conductuales ansioso-depresivos y neuroendocrinos 
 
5.1.1 Caracterización conductual y hormonal de la ratas N/Nih-HS en situaciones de 

conflicto y estrés (Estudio 1 y 2) 

 

A partir de los experimentos realizados con las ratas N/Nih-HS comparadas con las 

RHA-I y RLA-I en el Estudio 1 y Estudio 2, se puede concluir que este stock de ratas 

presentan un perfil conductual similar al observado en las ratas RLA-I (estilo de 

afrontamiento pasivo) en pruebas de miedo, y de ansiedad condicionada como la tarea de 

evitación en la tarea de “Shuttle-box”, junto con comportamientos de exploración y 

ansiedad incondicionada en su mayoría intermedios entre los valores mostrados por las dos 

cepas de  ratas Roman en la prueba del Laberinto Circular Elevado y en test de Campo 

Abierto (López-Aumatell y cols., 2008; 2009b). En otro estudio paralelo (Experimento 2 

del “Estudio 1”) se mostró como las ratas N/Nih-HS presentaban comportamientos de tipo 

depresivo –afrontamiento pasivo- durante la prueba de natación forzada (mostrando 

tiempos largos de inmovilidad y periodos muy cortos de natacación activa o lucha).  

En mayor detalle, en relación al test de Campo Abierto, las ratas N/Nih-HS 

mostraron también un perfil de comportamiento en algunos aspectos más cercano al de las 

ratas RLA-I que al de la cepa RHA-I. La selección realizada en las ratas N/Nih-HS a partir 

de las puntuaciones extremas (altas o bajas) obtenidas en variables conductuales relevantes 

muestra que los animales con mayor presencia de “grooming” son los que presentan 

menores niveles de respuestas de petrificación y de SAP (evaluación de riesgo; véase 

Figura 13), mientras que las ratas con mayores niveles de respuestas de petrificación 

(“freezing”) son las que realizan menor conducta de “grooming”, menos 

exploración/actividad horizontal y menos entradas y tiempo en las secciones abiertas del 

Laberinto Circular Elevado (ver Figura 14).  

  Según nuestras hipótesis iniciales, asumiendo que tanto la “petrificación” como el 

“grooming”  son indicadores directos de ansiedad/miedo, las ratas que realizaran más 

tiempo de “grooming” serían las que presentarían también más tiempo de “petrificación”, 
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aunque a partir de los resultados mencionados en el párrafo anterior debemos concluir que 

no es así, sino más bien al contrario. Además, y confirmando lo anterior, el análisis 

factorial (Tabla 13) muestra que ambas variables tienen una relación inversa entre sí 

(Figuras 13). Los pesos obtenidos en el análisis factorial (solución de dos factores) en las 

variables del Laberinto Circular Elevado y el test de Campo Abierto, nos hacen pensar que 

la presencia de la conducta de petrificación (“freezing”) es la que selecciona entre los 

animales que actúan (que se muestran activos) o no durante las pruebas –en especial en el 

Campo Abierto-. Ello sugiere que el animal se enfrenta a un conflicto de 

“aproximación/evitación” en las fases iniciales del test (ver p. ej. Gray 1982; Gray y 

McNaughton 2000), con una tendencia a explorar activamente opuesta a otra de 

“protegerse”, o “petrificarse”. Para que la conducta de “grooming”  aparezca es necesario 

que el animal deje de estar “petrificado” (es decir, que se haya iniciado el movimiento o la 

actividad)  (Estanislau y cols. 2012 a-b; Kalueff y Tuohimaa, 2005).   Por tanto, si bien las 

comparaciones entre grupos o tipos de ratas diferentes indican que la conducta de 

“grooming” se presenta en mayor grado en las ratas con niveles de ansiedad basal más 

altos, como son por ejemplo las ratas N/Nih-HS y RLA-I (respecto a las RHA-I; Tabla 11 y 

Figura 14),  los resultados descritos, de la comparación de subgrupos extremos (en 

“grooming”  o tiempo de petrificación) y del análisis correlacional/factorial, claramente 

indican que el significado de las respuestas de “grooming”  intratest e intrasujeto es más 

complejo y va más allá de una simple relación directa con la ansiedad, el miedo o el estrés 

(p. ej. Estanislau y cols. 2012 a-b; Kalueff y Tuohimaa, 2005).  

A partir de estos resultados es necesario realizar más experimentos en este sentido 

que ayuden a esclarecer la función de la conducta de “grooming” como marcador de 

ansiedad en las ratas N/Nih-HS. Algunos de estos experimentos se hallan ya en marcha en 

nuestro laboratorio (Estanislau y cols., 2012 a-b; Kalueff y Tuohimaa, 2005). 

A nivel hormonal, en el Estudio 1 se presentó por primera vez, la respuesta 

hormonal del eje HPA, y el grado de reactividad de la prolactina ante una situación de 

novedad/estrés en las ratas N/Nih-HS. Las ratas N/Nih-HS mostraron niveles plasmáticos 

de corticosterona y ACTH similares a las ratas RLA-I, y superiores a los de las RHA-I, 

mientras que el incremento post-estrés de los niveles plasmáticos de prolactina fue mayor al 

observado en las dos cepas de ratas Roman; La prolactina tiene un papel importante como 
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mediadora entre el sistema immune y endocrino, e implicación en la regulación de la 

homeostasis del organismo durante la exposición a situaciones estresantes o de novedad 

(Freeman y cols., 2000). Es bien conocido que diferentes tipos de estímulos ansiógenos, 

incluyendo la exposición a situaciones de novedad, el condicionamiento de miedo, la 

exposición a una situación estresante aguda o crónica, a estímulos nociceptivos o ejercicio 

físico, activan  las neuronas que regulan la secreción de prolactina en diferentes áreas 

cerebrales (Onaka y cols, 2010). Varios estudios muestran especificidad de la respuesta de 

la prolactina en función del tipo de situación estresante (Ratner y cols., 1989; Yelvington y 

cols., 1984; 1985). Otros estudios muestran que el grado de control de cada organismo 

sobre la fuente de estrés será determinante en la respuesta de la prolactina frente a la 

situación (Steime y cols., 1997b; Telner y cols., 1982).   

Estructuras relacionadas con la respuesta de estrés, también parecen estar 

vinculadas a la secreción y aumento/disminución de estas hormonas, como por ejemplo los 

sistemas dopaminérgicos centrales (López-Aumatell y cols., 2009). Estudios anteriores 

indican que las ratas RHA-I muestran respecto a las RLA-I, un decremento en la respuesta 

al estrés del eje hipotálamo-hipofiso-adrenal ante un estímulo aversivo y mayor actividad 

cortical en el sistema dopaminérgico y serotoninérgico (Steimer y cols., 1997a; Aguilar y 

cols., 2004), así como incremento de la actividad locomotora y la activación de los 

procesos cognitivos enfocados al afrontamiento activo del estímulo estresante (Aguilar y 

cols., 2004; Driscoll y cols., 1998). Estos resultados concuerdan con los niveles hormonales 

encontrados en el Estudio 1, puesto que el grupo de RHA-I, presentó el menor nivel basal 

tanto en prolactina como en ACTH, así como el menor incremento post-estrés, en 

comparación las ratas RLA-I y N/Nih-HS. Así mismo, parecen coherentes con la conocida 

función dopaminérgica incrementada (teniendo en cuenta el papel de la dopamina como 

inhibidor de la prolactina) en las ratas RHA (Driscoll y cols., 1998; Freeman y cols., 2000). 

En este sentido, análisis genéticos en las subcepas suizas de ratas RHA y RLA han 

mostrado como la reactividad de la prolactina al estrés es una característica neuroendocrina 

discriminante de la divergencia entre las cepas de ratas Roman (Castanon y cols., 1995; 

Castanon y cols., 1992; Steimer y Driscoll, 2005; Steimer y cols., 1997).  
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Estudios recientes con microarray (Sabariego y cols., 2011) mostraron que la ratas 

RLA-I presentaban, en estado basal, sobre-expresión en el gen regulador de la prolactina en 

el cerebro, en relación a los niveles de expresión obtenidos por las ratas RHA-I.  

De hecho, el estudio genético de Castanon y cols. (1995) con ratas de las sublíneas 

suizas RHA y RLA mostró que la capacidad de adquirir la tarea de evitación activa en dos 

sentidos y la respuesta de la prolactina al estrés fueron las variables que mejor diferenciaron 

ambas líneas de ratas Roman, mientras que la inter-correlación de ambas variables en 

cruces segregados sugirió que podrían compartir mecanismos reguladores comunes que 

estarían controlados a nivel genético (Castanon y cols., 1995).  

Los incrementos de los niveles plasmáticos de prolactina durante la exposición a 

una situación aversiva, están relacionados con estrategias pasivas de afrontamiento 

(Castanon y cols., 1995; Steimer y Driscoll, 2003; Steimer y Driscoll, 2005; Steimer y 

cols., 1997b); esto es coherente con el perfil de comportamiento ansioso/miedoso y pasivo 

característico de las ratas RLA-I, en comparación con las RHA-I, que muestran respuestas 

proactivas de afrontamiento (Castanon y cols., 1995; Driscoll y cols., 1998; 2009; 

Escorihuela y cols., 1999; López-Aumatell y cols., 2009a; 2009b; Steimer y Driscoll, 2005; 

Steimer y cols., 1997; 1998).  

Las diferencias encontradas en los niveles de reactividad de prolactina entre las 

ratas N/Nih-HS y ambas cepas Roman podrían estar relacionadas con diferente 

“background” genético, ya que las ratas Roman derivan de ratas Wistar mientras que las 

ratas N/Nih-HS proceden del cruce de ocho cepas consanguíneas genéticamente separadas 

entre sí.  

Cabe destacar, en este sentido, que las ratas Wistar-Kyoto (WKY) son una de las 

ocho cepas parentales de las ratas N/Nih-HS, y representan uno de los mejores modelos 

animales de depresión existentes (Armario y cols., 1995; Braw y cols., 2006; Malkesman y 

cols., 2005; 2006). Las ratas WKY muestran un perfil de afrontamiento pasivo durante la 

prueba de natación forzada, en el “hole board test”, el “open-field test” y la adquisición de 

la tarea de evitación activa en dos sentidos en la tarea de “Shuttle-box”, así como también 

muestran niveles elevados de corticosterona y ACTH tras un estrés (Gómez y cols., 1996; 
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Lahmame y cols., 1997). Parece, por tanto, que las ratas N/Nih-HS han retenido algunos de 

los rasgos fenotípicos de las WKY. 

A partir de los resultados obtenidos (Estudio 1 y Estudio 2), y en concordancia con 

estudios previos (López-Aumatell y cols., 2008; 2009b; Vicens-Costa y cols., 2011), 

podemos concluir que las ratas N/Nih-HS presentan un perfil de comportamiento defensivo 

y de respuestas hormonales cercano al estilo de afrontamiento pasivo característico de las 

ratas RLA-I, como indican por los siguientes aspectos: (a) tiempos prolongados de miedo 

condicionado y pobre adquisición de la actividad de evitación activa en dos sentidos; (b) 

relativa reducción del comportamiento espontáneo de exploración en las pruebas de 

ansiedad incondicionada; (c) incremento en las repuestas hormonales antes estrés, y (d) 

comportamiento de tipo depresivo durante la prueba de natación forzada. Por tanto, las 

ratas N/Nih-HS se caracterizan por presentar niveles relativamente altos de ansiedad 

(especialmente de ansiedad condicionada), perfil de afrontamiento pasivo y vulnerabilidad 

hacia el estrés.  
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5.2 PARTE II: Expresión génica diferencial en amígdala e hipocampo en fución de los 
niveles de ansiedad y miedo 
 

5.2.1 Expresión genética diferencial en amígdala de ratas N/Nih-HS extremas en 

ansiedad 

En un esfuerzo para la comprensión de las respuestas genéticas producidas en 

estado basal por las ratas de la cepa N/Nih-HS, se aplicó el análisis de microarray con el 

objetivo de identificar cambios en la expresión genética amigdalar relacionados con la 

ansiedad y el miedo. Como se describe en los “Resultados”, se identificaron 414 genes en 

amígdala con diferente perfil de expresión genética entre los dos grupos de ratas 

seleccionados por sus valores extremos en ansiedad condicionada (valores de evitación 

activa en dos sentidos en la shuttle-box). Los resultados de los genes seleccionados para 

validar por qRT-PCR (Avpr1b, H2-M9, Ucn3, Arr3, Tacr3 y Prl4a1), sugieren la 

vinculación de las respuestas conductuales divergentes (en los subgrupos “extremos” de 

ratas) con el nivel de expresión genética diferencial y las funciones neuroendocrinas 

subyacentes (Tabla 17). La replicación de los resultados conductuales obtenidos por estas 

ratas con respecto a estudios previos de nuestro laboratorio (López-Aumatell y cols., 2008; 

2009b; Vicens-Costa y cols., 2011), nos sirvió de control interno para las interpretaciones 

conductuales y las relaciones con los niveles de expresión génica diferencial. 

Los genes Ucn3, Arr3, Tacr3 y H2-M9 fueron validados a partir de la aplicación de 

la técnica qRT-PCR (Tabla 16). Dos de ellos, el gen Urocortina 3 (Ucn3) y el gen receptor 

de la taquinina 3 (Tacr3; también conocido como Neurokinin 3, Nker y Nmkr), presentaron 

niveles de expresión más altos en las ratas con “Alta ansiedad”. Estos genes están 

involucrados en las vías de señalización de las proteínas G y los dos participan en la 

regulación de la respuesta de las hormonas esteroideas. En concreto, el gen Ucn3, 

identificado en humanos y roedores, es miembro de la familia de péptidos del factor 

liberador de corticotropina (CRF) (Lewis y cols., 2001), presenta elevada afinidad por el 

tipo 2 del receptor CRF (CRFR2) pero no tanta por el receptor de tipo 1 (CRFR1, Lewis y 

cols., 2001; Fekete y cols., 2007). El Ucn3 se expresa en neuronas localizadas en el 

hipotálamo y amígdala medial (Li y cols., 2002), y, de forma similar al neuropéptido 
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encefalina (miembro de la familia de los péptidos opioides con gran afinidad por el receptor 

delta opioide), se ha involucrado en la modulación de las respuestas de estrés (Janecka y 

cols., 2004). La interacción precisa del gen Ucn3 con los cambios hormonales y 

conductuales involucrados en las respuestas de estrés es aún controvertida, ya que en 

algunos estudios la inyección intracerebral de Ucn3  indujo incrementos plasmáticos de 

ACTH y corticosterona en ratas, mientras que otros estudios de tipo conductual no 

mostraron resultados coherentes con dicha evidencia hormonal (Jamieson y cols., 2006). En 

nuestros resultados no obtuvimos, sin embargo, relaciones predictivas entre la expresión 

diferencial de este gen y comportamientos relacionados con la ansiedad y el miedo. 

Al igual que la Urocortina, el gen Tacr3 está implicado en procesos hormonales, en 

concreto en la modulación de los esteroides sexuales sobre la secreción de gonadotropinas, 

y se ha sugerido que podría modular la secreción de GnRH desde los terminales nerviosos 

de la eminencia media a través de los receptores NK3 (Navarro y cols., 2011; Sladek y cols, 

2011). Estudios previos lo han identificado en regiones involucradas en los trastornos 

mentales del estado de ánimo y del consumo de sustancias de abuso (Lessard y cols., 2009). 

Experimentos en varias especies de mamíferos han mostrado que la administración de 

antagonistas NK3R reducía la presión sanguínea en ratas hipertensas espontáneas (Lessard 

y cols., 2003), y bloqueaba la actividad locomotora y comportamientos ansiosos producidos 

por el consumo de cocaína en titíes (De Souza Silva y cols., 2006). En cambio, la 

administración del agonista NK3 inyectado en el SNC y en el área tegmental ventral 

incrementaba la actividad locomotora y el comportamiento de “rearing” en ratas (Stoessl y 

cols., 1990). De forma paradójica, nuestros resultados sugieren que el gen Tacr3 podría 

tener capacidad predictiva sobre el estilo de afrontamiento pasivo durante la tarea “Shuttle-

box” (Tabla 18 y Figura 16), es decir, en ratas con niveles sobre-expresados en este gen se 

podría esperar un comportamiento pasivo (conducta de petrificación) en pruebas 

conductuales relacionadas con la ansiedad condicionada, en las que mostraran periodos más 

largos de miedo condicionado y menor número de evitaciones.  

Los otros genes validados a partir de la aplicación de la técnica qRT-PCR fueron los 

genes Arr3 y H2-M9. El gen H2-M9 está involucrado en la respuesta inmune, pero 



DISCUSIÓN  

  

Página 145 

 

  

actualmente existe gran desconocimiento sobre sus funciones, y por ello será necesario 

esperar futuras investigaciones  (Hurt y cols., 2004).  

El gen Arr3 subyace a la regulación de la arrestina 3 (también “Arrestina C”), 

implicada en la percepción visual, fosforilación de proteínas y en particular procesos 

relacionados con proteínas G. El Arr3 se halla presente en la la retina y en la glándula 

pineal, y se ha sugerido que este gen participa en las cascadas de señalización del impulso 

nervioso de la visión así como en la regulación de ritmos circadianos (Craft y cols., 1994).  

Algunos estudios recientes han sugerido interacciones entre el receptor D2, la 

arrestina 2 endógena y la arrestina 3 en las células NS20Y, aunque otros autores indican 

que la colocolización elevada de la arrestina 3 y del receptor D2 de la dopamina no reflejan 

interacción entre estas proteínas (ver revisión en Macey y cols., 2004). En la Figura 33 se 

muestra la colocalización a nivel molecular de la arrestina 3 y del receptor de dopamina D2.  
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Figura 33.-Red de las vías moleculares reguladas por genes con expresión diferencial en ratas N/Nih-HS 
extremas en ansiedad (extraído de Ingenuity Systems, Inc.). DRD2: receptor 2 dopaminérgico, AKt: 
proteína kinasa BCP (“serine/threonin specific protein kinase”), MAPK14: MAP quinasa 14 (enzima en 
humanos por el gen mapk14), RELA: el gen RELA en humanos condifica el factor de transcripción p65, 
Fcert1: “Anti-Mouse Fc epsilon Receptor I alpha”, Complejo PI3K (“phosphatidyl inositol-3 kinase): se 
activa por el receptor de tirosina kinasa y otros tipos de receptores, BCL2L1: pertenece a las proteínas 
BCL-2 (el gen que las codifica gen es inhibidor de la muerte celular, TNF: “tumor necrosis factor. Genes 
que aparecen en nuestro estudio: Arr3 (arrestina 3), S100b, Cd28 y Oprd1 (receptor opioide). 

 

A partir del análisis de nuestros resultados hemos detectado sobre-regulación en los 

niveles de expresión en estos genes, y de los análisis de regresión se puede sugerir que 

estos genes presentan capacidad predictiva en relación a comportamientos relacionados con 

la ansiedad in/condicionada de las ratas, pero en sentido opuesto. Los niveles de expresión 

elevados en el gen H2-M9, han mostrado estar asociados a la disminución del 

comportamiento exploratorio durante las pruebas de ansiedad incondicionada como en el 

Laberinto Circular Elevado (menor conducta de evaluación del riesgo, SAP) y latencias 

más altas en entrar por primera vez en las secciones abiertas, Figura 15). Es decir, las ratas 

que presentaran mayores niveles de expresión en este gen mostrarían más tendencia a 

comportamientos inhibidos, al contrario de lo que observamos en los análisis de regresión 
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del gen Arr3, en que los niveles altos de expresión predijeron un estilo de afrontamiento 

más activo durante la tarea de “shuttle-box” (Figura 17-18). Estos resultados podrían 

parecer coherentes con estudios previos sobre las cepas de ratas Roman (seleccionadas por 

sus puntuaciones extremas en la tarea de evitación en la “shuttle-box”), en las que se 

encontraron diferencias significativas en la glándula pineal (con la que está asociada el gen 

Arr3, como vimos), con diferencias en el volumen (las ratas RHA/Verh tenían más 

volumen que las ratas RLA/Verh) y en la velocidad de producción de melatonina (en las 

ratas RHA/Verh fue el doble de activo que las ratas RLA/Verh, Seidel, 1990). Por otra 

parte, la asociación entre Arr3 y el receptor de dopamina D2 (Figura 33) es también muy 

interesante, pues es sabido que fármacos que actúan sobre este receptor modulan la 

evitación activa en dos sentidos (Fernández-Teruel y cols., 1991) y, además, las ratas 

Roman “muy” y “poco” evitadoras (RHA-I y RLA-I) presentan diferencias claras en 

función dopaminérgica cerebral asociada a dichos receptores (Driscoll y cols., 2009).  

Del total de genes identificados por las diferencias en sus niveles de expresión entre 

los dos grupos de ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad, y que presentaban también 

funciones relacionadas con respuestas hormonales, en su mayoría pudimos seleccionar los 

genes que también tuvieron buena capacidad para predecir comportamientos relacionados 

con la ansiedad. Con el objetivo de agilizar su lectura, los siguientes apartados se han 

ordenado a partir de las funciones biológicas en las que están implicados estos genes y los 

sistemas en los que están involucrados.  

 

5.2.1.1 Genes relacionados con la respuesta hormonal 

 

Nuestros resultados han mostrado que algunos genes relacionados con funciones 

neuroendrocrinas presentan capacidad predictiva sobre determinados comportamientos 

relacionados con la ansiedad. Así, por ejemplo, las ratas con más expresión de Avpr1b 

mostraron mayor conducta de exploración en la prueba de ansiedad incondicionada del 

Laberinto Circular Elevado (“head-dips”, Tabla 18), mientras que una mayor expresión del 

gen Prl4a1 se asoció a un estilo de afrontamiento más pasivo en la prueba de ansiedad 

condicionada de la “Shuttle-box” (en el gen Prl4a1, Figuras 19-20).  
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Teniendo en cuenta que en la caracterización hormonal realizada previamente en las 

ratas N/Nih-HS (Díaz-Morán y cols., 2012) ya se mostraba que tanto la corticosterona 

como la ACTH y, sobre todo, la prolactina, mostraron respuestas iguales o superiores ante 

una situación de estrés a la observada en la cepa (ansiosa) RLA-I, no es de extrañar que 

genes reguladores de productos hormonales que se han asociado a la ansiedad y el estrés 

como es el caso de Avpr1 y Prl4a1, muestren asociaciones con los comportamientos 

relacionados con la ansiedad, puesto que los productos (prolactina y arginina vasopresina) 

que regulan están íntimamente relacionados con las vías neuroendocrinas de la 

ansiedad/estrés. En este sentido es importante puntualizar algunas funciones reconocidas de 

estos genes. Así, por ejemplo, el gen Avpr1b regula las funciones del receptor b de la 

arginina vasopresina (también llamado vasopresina 3 ó V3) que media la modulación del 

eje HPA y las respuestas comportamentales relacionadas, así como las respuestas 

vegetativas ante el estrés (sobre todo del estrés crónico) que están mediadas por la vía de 

señalización del gen AVP/V3 en la amígdala, el hipocampo y el septum lateral (Bradesi y 

cols., 2009). Algunos estudios han sugerido, incluso, que la vasopresina podría tener 

potencial terapéutico para el tratamiento de alteraciones mentales que cursan con estrés, 

como en el caso de algunos subtipos de depresión y algunos trastornos de ansiedad 

(Landgraf, 2006; Zhao y Ai, 2011).  

Por otro lado, en los mamíferos, las funciones de la prolactina en primer lugar se 

basaron fundamentalmente en la regulación de las funciones de las glándulas mamarias y 

los ovarios durante el embarazo, pero más recientemente investigaciones en este campo han 

descubierto que la prolactina participa en otras funciones, que incluyen: regulación del 

comportamiento y mantenimiento de la homeostasis corporal, fertilidad maternal, procesos 

metabólicos, interacciones con el sistema inmune e intervención en las respuestas de estrés 

(Dorshkind y Horseman, 2001; Goffin y cols., 2002 citados en Alam y cols., 2006; Díaz-

Morán y cols., 2012). Miembros de la familia de los receptores de la prolactina se han 

encontrado expresados en la pituitaria anterior, útero y placenta (Alam y cols., 2006). En 

concreto, el gen PLP-A (también llamado Prl4a1) regula las vías moleculares del receptor 

de la prolactina de la familia 4 (subfamilia a, miembro 1). Este receptor se une a las células 

Natural Killer uterinas, ya que regula la “interfase” materno-fetal y garantiza el adecuado 

crecimiento y desarrollo embrionario (Ain y cols., 2003). Sin embargo, no hemos hallado 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bradesi%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bradesi%20S%22%5BAuthor%5D
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literatura que se refiera al papel (o funciones) que el gen Prl4a1 podría desempeñar en la 

amígdala.   

Siete del total de genes identificados con expresión diferencial entre los dos grupos 

de ratas mostraron implicaciones en las respuestas neuroendocrinas con repercusiones sobre 

la ansiedad (Tabla 23). Tres de estos genes se localizaron en el mismo cromosoma, los 

genes relacionados con receptores de la prolactina (Prl4a1 y Prl5a2) y el gen Ucn3, 

comentados anteriormente. En concreto, estudios previos han mostrado que el gen Ucn3 

está involucrado en la homeostasis de la glucosa, la secreción de insulina (Lovenberg y 

cols., 1995), en la regulación del miedo condicionado a partir de la modulación de la 

actividad GABAérgica (Chen y cols., 2011), y que la urocortina 3 presenta elevada afinidad 

por el tipo 2 del receptor CRF (CRFR2). El gen Ucn3 se expresa (entre otros) en neuronas 

localizadas en el hipotálamo y amígdala medial (Li y cols., 2002; Chen y cols., 2011), lo 

que unido a su interacción con el CRF le otorga un papel relevante en las respuestas de 

estrés y de afrontamiento del mismo (Coste y cols., 2002; Chen y cols., 2010). Teniendo en 

cuenta la interacción entre los productos que regulan estos genes (es decir entre la 

prolactina y el CRF) no es de extrañar que tengan funciones relacionadas entre sí, y el 

hecho de localizarse en el mismo cromosoma (en el cromosoma 17) podría ser un factor 

predisponente para esta relación.  

Otro gen identificado en nuestro análisis, relacionado con las respuestas hormonales 

y el estrés, es el gen Oxt (“Oxytocin, prepropeptide“), que codifica a la hormona oxitocina. 

Este gen está involucrado en el comportamiento de ingesta y participa en las vías de 

señalización de la oxitocina (Rat Genome Database, 2012).  La oxitocina se sintetiza en el 

núcleo paraventricular y supraóptico del hipotálamo, tiene funciones inhibitorias sobre la 

actividad del eje HPA y modula la respuesta de estrés en ratas (Windle y cols., 2004; 

Babygirija y cols., 2012). Esta hormona se libera en el núcleo paraventricular ante 

diferentes tipos de estresores como en el test de natación forzada (Wotjak y cols., 1996), 

inhibe la liberación de ACTH y corticosterona  (Windle y cols., 2004), atenua la ansiedad 

en ratas en algunos tests incondicionados (ver revisión de Driscoll y cols., 2009) y 

disminuye el miedo condicionado en ratas RLA (ver revisión en Driscoll y cols., 2009; 

Roozendaal y cols., 1992) que, como es sabido, son ratas que presentan altos niveles de 

ansiedad, miedo y susceptibilidad al estrés como rasgo fenotípico básico y estable (ver 
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“Introducción”, y revisiones de Driscoll y Bättig 1982; Driscoll y cols., 1998; 2009; 

Steimer y Driscoll, 2003). Por último, los presentes resultados, indicativos de que el gen 

Oxt se halla más expresado en las ratas N/Nih-HS de “Baja ansiedad” (Tabla 16), son del 

todo coherentes con los obtenidos en un estudio en el que ratas Sprague-Dawley 

seleccionadas por su alta reactividad emocional (mostrando, como consecuencia, una pobre 

adquisición de la evitación activa en dos sentidos) mejoraron en la adquisición de la tarea 

de evitación activa en la “Shuttle-box” tras la administración de oxitocina durante 5 días  

(Uvnäs-Moberg y cols., 2000).  

Por otro lado, las hormonas esteroideas gonadales podrían interaccionar con los 

receptores de glucocorticoides y sobre el sistema liberador de CRH (Chrousos y cols., 

1998; Sapolsky, 1992). Así, por ejemplo, en la expresión genética diferencial entre los dos 

grupos de ratas N/Nih-HS (extremas en ansiedad) se ha identificado al gen Acr (Acrosin, 

también llamado Acro), que regula la actividad del enzima acrosín, principalmente 

involucrado en la fertilidad (Chen, y cols., 1993), al tiempo que también se le ha 

relacionado con la regulación de hormonas esteroideas. Estas hormonas se sintetizan a 

partir del colesterol y entre ellas encontramos las hormonas sexuales masculinas como la 

testosterona, con la que algunos estudios han relacionado el  gen Acr. 

 Otros genes, relacionados con la respuesta sexual, con expresión genética 

diferencial en las ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad, fueron Pik3r5 (“phosphoinositide-

3-kinase, regulatory subunit 5”) y Sit1 (“signaling threshold regulating transmembrane 

adaptor 1”).  

Otros genes en los que se han identificado funciones importantes sobre respuestas 

hormonales son, por ejemplo, el gen Duox2, implicado en el hipotiroidismo en humanos y 

en la síntesis de hormonas tiroideas (Moreno y cols., 2002; Morand y cols., 2003), el gen 

Ahsg y el gen Cyp4a8 (Tabla 23). En la actualidad existe gran desconocimiento sobre las 

funciones concretas de estos tres genes. A partir de nuestros resultados conductuales 

pudimos determinar la capacidad predictiva de estos genes sobre comportamientos 

relacionados con la ansiedad, de forma que las ratas que presentaran sobre-expresión en 

estos genes (en nuestro caso las ratas con “Baja ansiedad”) también presentarían menor 
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tiempo de miedo condicionado y mayor exploración horizontal y vertical en situaciones 

novedosas (Figuras 21-23). 

Tabla 23.-Sumario de genes diferencialmente expresados, con funciones 
relacionadas con el SNC  y/o neuroendocrinas y con capacidad predictiva sobre 
comportamientos relacionados con la ansiedad. 
Genes relacionados con la respuesta hormonal 

Prl4a1 Prolactin family 4, subfamily a, member 1  17:43276214-43284152 

Prl5a2 Prolactin family 5, subfamily a, member 2 17:42984939-42991275 
Ucn3 Urocortin 3 (stresscopin) 17:77487977-77488471 
Ahsg Alpha-2-HS-glycoprotein 11:80327147-80354656 
CCK cholecystokinin 8:126492636-126499220 

Cyp4a8 
Cystatin F (leukocystatin) 

5:135546859-135578199 cytochrome P450, family 4, subfamily a, 
polypeptide 8 

Duox2 Dual oxidase 2 3:109059360-109077106 

Oxt Oxytocin, prepropeptide 3:118194219-118195056 

Acr Acrosin 7:127885399-127891552 

Genes relacionados con comportamiento locomotor 

Cx3Cr1 Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1 8:125033630-125047335 

Hoxb8 Homeo box B8 10:85013711-85015221 

Genes relacionados con la percepción sensorial 
Arr3 Arrestin 3, retinal (x-arrestin) X:88602642-88614621 

Vegp2 von Ebners gland protein 1: von Ebners 
gland protein 2 3:4862645-4867267 

Olr312 olfactory receptor 1:200805140-200806078 
 

5.2.1.2 Genes relacionados con el comportamiento locomotor 

En la tabla 23 se muestran los genes identificados que se hallan involucrados 

directamente en la regulación del comportamiento locomotor, como son los genes Cx3cr1 

(“Chemokine (C-X3-C motif) receptor 1”) y Hoxb8 (“Homeobox protein Hox-B8” ó 

“Homeobox protein R1A”). El gen Hoxb8 se ha relacionado con el comportamiento de 

grooming, comportamiento locomotor adulto y con la percepción del dolor (Rat Genome 

Database, 2012), aunque actualmente existe gran desconocimiento sobre las bases 
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funcionales de este gen.  A diferencia del gen Cx3cr1, sobre el que se han realizado mayor 

número de experimentos. En este sentido, la vía fractalquina/Cx3cr1 se ha implicado en la 

mediación de la respuesta inflamatoria en varios trastornos neurológicos (Sato y cols., 

2006), y se han sugerido interacciones –aún no del todo claras- con las neuronas 

dopaminérgicas y la glía (Shan y cols., 2009). De hecho, ya que se ha postulado dicha vía  

como posible diana para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP). En efecto, en 

experimentos previos se concluyó que la microinyección de fractalquina en el SNC de las 

ratas, exhibió la mayor parte de los síntomas característicos de los modelos experimentales 

de la EP, como la muerte de células dopaminérgicas, la activación glial, alteraciones 

comportamentales y la respuesta a la levodopa (Shan y cols., 2009). 

La literatura especializada resalta la implicación del gen Cx3cr1 en enfermedades 

neurológicas que cursan con alteraciones en el comportamiento locomotor, como en la EP, 

y en este sentido los análisis de regresión realizados sugieren que este gen podría ser buen 

predictor de comportamientos de tipo locomotor relacionados con la ansiedad 

condicionada. En el apartado de “Resultados” (Figura 23) se muestra que la sobre-

expresión de este gen podría predecir un estilo de afrontamiento de tipo más activo durante 

la realización de la tarea de “Shuttle-box” (es decir, menor comportamiento ansioso y/o más 

respuesta locomotora activa), hallándose especialmente asociado a menor tiempo de 

petrificación de los animales (“freezing” o miedo condicionado). 

5.2.1.3 Genes relacionados con la neurotransmisión sináptica y el sistema inmune 

Cuatro genes se identificaron con funciones importantes en la neurotransmisión. 

Dos de estos genes fueron la taquinina 3 y la arginina vasopresina, comentadas 

anteriormente por sus implicaciones con los comportamientos relacionados con la ansiedad 

en nuestro estudio. Los otros dos genes no mostraron relaciones significativas con la 

conducta, aunque es importante mencionar sus funciones sobre el Sistema Nervioso Central 

(Tabla 24). Así, el gen Slc6a14 (“solute carrier family 6, neurotransmitter transporter, 

member 14” localizado en el cromosoma X: 12049011-12073581) está implicado en el 

transporte de aminas y se ha relacionado con la obesidad en investigaciones con humanos 

(Durand y col., 2004), mientras que el gen el gen Slc6a2 (“Norepinephrine transporter” o 

también llamado “Net”) está involucrado en el transporte de noradrenalina y es una diana 
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farmacológica importante para los antidepresivos tricíclicos como la desipramina (Zhao  y 

cols., 2008) y drogas psicoestimulantes como la cocaína (Mannangatti y cols., 2011).  

A partir de nuestros resultados conductuales pudimos determinar la capacidad 

predictiva de este gen sobre comportamientos relacionados con la ansiedad condicionada, 

de forma que las ratas que presentaran sobre-expresión en el gen Slc6a2 (subgrupo de “Baja 

ansiedad”) también presentarían menor tiempo de miedo condicionado y de latencia media 

de respuesta, así como mayor número de evitaciones y cambios entre compartimentos 

durante la tarea de “Shuttle-box” (Figuras 27, Tabla 18).  Por otra parte, la asociación entre 

Slc6a2 y el receptor de noradrenalina  (Figura 27, Tabla 18) es también muy interesante, 

puesto que las ratas Roman “muy” y “poco” evitadoras (RHA-I y RLA-I) presentan 

diferencias claras en los niveles de noradrenalina en estriado y núcleo accumbens. En 

concreto, las ratas RHA-I presentaron niveles mayores en ambas áreas en comparación a las 

ratas RLA-I (Moreno y cols., 2010).   

Por último, el gen S100b (“S100 calcium binding protein B”, localizado en el 

cromosoma 20: 12791440-12824508) subyace a la regulación de la proteína S100b, y se ha 

relacionado el impulso nervioso y la plasticidad neuronal.  

La proteína S100 está compuesta por dos subunidades inmunológicamente 

diferentes (α y β), de las que la forma β (S100b), se localiza predominantemente en el 

Sistema nervioso central, es secretada /liberada principalmente por astrocitos, y en función 

de su concentración extracelular tendrá una función trófica o tóxica en las neuronas y las 

células gliales (Goncalves y cols., 2000). El incremento de los niveles de S100b en el fluido 

cerebroespinal y en el serum está relacionado con la muerte de astrocitos y su proliferación 

compensatoria (gliosis), por lo que la proteína S100b se utiliza como marcador de lesiones 

neurológicas (Lima y cols., 2006). Estudios con ratones PSAPP/S100B-/- han descubierto 

que tratamientos inhibidores del gen S100b podrían ser una buena estrategia para la 

reducción de la carga de placa amiloidea cortical, la gliosis y la disfunción neural en la 

enfermedad de Alzheimer (Roltsch y cols., 2010). En la Figura 33 se muestra 

colocalización de estas proteínas con el receptor 2 dopaminérgico, aqunque se desconoce la 

posible interacción entre ambos. 
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A partir del análisis de microarray se pudieron identificar tres genes con 

implicaciones en el sistema inmune (Cd28, Oasf1 y RT1-Dob) y un cuarto gen relacionado 

con la proyección neural y las vías de señalización de las proteínas G (Bcan, Tabla 24). Los 

análisis de regresión, realizados sobre la expresión de estos genes y la conducta evaluada en 

las pruebas de ansiedad, sugieren que dichos genes podrían ser buenos predictores de 

comportamientos relacionados con la ansiedad/miedo en ratas. Así, la sobre-expresión de 

los genes Bcan, Oasf1 y RT1-Dob (Figura 24) predeciría comportamientos menos ansiosos 

y más activos durante la prueba de “Shuttle-box” y en pruebas incondicionadas de 

exposición a situaciones novedosas (como el test de la “Caja nueva” en nuestro estudio) y, 

por otro lado, la mayor expresión relativa de la molécula Cd28 sería predictiva de latencias 

más cortas en la primera entrada a las secciones abiertas (esto es, menor ansiedad) del 

Laberinto Circular Elevado. Tal y como muestra la Figura 33, este gen presenta 

interacciones,  en humanos, con el factor de transcripción p65 y con los procesos de muerte 

celular a través de su relación con el gen BCL-2.  
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Tabla 24.-Genes con funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central y 
capacidad predictiva sobre comportamientos relacionados con la ansiedad. 
Símbolo Descripción Localización 
Genes relacionados con la respuesta sexual 
Acr Acrosin 7:127885399-127891552 

Pik3r5 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory 
subunit 5 10:55227872-55247889 

Sit1 Signaling threshold regulating 
transmembrane adaptor 1 5:59963398-59965018 

Ahsg Alpha-2-HS-glycoprotein 11:80327147-80354656 
Genes relacionados con proyección neural y las proteínas G 
Bcan Brevican 2:180067867-180080947 
Ahsg Alpha-2-HS-glycoprotein 11:80327147-80354656 
Genes relacionados con el sistema inmune 
Cd28 Cd28 molecule 9:59342273-59367743 
Oasf1 2'-5' oligoadenylate synthetase 1F 12:36833433-36842796 
RT1-Dob Histocompatibility 2, O region beta locus 20:4753940-4759648 
Genes relacionados con neurotransmisión 
S100b S100 calcium binding protein B 20:12791440-12824508 
Tacr3 Tachykinin receptor 3 2:232309015-232404964 
Avpr1b Arginine vasopressin receptor 1B 13:44536742-44547983 

Slc6a14 Solute carrier family 6 (neurotransmitter 
transporter), member 14 X:12049011-12073581 

Slc6a2 Solute carrier family 6 (neurotransmitter 
transporter, noradrenalin), member 2 19:15098275-15139898 

 

5.2.1.4 Genes relacionados con la percepción sensorial 

En relación a los genes que hemos destacado en la Tabla 23, con implicaciones en la 

percepción sensorial, cabe destacar el gen Arr3 (comentado anteriormente, con importantes 

implicaciones en la percepción visual) y algunos de genes de receptores olfatorios.  

En los mamíferos, las vías neurales implicadas en diferentes tipos de percepción 

sensorial, y entre ellas la ofativa y la visual, son un factor clave en la detección de 

amenazas y para la supervivencia (ante ellas), así como en la búsqueda de alimentos o en la 

respuesta sexual. Así, en situaciones amenazantes, de peligro (o estresantes),  la percepción 
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sensorial de estímulos/”señales” (que pueden ser, en ocasiones, condicionados/as o 

aprendidos/as) olfativas o visuales podría activar dos vías neurales diferentes: 1ª)  en la que 

el tálamo se comunica directamente con el complejo amigdalino (su función es emitir una 

respuesta rápida para evitar cualquier peligro), o  2ª) en la que el tálamo sensorial envía la 

información a la corteza sensorial y es ésta la que se comunica con el complejo amigdalino 

(esta vía analiza con exactitud todos los estímulos –condicionados, a menudo-, para evitar 

respuestas inadecuadas). Por otro lado, en relación con la ansiedad/miedo y la percepción 

de amenazas potenciales, según el eje de la rueda del miedo de LeDoux (1996), el complejo 

amigdalino tiene conexiones principales con el tálamo sensorial, la corteza sensorial, el 

hipocampo, la corteza prefrontal, regiones de corteza de transición, la substancia gris 

periacueductal, el hipotálamo lateral y el núcleo caudado (estriado), entre otras (Figura 34).  

 

 

Figura 34.-El eje de la rueda del miedo (adaptado de LeDoux, 2008) 

 

Es claro, por tanto, que los estímulos olfativos y visuales son claves en la respuesta 

del organismo ante las situaciones amenazantes o de peligro, y no debería extrañarnos que 

en las ratas N/Nih-HS con niveles divergentes de ansiedad se haya identificado expresión 

diferencial en numerosos genes implicados en la percepción olfativa (Buck y Axel, 1991; 
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HHMI, 2004). Se identificaron 21 genes de receptores olfatorios, aunque actualmente se 

desconoce las funciones concretas que desempeñan o las diferencias funcionales entre ellos.  

En nuestros resultados se puede observar que no todos los genes olfatorios se 

expresan en el mismo sentido entre los dos grupos de ratas (sólo 5 genes mostraron sub-

regulación de sus niveles de expresión en relación a las ratas con “Baja ansiedad”; Figura 

24; Buck y Axel, 1991; Cutforth y cols., 2003). Los análisis de regresión indicaron que sólo 

tres de estos genes (Olr312, Olr689 y Olr872) mostraron capacidad predictiva sobre 

variables relacionadas con respuestas de ansiedad, indicando que a mayor expresión génica 

menores signos de ansiedad condicionada y/o incondicionada (ver Tabla 18 y Figuras 24.1-

2). Es especialmente remarcable que el análisis de regresión mostró que el gen Olr312 está 

asociado positivamente (relación predictiva) con el número de evitaciones en la tarea de 

adquisición de evitación activa en dos sentidos, además de, predecir negativamente los 

niveles de “freezing” (petrificación, miedo) condicionado y positivamente los “CET” 

(cruces espontáneos –incondicionados-  durante el periodo de habituación/exploración, de 4 

minutos, en la “Shuttle-box”, ver Tabla 18 y  Figura 24.1). 

5.2.1.5 Otros genes de posible relevancia 

Otro gen, con funciones centrales importantes y expresado diferencialmente en los 

dos grupos de ratas extremas en ansiedad, es el gen Oprd1, que codifica al receptor opioide 

delta-1 y juega un papel importante en la respuesta a la morfina (Rozenfeld y cols., 2007; 

Wu y cols., 2011). Estudios con ratones mutantes knockout para este receptor mostraron 

atenuación de la tolerancia y dependencia a la morfina contingente a la ausencia de 

receptores opioides (Zhu y cols., 1999). Otros estudios sugieren que participa en la 

regulación de la secreción de gonadotropinas y que tiene un papel indirecto en el control de 

la actividad secretora por parte del hipotálamo (Pimpinelly y cols., 2006), al tiempo que 

también se han descrito relaciones con la ansiedad, ya que se ha mostrado que  la activación 

del receptor opioide delta (en el núcleo central de la amígdala) redujo el comportamiento de 

tipo ansioso/miedoso durante la prueba del Laberinto Circular Elevado (Randall-Thompson 

y cols., 2010). Por útimo en la Figura 33, ilustrativa de las relaciones entre las vías 

moleculares de los genes hasta ahora mencionados, podemos observar como el gen Oprd1 

presenta interacciones indirectas con el factor de transcripción p65 (“RELA”).  



DISCUSIÓN  

  

Página 158 

 

  

Por último, hemos encontrado coincidencias entre los genes detectados en nuestro 

estudio y trabajos previos, en los que se emplearon en su mayoría animales seleccionados 

por sus niveles extremos de miedo/ansiedad en diferentes pruebas conductuales y aplicaron 

el análisis de microarray o de QTLs en diferentes estructuras cerebrales. Es el caso de los 

genes Oprd1  (Conti y cols., 2004), FTH1 (Sabariego y cols., 2011), Ttr (Kyoung-Shim y 

Pyung-Lim, 2006; Andrus y cols., 2010), S100b y Mbp (Yoshikawa y cols., 2000), Slc6a2 

(McClung y cols., 2005), RPL26 y Tuba1a (Blalock y cols., 2003), vegfb, Arf3 y Nptn 

(Kabbaj y cols., 2004), Cpe y Penk (Mei y cols., 2005), Hba-a2 (Andrus y cols., 2010) y 

Rpl26 (Irwin y cols., 2001). A pesar de tener resultados compartidos con otros estudios, es 

necesario interpretar con cautela estas coincidencias, sobre todo teniendo en cuenta las 

diferencias metodológicas entre los diferentes trabajos y las limitaciones aún existentes en 

la técnica de microarray. 

A partir de los resultados descritos el presente estudio confirma la aplicabilidad de 

las ratas N/Nih-HS como buen modelo animal para el estudio de las bases neurogenéticas 

de los procesos psicológicos superiores y, con la necesaria cautela podríamos concluir que: 

1) los genes validados a partir de la técnica qRT-PCR podrían ser buenos predictores de 

comportamientos implicados en la ansiedad in/condicionada, y 2) el análisis de microarray 

se ha mostrado como una técnica eficiente en la detección de genes posiblemente 

involucrados en las respuestas diferenciales de ansiedad y miedo. 

 

¿Qué genes amigdalares muestran más relevancia en funciones relacionadas con la 

ansiedad o el miedo? 

 

Los genes identificados en este estudio, con capacidad predictiva sobre 

comportamientos relacionados con la ansiedad, están también involucrados en funciones 

neurendocrinas e  implicados en la respuesta de estrés y en el miedo condicionado. En este 

sentido, el conflicto creado en la tarea de evitación activa en la “Shuttle-box” está muy 

relacionado con la circuitería amigdalina, y por este motivo no sería de extrañar que genes 

con implicaciones amigdalares estuviesen también relacionados con comportamientos 

ansiosos. 
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La amígdala, como comentamos anteriormente, participa en la recepción de 

información sensorial (a través del núcleo lateral y basolareal) y en la emisión de respuestas 

a otras áreas cerebrales (a través del núcleo central). Envía eferencias a varios núcleos del 

hipotálamo, como son el núcleo lateral (media la activación simpática) y el núcleo 

paraventricular (que implica la activación del eje HPA), así como también tiene conexiones 

con el sistema nervioso parasimpático (respuestas vegetativas ante miedo) y el núcleo 

reticular caudal (incrementa el reflejo de sobresalto). Pero una estructura clave en el miedo 

condicionado es la sustancia gris periacueductal, porque, activada por la amígdala, es la 

responsable de la respuesta conductual de petrificación, característica del miedo 

condicionado. Esta estructura también está directamente relacionada con la analgesia 

producida por estrés, que está regulada por péptidos opiáceos endógenos. 

  

Por otro lado, a nivel hormonal, ante una situación de estrés, la acción de la 

amígdala da lugar a la activación dos rutas cerebrales paralelas (Sánchez y cols., 2008), el 

eje simpático-adreno-medular (SAM) y el eje hipotalámico-pituitario-adrenal (HPA). A 

partir de la acción del eje SAM se activan las neuronas preganglionares simpáticas, y esto 

produce los llamados efectos catabólicos del estrés: 1) aumento de la liberación de 

adrenalina/dopamina y reducción de noradrenalina; 2) aumento del nivel plasmático de 

glucosa y ácidos grasos;  3) aumento de tirosina,  y  4) reducción de niveles de insulina, 

estrógenos y testosterona.  Es destacable, en este sentido, que en el presente trabajo se han 

hallado genes, expresados diferencialmente en amígdala de ratas extremas en ansiedad, que 

están relacionados con buena parte de las acciones del eje SAM (ver secciones previas de la 

“Discusión”). 

  

Estudios previos, sobre la respuesta del eje HPA producto de situaciones de estrés, 

obtuvieron que las ratas RHA mostraron (en comparación con las RLA) un decremento en 

la respuesta del eje hipotálamo-pituitario-adrenal ante un estímulo aversivo y mayor 

actividad cortical en el sistema dopaminérgico y serotoninérgico (Steimer y cols., 1997; 

Aguilar y cols., 2004), así como incremento de la actividad locomotora y la probable 

activación de procesos cognitivos enfocados al afrontamiento activo del estímulo estresante 

(Aguilar y cols., 2004; Driscoll y cols., 1998). Estos resultados concuerdan con los niveles 
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hormonales encontrados en el primer experimento de esta tesis (Estudio 1), puesto que el 

grupo de ratas RHA-I  presentó  menores niveles de prolactina, corticosterona y ACTH  

post-estrés que las ratas RLA-I y las N/Nih-HS. Estos resultados parecerían coherentes con 

otros estudios en los que presentan la función clave de la dopamina (incrementada en las 

ratas RHA-I, respecto a las RLA-I) como inhibidor de la prolactina, y a su vez como 

moduladora de la respuesta de (o respuestas de afrontamiento ante el) estrés  (p. ej. Driscoll 

y cols., 1998; Freeman y cols., 2000).  

 

En nuestros resultados genéticos obtuvimos que los genes con implicaciones 

conductuales más importantes están implicados en funciones hormonales que se han 

relacionado con las respuestas de ansiedad/miedo y de estrés. Así, por ejemplo, los niveles 

de expresión de los receptores de prolactina Prl4a1 y Prl5a2 estaban muy relacionados con 

el miedo condicionado. En la Figura 35 se muestra como las ratas con mayor miedo 

condicionado presentaban expresión incrementada del gen Prl4a1 pero disminuida del otro 

gen, el Prl5a2.  

 

Como comentamos en el apartado de “Resultados”, el hecho de que los niveles de 

expresión sean diferentes entre estos genes sugiere que los receptores que están regulando 

podrían tener funciones diferentes dentro de la función homeostática de la prolactina. En 

este sentido, y según los análisis de regresión, se identificó una relación predictiva entre la 

sobre-expresión del gen Prl5a2 y el hecho de realizar menos tiempo de miedo condicionado 

y menor latencia de respuesta durante la prueba de “Shuttle-box”, que coincide con el perfil 

de afrontamiento más activo observado en las ratas N/Nih-HS menos ansiosas. Por contra, 

se identificó una relación predictiva entre la sobre-expresión del gen Prl4a1 y el estilo de 

afrontamiento más pasivo durante esta prueba de ansiedad condicionada. Parecería que 

ambos genes (Prl5a2 y Prl4a1), relacionados con la prolactina, representarían dos caras de 

una misma moneda, de forma que  -si existiese alguna relación causal entre su acción y la 

ansiedad/miedo condicionados-  cada uno de ellos realizaría una función complementaria a 

la del otro. Es decir, según nuestros resultados, es tentador concluir que ambos genes 

podrían actuar concertadamente, en interacción, complementándose.      
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Figura 35.-Nivel de miedo condicionado en las ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad y nivel de expresión 
diferencial de los genes Prl4a1 y Prl5a2 (n = 14). * p<0,05 vs. el grupo de ratas con “Baja ansiedad” (“Student’s t-
test”, para muestras independientes), **p<0,05 diferencias entre los grupos de ratas N/Nih-HS extremas en 
ansiedad en los niveles de expresión genética (fold-change >|2|, FDR< 0,05). 
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En las figuras 35-36 se muestra como los animales seleccionados por su estilo de 

afrontamiento durante la tarea de “Shuttle-box” también mostraron diferencias en variables 

conductuales indicadoras de miedo condicionado (como la petrificación –o freezing- ante el 

contexto condicionado) en congruencia con niveles diferenciales de expresión génica. El 

miedo condicionado no es una de las variables de adquisición/ “performance” de la tarea de 

evitación en dos sentidos en la “Shuttle-box” (aunque se den correlaciones entre -0.1 y  -0.3 

entre ellas; ver Díaz-Morán y cols., 2012; López-Aumatell y cols., 2011), como sí lo son las 

“evitaciones” o la latencia media de respuesta. Por ello es de gran importancia observar que 

los resultados obtenidos en los análisis de regresión no son únicamente respecto a variables 

directamente relacionadas con el criterio de selección (“evitaciones”, latencia media de 

respuesta) de los subgrupos de ratas N/Nih-HS extremas (en ansiedad condicionada; “nº de 

evitaciones”), sino que dicha selección ha mostrado que otras variables conductuales (ej. el 

miedo condicionado, o “petrificación”; los “Head dips”, etc) presentan asociaciones 

significativas con los niveles de expresión de ciertos genes.  

 

Otro gen asociado con la respuesta neuroendocrina y conductual, y posiblemente 

relacionado con respuestas de estrés y de consumo de sustancias, es el gen regulador de la 

taquinina 3 (Figura 36). Anteriormente se han comentado los efectos que produce la 

administración de antagonistas del receptor de neuroquinina 3 sobre el comportamiento y la 

ansiedad, y aunque se podría pensar que tiene funciones excitatorias y de desnhibición 

conductual, nuestros resultados tienden a indicar  lo contrario. Actualmente no podemos dar 

una explicación firme sobre esta posible incongruencia, puesto que es necesario un mayor  

número de investigaciones al respecto para desesmarañar el circuito neural en el que están 

implicados estos receptores.  

 

.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 36.-Nivel de miedo condicionado en las ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad y nivel de expresión diferencial de los genes Arr3 y 
Tacr3 (n = 14). * p<0,05 vs. el grupo de ratas con “Baja ansiedad” (“Student’s t-test”,  para muestras independientes), **p<0,05 
diferencias entre los grupos de ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad en los niveles de expresión genética (fold-change >|2|, FDR< 
0,05) 
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A modo ilustrativo, se puede obsevar en la Figura 37 las relaciones entre las vías 

moleculares que regulan los genes expresados diferencialmente entre las ratas N/Nih-HS 

extremas en ansiedad. En concreto se muestra, que el transportador de noradrenalina 

(Slc6a2) recibe interacciones indirectas del receptor II (tipo b) de la angiotensina y del 

complejo PI3k. También en esta figura se representa la colocalización de la arrestina3 y el 

receptor dopaminérgico D2, la inhibición indirecta de la arginina-vasopresina sobre NPR2 

y la interacción indirecta de la colecistoquinina sobre la oxitocina.1 

 

 

 

 

 

 

  

 

                                                           
1 Figura 37_ Red de las vías moleculares reguladas por genes con expresión diferencial en ratas N/Nih-HS extremas en 

ansiedad (extraído de Ingenuity Systems, Inc.). DRD2 (receptor 2 dopaminérgico),  TNF (“tumor necrosis factor”), DBP (“D site of 
albumin promoter (albumin D-box) binding protein”), ICAM1 (“intercellular adhesion molecule 1”), NR1D1 (“nuclear receptor 
subfamily 1, group D, member 1”), CCKAR (“cholecystokinin A receptor”), EGR1 (“early growth response 1”), NPR2 (“natriuretic 
peptide receptor B/guanylate cyclase B (atrionatriuretic peptide receptor B”), Pkc (“protein kinase C”), NFKBIA (“nuclear factor of 
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha”), CACNA1B (“calcium channel, voltage-dependent, N type, alpha 
1B subunit”), CACNA1E (“calcium channel, voltage-dependent, R type, alpha 1E subunit”), KAT5 (“K(lysine) acetyltransferase 5”), 
NOS2 (“nitric oxide synthase 2, inducible”), IL6 (“interleukin 6”), CXCL2 (“chemokine (C-X-C motif) ligand 2”), Akt (“v-akt murine 
thymoma viral oncogene homolog 1”), Beta Arrestin, SYT1 (“synaptotagmin I”), Agtr1b (“angiotensin II receptor, type 1b”), NR1H3 
(“nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3”), STAR (“steroidogenic acute regulatory protein”), IGFBP3 (“insulin-like 
growth factor binding protein 3”), FOS (“FBJ osteosarcoma oncogene”), FST (“follistatin”), GSK3B (“glycogen synthase kinase 3 
beta”), CEBPB (“CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta”), CXCL2 (“chemokine (C-X-C motif) ligand 2”), PI3k complex 
(“phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide”), NR1D1 (“nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1”), NRP2 
(“neuropilin 2”), QKI (“Protein quaking”) y los genes ADCY, L1B, RAK3d, SIpi y CCL13 (no encontrados en la base de datos 
Ensemble Genome Browser y Pubmed).  

Genes que se han identificado en este estudio: OXT (oxitocina), AVP (arginina-vasopresina), Arr3 (arrestina 3), CRYM (“crystallin, 
mu”) CX3CL1 (“chemokine (C-X3-C motif) ligand 1”), CPE (“carboxypeptidase E”), MBP (“myelin basic protein”), CST7 (“cystatin 
F (leukocystatin)”), MYOG (“myogenin”), TUBA1A (“tubulin, alpha 1A”), SLC6a2 (“solute carrier family 6, neurotransmitter 
transporter, noradrenalin, member 2”), YWHAE (“tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, 
epsilon polypeptide”), PTCRA (“pre T-cell antigen receptor alpha”), AP2M1 (“adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit”), 
(desconocido) y CYP17a1 (“cytochrome P450, family 17, subfamily a, polypeptide 1”) y los genes HLA-C y ANGTL3 (no encontrados 
en la base de datos Ensemble Genome Browser y Pubmed).    
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Figura 37.-Red de las vías moleculares reguladas por genes con expresión diferencial en ratas N/Nih-HS 
extremas en ansiedad (extraído de Ingenuity Systems, Inc.). En nota 1 (página anterior) se muestran los 
nombres oficiales de todos los genes. 
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5.2.2 Expresión genética diferencial en hipocampo de ratas N/Nih-HS extremas en 

ansiedad 

El análisis de microarray  identificó 208 genes con expresión diferencial (ver 

“Resultados”) entre los dos subgrupos de ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad. A pesar de 

ser datos preliminares, previos a la validación por qRT-PCR (se han enviado a validar los 

genes: Avpr1b, H2-M9, Ltb, Gna13, Slc5a7, Slc10a4, Trh, Cd74, RT1-EC12, Drp2, Accn3, 

Galr3, Oprl1 y Nrg2), a continuación se describirán las implicaciones funcionales más 

importantes de los genes candidatos para la validación, así como su capacidad predictiva 

sobre comportamientos relacionados con el estilo de afrontamiento activo/pasivo en las 

pruebas/tareas de ansiedad condicionada e incondicionada utilizadas.  

A modo de contextualización, la corteza entorrinal es la principal fuente de 

aferencias y eferencias del hipocampo, y actúa de interfaz entre esta estructura y otras 

regiones cerebrales. Pero el hipocampo también cuenta con interacciones con el córtex 

prefrontal y el área septal. Por otro lado, a nivel de neurotransmisión, el hipocampo recibe 

inputs moduladores del sistema dopaminérgico, serotoninérgico, noradrenérgico, además de 

proyecciones de fibras colinérgicas y gabaérgicas desde el área septal medial. A partir de la 

implicación de los sistemas de neurotransmisión mencionados y de las conexiones 

funcionales entre estas regiones cerebrales, incluyendo también la amígdala, numerosos 

estudios han demostrado la implicación del hipocampo en los diversos tipos de respuestas 

defensivas frente a diferentes tipos de “amenaza”, y en particular en las respuestas de 

ansiedad, frustración, miedo y estrés  (ej. Gray y McNaughton 2000; LeDoux, 1995). Así, a 

título de ejemplos de intervención o de modulación hipocámpica, podemos recordar que el 

aprendizaje de miedo con claves sólo requiere de la amígdala, mientras que el aprendizaje 

de miedo a un contexto depende de la acción conjunta de la amígdala y el hipocampo 

(Rodrigues y cols., 2001); o bien, que exposiciones prolongadas a niveles elevados de 

glucocorticoides, por administración exógena, por estrés crónico o como consecuencia de la 

depresión, causan daño neural y alteraciones en la expresión génica del hipocampo (Brown 

y cols., 2004; Kajiyama y cols., 2010).  



DISCUSIÓN  

  

Página 167 

 

  

En nuestro estudio, del total de genes con expresión diferencial entre los grupos de 

ratas, se identificaron 65 genes con funciones principalmente relacionadas con el sistema 

inmune, respuesta hormonal, percepción sensorial, participación en las vías moleculares de 

las proteínas G y proyección neural.  

Sólo seis de los genes candidatos para validar por qRT-PCR mostraron capacidad 

predictiva significativa en relación a comportamientos relacionados con la ansiedad 

in/condicionada (Tabla 20). Los genes Drp2, H2-M9 y RT1-EC12 mostraron sobre-

expresión en el subgrupo de ratas de “Baja ansiedad” y fueron predictores principalmente 

de comportamientos relacionados con la ansiedad condicionada. Es decir, a un mayor nivel 

de expresión de estos genes se correspondió una menor inhibición conductual –Drp2- 

(mayor actividad exploratoria en la “Caja nueva” y mayor número de cruces –ITC- en la 

“Shuttle-box”) y un estilo de afrontamiento más activo durante la tarea de “Shuttle-box”         

–genes H2-M9 y RT1-EC12-  (Figura 30 y 31).  

El gen Drp2 (“Dystrophin related protein 2”, Tabla 25.1) se ha relacionado en 

algunos estudios con la proyección neural, la organización central de las sinpasis 

colinérgicas (Roland y Sheng, 2000) y con la plasticidad neuronal relacionada con 

trastornos mentales del estado de ánimo. En un estudio basado en el modelo de depresión 

de “chronic mild stress” (o estrés crónico leve en ratas), descubrieron que la adaptación o la 

platicidad neural podría ser un elemento esencial en la etiología de la depresión (Bisgaard y 

cols., 2007). En este estudio también se propuso a este gen como un potencial marcador 

para la resistencia al fármaco antidepresivo escitalopram (Bisgaard y cols., 2007). 

Por otro lado, los genes Avpr1b, Ltb y Slc5a7 mostraron sub-expresión en las ratas 

N/Nih-HS de “Baja ansiedad” y fueron predictores de comportamientos relacionados con la 

ansiedad in/condicionada. En particular, el gen Slc5a7 (también llamado -Cht1-), implicado 

en la neurotransmisión colinérgica (Rana y cols., 2010) y síntesis colinérgica en células 

NIH3T3ChAT (Fujii y cols., 2009), mostró asociación con comportamientos relacionados 

con la ansiedad incondicionada como el número de entradas en las secciones abiertas del 

Laberinto Circular Elevado, el número de SAP y los cruces entre las secciones del laberinto 

(Figura 29). La sobre-expresión de este gen fue predictora de un estilo de comportamiento 

más inhibido y menos exploratorio en las ratas (Figura 29).   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujii%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19405101
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En relación a los genes implicados en fuunciones neuroendocrinas, se han 

identificado principalmente cuatro genes con funciones relevantes, como son el gen Pdgfb, 

el gen que codifica a la tiroglobulina (TG), el gen receptor 1b de la arginina vasopresina y 

el gen que codifica a la hormona liberadora de tirotropina –TRH- (Tabla 25.1). En la Figura 

38 se muestran las interacciones directas que recibe la tiroglobulina desde FOXE1, PAX8 y 

LRP2, e indirectas desde PTPRJ, Gnas e IFNG. 

 

Figura 38.-Red de las vías 
moleculares reguladas por 
genes con expresión diferencial 
en ratas N/Nih-HS extremas en 
ansiedad (extraído de Ingenuity 
Systems, Inc.). TG 
(tiroglobulina), PAX8 ““paired 
box 8”), PTPRJ (“protein 
tyrosine phosphatase, receptor 
type, J”), LRP2 (“low density 
lipoprotein receptor-related 
protein 2”), LRPAP1 (“low 
density lipoprotein receptor-
related protein associated 
protein”), Gnas (“GNAS 
complex locus”), NKX2-1 
(“NK2 homeobox 1”), FOXE1 
(“forkhead box E1 (thyroid 
transcription factor 2)”) e 
IFNG (“interferon gamma”). 

 

 

El péptido hipotalámico TRH posee múltiples funciones hormonales y autonómicas. 

Estudios previos han mostrado evidencias de respuesta hipofisiaria al TRH reducida en 

varios trastornos mentales, como en la esquizofrenia, el trastorno bipolar, el alcoholismo y 

la depresión, y ello ha sido relacionado con anormalidades específicas durante la 

diferenciación de las neuronas TRH hipotalámicas (ej. Gary y cols., 2003; Guerra-Crespo y 

cols., 2011).  

En humanos se han mostrado como ante exposiciones a factores estresantes severos 

se produce un incremento en las concentraciones de CRH en amíggala, hipocampo y locus 

coerules. Otros estudios, en los que se aplicaban terapias de sustitución con ratas 
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adrenalectomizadas y en situaciones de estrés, sugirieron el rol inhibitorio de los 

glucocorticoides sobre el eje HPT (Hipotalámico-pituitario-tiroideo) y la expresión de TRH 

en el núcleo paraventricular del hipotálamo (Kakucska y cols., 1995). Por último, en 

algunos estudios se han mostrado incrementos en los niveles de corticosterona y sobre-

regulación de los niveles de mARN del gen TRH, medido entre 45-60 minutos posterior a 

la administración de una batería de pruebas conductuales (Aguilar-Valles y cols., 2005).  

 

Tabla 25.1.-Genes hipocampales con funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central y 
capacidad predictiva sobre comportamientos relacionados con la ansiedad. 

Símbolo Descripción Localización 

Genes relacionados con la respuesta hormonal  

Tg Thyroglobulin 7:104035776-104220754 

Pdgfb Platelet-derived growth factor beta polypeptide (simian sarcoma 
viral (v-sis) oncogene homolog) 7:118244386-118262021 

Avpr1b Arginine vasopressin receptor 1B 13:44536742-44547983 

Trh Thyrotropin releasing hormone 4:126425185-126427651 
Genes relacionados con proyección neural y las proteínas G 
Drp2 Dystrophin related protein 2 X:121881801-121929386 

Galr3 Galanin receptor 3 117014148..117017058 
(pubmed) 

Gna13 Guanine nucleotide binding protein, alpha 13 10:98933230-98965795 
Oprl1 Opiate receptor-like 1 3:170869291-170874913 

Trh Thyrotropin releasing hormone 4:126425185-126427651 
Avpr1b Arginine vasopressin receptor 1B 13:44536742-44547983 

 

Por otro lado los genes Galr3, Gna13 y Oprdl1 (Tabla 25.1) se han implicado en las 

vías de señalización de las proteínas G. En concreto, el gen Gna13 codifica una proteína de 

ligamiento para el receptor D5 dopaminérgico y para el receptor de la angiotensina subtipo 

1 (Suzuki y cols., 2009; Zhang y cols., 2011). Por su parte, el gen Galr3 subyace a la 

regulación del receptor de la galanina subtipo 3, que pertenece a la familia de los receptores 

acoplados a las proteínas G (Barreda-Gómez y cols., 2005), está involucrado en la 

regulación de la cognición, estado de ánimo, conducta de ingesta, movimientos convulsivos 

y dolor (Barreda-Gómez y cols., 2005). Al contrario que en el caso de los receptores GalR1 
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y GalR2 extendidos amplicamente por el cerebro, la distribución neural del receptor GalR3 

es contradictoria en varios estudios (revisado por  Lu y cols., 2005).  

Otros genes, con diferencias significativas en el nivel de expresión entre los dos 

grupos de ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad, se muestran en la Tabla 25.2. Estos genes 

están principalmente implicados en la respuesta (neuro)-inmune. Así, por ejemplo, el gen 

Cd74 codifica una proteína de ligamiento de la “clase II MHC”, del beta-amiloide y de 

citoquinas, está involucrado en la actividad MAPK, la proliferación celular y el 

procesamiento/presentación de antígenos (según Rat Genome Database). El gen Calca 

(“calcitonin-related polypeptide alpha”) codifica una proteína para el receptor de la 

calcitonina, está involucrado en la presión arterial y en la contracción del músculo liso. Está 

asociado, además, con enfermedades como la diabetes Mellitus tipo 2, la encefalomielitis, 

la esclerosis amiotrófica lateral, la isquemia, la osteoporosis y los trastornos de la migraña. 

Además este gen interactúa con la noradrenalina, las anfetaminas y el 17beta-estradiol (Rat 

Genome Database).  

A partir de los análisis de regresión realizados, el gen Calca presentó capacidad 

predictiva significativa sobre variables relacionadas con la ansiedad incondicionada. La 

sobre-expresión de este gen en las ratas N/Nih-HS de “Baja ansiedad” fue predictor de 

mayor locomoción/actividad exploratoria en el Laberinto Circular Elevado (mayor número 

de cruces entre las secciones o “Line-crossings”, Figura 32).  

Por último, en el estudio realizado por Hurt y cols. (2004) determinaron la 

secuencia del complejo mayor de histocompatibilidad en un intervalo de 4-Mb en el 

cromosoma 20 de la rata (siendo éste el segundo en ser completado, después del MHC 

humano). Del total de genes que descubrieron en dicho estudio (más de 220), en nuestro 

análisis de microarray hemos identificado tres genes con diferente nivel de expresión (entre 

los dos grupos de ratas N/Nih-HS) que pertenecen al MHC, a saber: H2-M9, RT1-EC12 y 

RT1-T24-1 (Tabla 25.2). Se han involucrado estos genes (sobretodo el gen H2-M9) en la 

respuesta inmune, aunque aún falta por esclarecer las funciones concretas que llevan a 

cabo.  
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Tabla 25.2.-Genes hipocampales con funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central y 
capacidad predictiva sobre comportamientos relacionados con la ansiedad. 

Símbolo Descripción Localización 
Genes relacionados con el sistema inmune 

Calca Calcitonin/calcitonin-related polypeptide, alpha 1:172686170-172691061 

Cd74 Cd74 molecule, major histocompatibility complex, class II 
invariant chain 18:56756511-56765707 

H2-M9 Histocompatibility 2, M region locus 9; similar to RT1 class I, 
M1, gene 2 20:1945294-1947325 

RT1-A2 RT1 class, CE14: RT1 class I, CE16: RT1 class Ia, locus A2: 
RT1 class Ib,locus CI: RT1 class Ia, locus A1: RT1 class I, A3 20:5021800-5025330 

RT1-EC12 

Chain: class I MHC heavy chain RT1.A (n) antigen, chain: MHC 
class I protein, chain: MHC class I RT1.Ac heavy chain, signal 
peptide, RT1 class I. CE1: RT1 class I. CE12: similar to RT1 
class I. CE1 

20:3594968-3598027 

RT1-T24-1 RT1 class I, locus T24, gene 1 (pubmed) 20:2907237-2922971 

Ltb Lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 20:3666525-3668369 

Genes relacionados con la percepción sensorial 

Accn3 Amiloride-sensitive cation channel 3 4:6125614-6129660 

Mab21I1 Mab-21-like 1 (C. elegans) 2:145006131-145008520:1 

Calca Calcitonin/calcitonin-related polypeptide, alpha 1:172686170-172691061 
Pcdh15 Protocaherin 15: similar to protocadherin 15 20:14505890-14990127 

Rtp3 Receptor (chemosensory) transporter protein 3 8:115388094-115392602 

Orl594 Olfactory receptor 594 3:71616656-71617591 
Trh Thyrotropin releasing hormone 4:126425185-126427651 

 

Además de los genes ya comentados, se identificaron un conjunto de genes que 

también presentaban funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central y que 

mostraron capacidad predictora relevante en relación a las respuestas de ansiedad y miedo 

(Tabla 20). Ejemplos de ello son los genes “GLI-Kruppel family member GLI 1 gene” 

(Gli1) y “Wilms tumor 1” (Wt1), de los que se han descrito funciones relacionadas con la 

reproducción sexual y el desarrollo del Sistema Nervioso Central. Estos genes mostraron 

sobre-regulación en sus niveles de expresión (en el grupo “Baja ansiedad”), y presentaron 

buena capacidad predictora de comportamientos relacionados con la ansiedad 
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incondicionada, tales como la distancia total recorrida en la “Caja nueva”, el número de 

SAP, el número de entradas en las secciones abiertas y el número de cruces entre las 

secciones en el test del Laberinto Circular Elevado (Figuras 32). 

A  pesar de ser resultados preliminares (previos a la validación por qRT-PCR), es 

importante resaltar que en las muestras de hipocampo analizadas se ha identificado un 

listado de genes que sobretodo tiene implicaciones en la regulación de la 

plasticidad/proyección neural, respuesta inmune y de las vías de señalización de las 

proteínas G, así como también en la modulación de respuestas hormonales vinculadas al 

estrés (como la hormona liberadora de tirotropina).     

 

 

5.2.3 Recapitulación: miedo y ansiedad condicionada, expresión genética diferencial y  

relación funcional entre amígadala e hipocampo 

 

En primer lugar, ante una situación “amenazante” que implica conflicto, como la 

adquisición de la evitación activa en dos sentidos en la “Shuttle-box” (implica el conflicto 

“evitación pasiva/evitación activa”), la amígdala intervendría en la ejecución de la 

respuesta de escape en el primer ensayo tras recibir el sujeto el primer choque eléctrico. A 

partir del segundo ensayo, cuando aparece el estímulo condicionado –que irá seguido del 

incondicionado, el choque eléctrico- el sujeto probablemente empiece a experimentar el 

conflicto “evitación pasiva-freezing”/”evitación activa” al tiempo que el sistema septo-

hipocámpico ya está actuando como “comparador” de las posibilidades de respuesta (p. ej.  

Gray y McNaughton, 2000; Figura 1). El “diálogo septo-hipocámpico-amigdalino” 

continua a lo largo de los ensayos sucesivos de la tarea, y la función comparadora del 

sistema septo-hipocámpico -y las respuestas ejecutadas a través de la amígdala- sería la que 

permitirá al sujeto “aprender”, en mayor o menor grado, las respuestas más adaptativas en 

la tarea de “Shuttle-box”, la huída o la evitación activa del choque (Driscoll y cols., 2009; 

Fernández-Teruel y cols., 1991; Figura 2).    

La adquisición de la evitación activa en dos sentidos en la “Shuttle-box” es, por 

tanto,  un buen modelo animal de ansiedad (condicionada) en el que el miedo condicionado 
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inicial (la tendencia a la evitación pasiva o al “freezing”, consecuencia del 

condicionamiento clásico de miedo en las fases iniciales) es uno de los determinantes (p.ej. 

Fernández-Teruel y cols., 1991; Gray, 1982; Gray y McNaughton, 2000). A diferencia del 

miedo condicionado puro, en el que está implicada básicamente la amígdala, en esta tarea 

estarían implicados dinámica e interactivamente el hipocampo y la amígdala (ver revisión 

en Gray y McNaughton, 2000; López-Aumatell y cols., 2008). Es por esto por lo que 

esperábamos que, tanto en amígdala como en hipocampo, la diferenciación por el rasgo 

“Baja vs. Ata capacidad de adquisición” (Alta vs. Baja ansiedad), conllevase “rasgos de 

regulación” génica diferencial.  

En nuestros análisis hemos obtenido 414 genes expresados diferencialmente en las 

muestras de amígdala y 208 en las muestras de hipocampo. En amígdala, se identificaron 

36 genes (8%, 30 sobre-expresados/6 sub-expresados) con funciones relacionadas con 

neurotransmisión, procesos neuroinmunitarios, neuroendocrinos y/o comportamentales, de 

los que el 53% (19 genes) presentaron capacidad predictiva (según los análisis de 

regresión) sobre variables que no eran el criterio de selección (número de evitaciones o el 

tiempo medio de latencia en la tarea de “Shuttle-box”), esto es, variables como el “miedo –

freezing- condicionado al contexto”  u otras de los tests incondicionados.  

Por su parte, en hipocampo, se identificaron 28 genes (13%, 19 sobre-expresados/9 

sub-expresados) con funciones relacionadas con neurotransmisión, procesos 

neuroinmunitarios, neuroendocrinos y/o comportamentales, de los que el 46% (13 genes) 

presentaron capacidad asociación (según las regresiones) con variables que no eran el 

criterio de selección. 

Parece interesante señalar que en amígdala 14 genes (23 %) fueron predictores del 

miedo condicionado (“freezing”), a diferencia de los resultados de hipocampo, que 

mostraron sólo dos genes (7%) asociados al miedo condicionado. Por contra, sólo un 18% 

de regresiones (entre genes y respuestas conductuales) significativas asociaron genes de la 

amígdala con respuestas incondicionadas de ansiedad (“head-dips”, latencia primera 

entrada en secciones abiertas del laberinto circular, SAP en este mismo test, distancia 

recorrida o “rearings” en la “caja nueva”, CET  -cruces durante el periodo de exploración 

de la “Shuttle-box”-), mientras que estas regresiones fueron un total del 57%  en el 

hipocampo.  Estos resultados, si bien provisionales por no disponer aún de la validación por 
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PCR de los genes de hipocampo, muestran coherencia con las principales y más actuales 

teorías (y evidencia experimental) sobre las funciones de ambas estructuras y la relación 

funcional entre ellas, pues se atribuye a la amígdala un papel predominante en el 

condicionamiento de miedo, y al hipocampo una función “comparadora” en situaciones de 

conflicto (entre posibles tendencias de respuesta) o incerteza que determinaría las 

respuestas de ansiedad (incondicionada y condicionada) (ver p. ej. Gray y McNaughton, 

2000; LeDoux, 1996; McNaughton y Corr, 2004).   

Esquema estructural-funcional hipotético  

Entre los genes expresados diferencialmente, en amígdala e hipocampo, en las ratas 

de “Baja ansiedad” vs “Alta ansiedad”, creemos que es especialmente destacable el hecho 

de que el gen  Avpr1b (relacionado con la arginina-vasopresina) ha sido hallado en ambas 

estructuras (aparte del gen H2-M9, del que su función en los rasgos que nos ocupan es 

desconocida), aunque aparentemente esté regulado de manera opuesta en ambas (ver Tabla 

17 y Tabla 21).  

La vasopresina se ha propuesto como un gen candidato a regular la ansiedad,  según 

Landgraf y cols. (2007) a partir de sus estudios con las ratas HAB (“altas ansiosas”) y LAB 

(“bajas ansiosas”). Son notables algunas similitudes con el trabajo de Landgraf, pues sus 

ratas se diferencian en adquisición de la evitación activa en dos sentidos en la “Shtuttle-

box” (aparte de por sus niveles de ansiedad incondicionada en el test de ansiedad del 

“laberinto en cruz elevado”, que ha sido su criterio de selección), siendo las LAB las que 

mejor adquieren la tarea, de modo similar a nuestra selección de extremos N/Nih-HS 

(Landgraf y cols., 2003; Landgraf y Wigger, 2003). Y es remarcable que, a través de dos 

procesos de selección tan diferentes, y de “backgrounds” genéticos de los animales tan 

diversos, se pueda llegar a implicar a una misma vía genética (la de la vasopresina) en la 

regulación de conductas/respuestas ansiosas o de miedo (o temerosidad). Dicho de otra 

manera, se produce un cierto paralelismo entre el hecho de que las ratas HAB y las RLA 

(“altas ansiosas”, pobres evitadoras en la “Shuttle-box”) presenten mayor expresión central 

del gen AVP que las LAB y las RHA (“bajas ansiosas”, buenas evitadoras en la “Shuttle-

box”, Landgraf y cols., 2007;  ver también Aubry y cols. 1995) y el hecho de que las ratas 

N/Nih-HS  de “Alta ansiedad” del presente estudio presenten menor expresión del gen del 



DISCUSIÓN  

  

Página 175 

 

  

receptor Avpr1b en la amígdala. Esta regulación a la baja del receptor sería compatible con 

el hecho de que las ratas N/Nih-HS de “Alta ansiedad” pudiesen estar sintetizando mayores 

catidades de AVP (sea en hipotálamo, en amígdala, o en ambos) que podrían redundar en la 

regulación del receptor a la baja. En cualquier caso, aún si puede parecer lógico, el 

razonamiento anterior es altamente especulativo en el momento presente, puesto que los 

niveles de expresión de AVP en amígdala en nuestro estudio fueron “Alta ansiedad” = 10.1 

vs “Baja ansiedad” = 9.6 (FC = -1.41), diferencia no significativa, y puesto que dicha 

argumentación no sería válida si la aplicamos a los datos de hipocampo (en que la relación 

entre los niveles de expresión del gen Avpr1b en los dos grupos de ratas es inversa a la de 

la amígdala). Además, no disponemos de resultados de microarray en hipotálamo (aunque 

están en proceso).   

En su mayoría, la arginina vasopresina es sintetizada principalmente en el 

hipotálamo, y en menor grado en otras regiones del SNC como la amígdala y la estría 

terminalis. Sin embargo,  estudios con hibridación in situ consiguieron observar expresión 

prepro AVP (ppAVP) y mRNA en el hipocampo (regiones CA1 y CA3, Habener y cols., 

1989). Esta hormona participa en procesos de aprendizaje y memoria, lo que es coherente 

con que esté conectada con funciones del hipocampo. En varios estudios se descubrió que 

la administración crónica de AVP mejoraba ligeramente el comportamiento de las ratas con 

lesiones en el hipocampo, pero sobretodo potenciaba el aprendizaje estratégico en ratas con 

lesiones en la corteza prefrontal (Dietrich y Allen, 1997).  

Estudios con humanos han descubierto que la oxitocina puede considerarse 

antagonista de la vasopresina cuando en ciertas situaciones/condiciones inhibe la liberación 

de ACTH y cortisol (McCarthy, 1995). La oxitocina es una hormona secretada por la 

glándula pituitaria, y sus receptores se expresan en la médula espinal y en neuronas de 

muchas regiones cerebrales, como: la amígdala, el hipotálamo ventromedial, el tronco del 

encéfalo y el séptum. Entre otros, tiene efecto anti-estresante en mamíferos, tanto en 

machos como en hembras, reduce la presión sanguínea, los niveles de corticosterona e 

incrementa los niveles de insulina y colecistoquinina (Gimpl y Fahrenholz, 2001). Estudios 

de exposiciones a estrés agudo (inmovilización) en ratas comprobaron incrementos de los 

niveles de mRNA de oxitocina posteriores a esta exposición (Jezova y cols., 1995). Por otro 
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lado, la estimulación de la liberación de oxitocina podría facilitar la activación del eje HPA 

e incrementar la liberación de glucocorticoides, y algunos de estos efectos podrían estar 

mediados por la acción dopaminérgica en regiones límbicas (McCarthy, 1995). Abundando 

en este perfil de efectos aparentemente “bimodales” de la oxitocina y la vasopresina,  otros 

estudios muestran que la infusión de dosis bajas de vasopresina en el núcleo central de la 

amígdala aumentó las respuestas de miedo condicionado de las ratas RLA (“muy 

ansiosas”), mientras que la administración de dosis altas de vasopresina u  oxitocina 

atenuaba dichas respuestas (Driscoll y cols., 2009). Debido a que la vasopresina y la 

oxitocina sólo se diferencian en dos aminóacidos de los nueve, y que algunos de sus 

receptores muestran reactividad cruzada, se ha sugerido que existe interacción potencial 

entre ambos sistemas de neuropéptidos (Veenema, 2012).  

Resumiendo, en nuestros resultados hemos obtenido diferencias en el nivel de 

expresión del  gen Avpr1b entre los dos grupos de ratas analizados (en amígdala este gen 

estaba sobre-expresado en las ratas del grupo con “Baja ansiedad”, mientras que en 

hipocamo sucedió al revés). Otros genes identificados en nuestro estudio, con 

implicaciones en respuestas/funciones neuroendocrinas, y que parecen interactuar con las 

dos estructuras que nos ocupan (amígdala e hipocampo) son, por ejemplo, los genes que 

codifican receptores de prolactina (como el Prl4a1 y Prl5a2 en amígdala) y los reguladores 

de hormonas tiroideas (como el TRH y Tg en hipocampo, o el gen Duox2 en amígdala).  

Por todo lo comentado anteriomente, no parece incongruente que, dadas las  

conexiones anatómico-funcionales entre hipocampo y amígdala, y las relaciones jerárquicas 

entre ésta y el eje HPA, hayamos observado en las ratas N/Nih-HS (extremas en ansiedad) 

expresión diferencial de genes implicados en vías neuroendocrinas relacionadas con la 

regulación/modulación de la ansiedad, el miedo o el estrés.     

No parece descabellado pensar, por tanto, que los genes Avpr1b, H2-M9, TRH y Tg 

en hipocampo, o los procesos dependientes de ellos, estén vinculados (en función de 

“niveles” del rasgo de ansiedad, o de situaciones de estrés) a modificaciones/modulación de 

la función amigdalina, puesto que en la amígdala también se hallan diferencialmente 

expresados el Avpr1b y H2-M9. La función amigdalina, que podría ser afectada, entre 

otros,  por dicho mecanismo “vasopresinérgico” e hipocámpico, podría a su vez modular la 
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actividad del eje HPA por acción, por ejemplo, del gen Ucn3, con interacciones con el 

receptor CRFR2,  o/y por acción del mismo gen Avpr1b (que regula a la hormona arginina 

vasopresina, potenciadora del efecto del CRH junto con la hormona oxitocina; Aubry y 

cols., 1995; Driscoll y cols., 2009).  

Por otro lado las interacciones entre la amígdala y el hipotálamo, nos dan claves 

sobre la implicación de genes relacionados con  la regulación de las catecolaminas (como el 

gen Slc6a2 involucrado en el transporte de noradrenalina), del receptor opioide delta-1 (gen 

oprd1, que regula indirectamente la actividad hipotalámica y modula asimismo la ansiedad; 

Randall-Thompson y cols., 2010), de las hormonas esteroideas (como por ejemplo es el 

caso del gen regulador de la taquinina 3), de los niveles plasmáticos de glucosa, de la 

producción de tirosina o de los niveles de insulina (como en el caso del gen Duox2 

relacionado con el hipotiroidismo en humanos y la síntesis de hormonas tiroideas), y con la 

regulación de la prolactina (como los genes Prl4a1 y Prl5a2).  

A partir de este trabajo exploratorio, hemos propuesto el anterior “esquema 

estructural-funcional hipotético” con el objetivo, en la medida de lo posible, de integrar 

nuestros resultados genéticos en el esquema general de la neuroanatomía y neurobiología 

de las respuestas de ansiedad y miedo. Aunque no deja de ser una aproximación preliminar, 

puesto que para interpretar correctamente estos resultados es necesario tener en cuenta las 

limitaciones metodológicas de nuestro estudio y de la técnica de microarray que hemos 

aplicado. Algunas de estas limitaciones metodológicas, son por ejemplo, la “n” reducida, la 

necesidad de extraer RNAm de alta calidad, las incompatibilidades y el elevado coste 

económico de los equipamientos tecnológicos, la falta de reproductibilidad de los 

resultados, la variación de los protocolos del análisis en función del objetivo del estudio y 

los sesgos metodológicos como artefactos en el análisis de los datos y de las imágenes 

(Esteban y cols., 2008).  

A pesar del cariz hipotético y preliminar de las conclusiones derivadas de estos 

estudios, pensamos que pueden servir como punto de partida/referencia en el diseño de 

nuevas hipótesis, más dirigidas y concretas, para la realización de nuevos experimentos 

genéticos.  



DISCUSIÓN  

  

Página 178 

 

  

Limitaciones del presente trabajo y perspectivas futuras 

 

Este trabajo presenta la primera caracterización neuroendocrina y en parte 

conductual de las ratas genéticamente heterogéneas N/Nih-HS, por lo que respecta al estilo 

conductual de afrontamiento y de respuestas de estrés. Asimismo presenta, por primera vez, 

los perfiles de expresión génica central (amígdala/hipocampo) en ratas N/Nih-HS 

seleccionadas por presentar diferencias extremas en respuestas de ansiedad.  

Los resultados obtenidos hasta el momento posicionan al stock de ratas N/Nih-HS 

como animales con estilo de afrontamiento predominantemente pasivo y con elevadas 

respuestas neuroendocrinas ante el estrés. Y, desde el punto de vista genético, han 

permitido observar la expresión diferencial de diversos genes con función neuroendocrina, 

en función de los niveles divergentes de ansiedad, lo que supone un paso inicial importante 

(creemos) para el establecimiento y estudio de posibles genes candidatos a ser relevantes en 

la regulación de los fenotipos estudiados. 

Es pertinente remarcar, aquí, que somos conscientes de que la información que nos 

aporta el estudio de microarray ha de ser considerada con máxima cautela, pues se deben 

aún validar (por PCR) una serie de genes, y porque, en su defecto, hemos apoyado nuestras 

interpretaciones de los resultados genéticos en las diferencias en expresión de genes 

aparentemente interesantes entre los grupos de ratas (“Alta ansiedad” vs “Baja ansiedad”) y 

en las asociaciones “gen-conducta” observadas a través de modelos de regresión lineal.  La 

reducida “n” es un aspecto que evidentemente limita estos análisis y recomienda cautela en 

su interpretación. 

No obstante lo anterior, que obviamente da carácter esencialmente exploratorio al 

Estudio 3, el hecho de que algunos de los genes diferencialmente expresados tengan 

funciones neuroendocrinas que han sido relacionadas con la ansiedad, el miedo o el estrés,  

nos ha llevado a permitirnos un cierto nivel de especulación (siempre sobre las bases más 

lógicas posibles) en la “Discusión” de la presente Tesis.    

Con todas estas cautelas en mente, a partir de los resultados genéticos obtenidos 

parecería lógico plantearse algunos estudios futuros destinados a comprender mejor las 
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funciones –respecto a los rasgos conductuales que nos interesan- de los genes (o, al menos, 

de algunos de ellos) con expresión diferencial identificados en el Estudio 3. Sería 

interesante, por ejemplo, estudiar en más detalle las implicaciones funcionales tanto de los 

receptores prolactínicos (Prl4a1 y Prl5a2) como de los genes reguladores de la Oxitocina y 

Colecistoquinina, y sus implicaciones en las respuestas de ansiedad y miedo; así como 

también analizar las relaciones/interacciones entre los genes relacionados con la función 

tiroidea (como el TRH y Tg en hipocampo o el gen Duox2 en amígdala) y genes 

prolactínicos, o estudiar la posible implicación en la ansiedad de los genes receptores 

opioides, como el gen Oprd1 (en amígdala) y el Oprl1 (en hipocampo).  

Además de los resultados descritos en la presente Tesis, en un estudio paralelo se 

realizaron análisis de microarray sobre muestras en amígdala e hipocampo de las ratas de 

las cepas RHA-I/RLA-I (caracterizadas de forma conductual y hormonal en el Estudio 1). 

El análisis de este estudio se halla en curso, y es esperable que aporte datos interesantes al 

ser comparado con los presentes resultados de expresión génica en ratas N/Nih-HS. Por otra 

parte, tanto de las ratas N/Nih-HS como de las cepas de ratas Roman, conservamos 

muestras congeladas de otras estructuras cerebrales (córtex prefrontal medial, núcleo 

accumbens e hipotálamo, entre otras) interesantes para futuros estudios de expresión génica 

en relación con respuestas de ansiedad y miedo. 

A partir de la experiencia adquirida en el análisis de microarray con la realización 

de la presente Tesis cabe tener en cuenta algunos factores limitantes existentes en la 

aplicación del análisis de microarray y que pueden dificultar el alcance de los objetivos. 

Entre otras, es necesario apuntar, el elevado coste económico de los análisis genéticos (por 

ejemplo, 60 muestras cuestan  aproximadamente 30.000 euros), que en nuestro caso, 

impidió enviar a analizar un mayor número de muestras y/o estructuras, lo que disminuyó 

la potencia del Estudio 3. También, el hecho de depender de organismos externos (empresa 

externa que realiza los análisis de microarray) influye de forma importante sobre la 

planificación temporal de la realización de los microarrays y su validación por qRT-PRC 

(por este motivo, en nuestro caso, no se han podido presentar todavía los resultados de la 

validación por qRT-PCR de los genes hipocámpicos). El tamaño de la muestra (la “n” de 

muestras de cada grupo experimental), en parte condicionado por los precios de estos 
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análisis genéticos, suele ser otro factor limitante que tiene que ver con que sea difícil 

relacionar expresión génica diferencial con determinados fenotipos y, probablemente, 

también con el hecho de que sea más difícil la replicabilidad de resultados. 

 El tamaño de la muestra (las “n”) es posible que también tenga influencia sobre el 

riesgo de que aparezcan “falsos negativos”, esto es, genes que realmente pueden ser 

importantes y que quedan excluidos por falta de potencia en el diseño (en lo que la “n” es 

un factor crítico). Es importante afinar en el criterio de selección de los genes, para 

minimizar al máximo el riesgo de excluir genes que realmente sean interesantes para el 

objetivo de cada estudio. Así, por ejemplo, en los resultados amigdalares obtuvimos 

inicialmente un array con 45.222 genes expresados, que a partir de las técnicas estadísticas 

empleadas (ver Métodos) se redujo a 19.175 genes, de los que sólo 414 tenían expresión 

diferencial significativa. Es razonable preguntarse si habríamos hallado más genes 

expresados diferencialmente de haber utilizado, por ejemplo, 30 muestras de amígdala de 

cada subgrupo de ratas (“Alta ansiedad” y “Baja ansiedad”), es decir una “N” total de 60 en 

lugar de 14 en el Estudio 3.  
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Conclusiones generales 

A partir de los resultados obtenidos en los tres estudios de la presente Tesis, se puede 

concluir que: 

 

(1) Las ratas genéticamente heterogéneas N/Nih-HS presentan un perfil de 

comportamiento defensivo, en situaciones de conflicto 

incondicionado/condicionado y de estrés inescapable, muy similar al estilo de 

afrontamiento pasivo que es característico de las ratas RLA-I (muy ansiosas). 

 

(2) Las ratas N/Nih-HS presentan un perfil de respuestas hormonales al estrés 

relativamente elevadas, de magnitud similar a la de las ratas RLA-I (muy sensibles 

al estrés) en cuanto a la ACTH y la corticosterona (eje HPA),  e incluso de mayor 

magnitud por lo que respecta a la respuesta de la prolactina. 

 

(3) Los estudios correlacionales y factoriales (Estudio 1 y Estudio 2) indican 

asociaciones esperables entre la ansiedad incondicionada (Laberinto Circular 

Elevado) y la condicionada (adquisición evitacion activa en dos sentidos), así como 

que el significado de la conducta de  “grooming”  (acicalamiento, autohigiene;  test 

de Campo Abierto) va más allá de reflejar únicamente niveles de ansiedad/miedo de 

forma lineal. 

   

(4) A nivel genético, la técnica de análisis de microarray (de expresión génica), 

aplicada a muestras de amígdala e hipocampo de ratas N/Nih-HS con “Baja 

ansiedad” vs “Alta ansiedad”, ha resultado ser útil para detectar expresión 

diferencial de genes con funciones neuroendocrinas, algunas de ellas relacionadas 

con los fenotipos (o rasgos) de interés. 
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(5) Debido a su heterogeneidad genética, y a los resultados obtenidos en los análisis de 

microarray en amígdala e hipocampo, se puede concluir que las ratas N/Nih-HS 

pueden ser un modelo animal útil para el estudio de las bases genéticas de la 

ansiedad y el miedo condicionado. 

 

(6) Genes que aparecen como relevantes (expresados diferencialmente) en la amígdala 

se hallan relacionados con vías neuroendocrinas, como la de la prolactina, la 

arginina-vasopresina y la oxitocina, a las que se han atribuido funciones relevantes 

en la regulación de las respuestas de estrés.  

 

(7) En hipocampo, los genes que codifican sobretodo TRH, Tg, Avpr1b han mostrado 

asociaciones con respuestas de ansiedad.  
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The purpose of the  present study was to evaluate  for  the  first  time the  stress-induced

hypothalamus–pituitary–adrenal  (HPA),  adrenocorticotropic  hormone  (ACTH), corticosterone  and  pro-

lactin  responses  of  the  National Institutes  of  Health  genetically heterogeneous  rat stock  (N/Nih-HS rats)

in  comparison  with  responses  of the  relatively  high  and  low stress-prone  Roman  Low-  (RLA-I)  and High-

Avoidance  (RHA-I) rat strains. The same  rats  were  also compared  (experiment  1)  with  respect to their

levels  of unconditioned  anxiety  (elevated  zero-maze test),  novelty-induced  exploratory  behavior,  con-

ditioned  fear  and two-way  active  avoidance  acquisition.  In  experiment  2, naive  rats  from these  three

strains/stocks  were  evaluated  for  “depressive-like”  behavior  in  the  forced  swimming  test.  N/Nih-HS

and RLA-I  rats showed  significantly  higher post-stress  ACTH,  corticosterone  and prolactin levels  than

RHA-I  rats. N/Nih-HS  rats also presented the  highest  context-conditioned  freezing  responses,  extremely

poor  two-way avoidance  acquisition  and  very  low  novelty-induced  exploratory  behavior.  Experiment

2  showed  that,  compared  to  RHA-I rats, N/Nih-HS  and RLA-I  rats displayed  significantly  less struggling

(escape-directed)  and increased immobility  responses  in the  forced  swimming  test.  Factor analysis  of data

from  experiment 1 showed  associations  among  behavioral  and hormonal responses,  with  a first  factor

comprising  high  loadings  of elevated zero-maze  variables  and lower loadings  of conditioned  fear,  two-

way  avoidance  acquisition  and  hormonal measures,  while a  second  factor mainly grouped conditioned

fear  and  two-way  avoidance  acquisition  with novelty-induced  exploration  and  post-stress  prolactin.

Thus,  regarding  their  anxiety/fearfulness,  passive  coping  style,  “depressive-like”  and stress-induced  hor-

monal  responses  the  N/Nih-HS rats resemble  the  phenotype  profiles  of the  relatively high-anxious  and

stress-prone  RLA-I  rat strain.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

Abbreviations: HPA, hypothalamic–pituitary–adrenal axis; ACTH, adrenocorti-

cotropic  hormone; N/Nih-HS, heterogeneous rat stock; RLA-I, Roman low-avoidance

Inbred;  RHA-I, Roman high-avoidance Inbred; WKY, Wistar Kyoto rat strain; QTL’s,

quantitative trait loci; MR/N, Maudsley reactive rat strain; WR/N, Wistar Nettle-

ship  rat strain; F344/H, Fischer 344 rat strain; ACI/N, Agouti rat strain; BN/SsN,

brown  Norway rat strain; BUF/N, Buffalo rat strain; FirstLAT, latency to enter into an

open sections; Ttime, time spent in the open sections; Tentries, number of entries

in  the open sections; SAP, number of stretched attend postures; NACT, automated

novel-cage  activity; Distance, total spontaneous horizontal activity; Rearings, total

number of rearing during 20 min; CS, conditioned stimulus; US, unconditioned stim-

ulus; SHAV, shuttle-box avoidance; CET, number of the change in exploration time;

Freezing, freezing time; ITC, number of inter-trial crossings; Avoidances, total num-

ber of avoidances; Latency, average response latency for the whole training session;

ITI, inter-trial interval; ITC, inter-trial crossings; EIA, enzyme immunoassays; ELISA,

enzyme  linked inmuno sorbent assay; BAS-C, basal corticosterone; BAS-PR, basal

prolactin; POST-C, post-stress corticosterone; POST-PR, post-stress prolactin.
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1. Introduction

The “National Institutes of Health – N/Nih – Genetically Hetero-

geneous Rat Stock” (N/Nih-HS rats) was developed by Hansen and

Spuhler [25] with the aim of having a  more naturalistic, genetically

heterogeneous rat stock which could yield a  broad-range distribu-

tion of responses to experimental conditions and could serve as a

base population for selection studies. With this aim, the N/Nih-HS

rat stock was  formed through an eight-way cross among 8  inbred

rat strains (see Section 2 below [25]).

The N/Nih-HS rat is  a  unique genetic resource for the fine

mapping of Quantitative trait loci (QTLs) to  very small genomic

regions [2,26]. In fact, these rats have been successfully used to

fine map  QTLs for anxiety/fear-related responses [26] and for dia-

betes [56]. In previous works we have characterized the N/Nih-HS

rat stock (>1000 rats) for their fear/anxiety-related unconditioned

and conditioned responses. Thus, with regard to  their defensive

0166-4328/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbr.2011.12.002
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behavioral profiles in a  variety of testing situations (i.e. uncon-

ditioned or conditioned anxiety and fear, coping style) we have

previously reported that N/Nih-HS rats resemble more the scores

of the high anxiety/stress-prone RLA-I (Roman low-avoidance)

strain than those of the relatively low anxious RHA-I (Roman high-

avoidance) rat strain [14–16,18,31–33,46,59,60].

As  a further step in the same direction, we  have undertaken

the present study in a different sample of male N/Nih-HS rats

with the following aims: (1)  to achieve a better characterization

of N/Nih-HS rats with regard to  their levels of (unlearned) anx-

iety and learned fear as compared to rat strains with divergent

profiles in those phenotypes (see below), and (2) to study for

the first time HPA-axis and prolactin stress responses of the het-

erogeneous rat stock, as  well their coping response profiles in

the forced-swimming test, in comparison with responses of rel-

atively high and low anxiety/stress-prone RLA-I/RHA-I rat strains

[14–16,18,31,33,46,59,60].  In this regard, the evaluation of stress-

induced HPA-axis and prolactin responses are  relevant to complete

the characterization of the emotional profile of the N/Nih-HS rat

stock as: (1) HPA-axis responses are known to be altered in affec-

tive symptoms and disorders and they are related to differential

stress sensitivity [3,27,28], and, (2) clinical and basic studies have

suggested associations between prolactin levels and depressive-

like symptoms, anxiety and different stressor intensities/qualities,

although these are still controversial issues (e.g. [3–5,12,52,62,63]).

Finally, provided that previous reports showed that N/Nih-HS

rats display anxious/fearful response profiles of similar magnitude

to those shown by the (relatively high anxious) RLA-I rats strain

[32,33,64], our hypotheses are that: (1) the N/Nih-HS rat stock

would show stress-induced hormonal levels closer to those of the

relatively high anxious RLA-I rat strain than to the RHA-I strain,

and (2) N/Nih-HS rats would display passive coping responses in

the forced swimming test which would be more similar to  those

shown by RLA-I rats than to the RHA-I rat strain [13,46,47].

2. Methods

2.1. Animals

In Experiment 1 subjects were 45  male N/Nih-HS, 8 male RHA-I and 13 male

RLA-I  rats, while in experiment 2 subjects were 20 male N/Nih-HS, 10 male RHA-I

and 10 male RLA-I rats (see further details of the experiments below).

The  differences in “n” for each group of rats (n =  20–45 in N/Nih-HS groups

depending on the experiment; n  =  8–13 in RHA-I/RLA-I groups depending on the

experiment) is justified because, in principle, greater phenotypic variability could

be expected in N/Nih-HS rats (than in the RHA-I/RLA-I rat strains), as they are genet-

ically heterogeneous and the breeding colony includes 40 families, whereas RHA-I

and RLA-I rats are inbred strains and the breeding colony includes 15–18 fami-

lies/strain.  As will be seen below, regardless these “n” differences there were no

differences in variances among the 3 rat groups in any of the variables/experiments

(see  Section 3).

The  RHA-I and RLA-I groups had rats from 8 to  13 different litters (in both exper-

iment  1 and experiment 2), while N/Nih-HS group had rats from 40  different litters

in experiment 1 and from 20 different litters (randomly chosen) in experiment 2.

The progenitors of the N/Nih-HS rats (“National Institutes of Health Genetically

Heterogeneous  Rat Stock” [25,58] were kindly provided by Dr. Eva Redei (Center

for  Comparative Medicine, Northwestern University, Chicago, USA) derived from

40 different families which are breeding colony kept at our laboratory [32]. The

original heterogeneous rat stock was  derived from an eight-way cross of the fol-

lowing 8 inbred strains: the MR/N (Maudsley Reactive), WN/N (Wistar Nettleship)

and  WKY/N (Wistar Kyoto; these three strains trace their ancestry to  the original

Wistar  stock); the M520/N and F344/N (Fischer 344; both strains established in the

1920s, but of unknown origin); the ACI/N (Agouti; hybrid between the August and

Copenhagen strains), the BN/SsN (Brown Norway; derived from a color mutant from

a stock of wild rats kept at the Wistar Institute) and the BUF/N (Buffalo) strain [25].

Inbred RHA-I and RLA-I rats (48–49 generation) come from the permanent

colony  kept at our laboratory since 1996. Subjects were approximately 4 months

old  at the beginning of the experiments (weight: 342 ± 6.95; mean +  SEM). They

were  housed in pairs in macrolon cages (50 cm ×  25 cm × 14  cm), maintained with

food and tap water available ad libitum, under conditions of controlled temperature

(22  ± 2 ◦C; 50–70% humidity) and a 12-h light/12-h dark cycle (lights on at 08:00 h).

We have chosen the (Wistar-derived) psychogenetically selected inbred Roman

(RHA-I  and RLA-I) rat strains for comparison, given the difficulties to obtain the 8

parental  inbred strains from which the N/Nih-HS stock was  derived (two of these

parental strains are not in existence, and some of the others are not the originals) and

to maintain them in our animal resources, and because we already have previous

phenotypical comparisons among the heterogeneous rat stock and the Roman rat

strains [31–33,64].

2.2.  Procedure and  apparatus

Experiments were performed during the light cycle, between 09:00 and 19:00 h,

and in accordance with the Spanish legislation on  “Protection of Animals Used for

Experimental and Other Scientific Purposes” and the European Communities Council

Directive (86/609/EEC) on this subject. The experimental protocol was  approved by

the Autonomous University of Barcelona Ethics committee.

Two  separate experiments were carried out. Experiment 1 consisted of the fol-

lowing  tests/measures: (1) Elevated zero-maze (ZM; day: 1–6); (2)  Basal (pre-stress)

hormone measurements (day: 7–9); (3) Automated novel-cage activity (day: 14–22;

starting at least 7 days after basal hormone measurement); (4) Post-stress hormone

measurements  (day: 14–22; plasma samples were taken at the end of the 20-min

“automated  novel-cage activity” exposure); and, (5) Two-way active, shuttle box

avoidance acquisition (day: 36–52; performed at least 11 days after the post-stress

hormonal  measurements – i.e. blood sampling).

Experiment 2 consisted of administering only the “Forced swimming test” and

was  carried out  along a 1-week period.

The specific procedures for behavioral tests/tasks and hormonal measurements

were  as follows:

2.2.1.  Elevated zero-maze (ZM; Experiment 1)

The maze, similar to that described by [55], comprised an  annular platform

(105  cm  diameter; 10 cm width) made of black plywood and elevated to 65  cm  above

the ground level. It had two  open sections (quadrants) and two  enclosed ones (with

walls 40 cm height). The subject was  placed in an enclosed section facing the wall.

The apparatus was  situated in a  black testing room, dimly illuminated with red

fluorescent light (50  lx at the level of the apparatus), and the behavior was  video-

taped  and measured outside the testing room. Latency to  enter into an open sections

(FirstLAT), time spent in the open sections (Ttime), number of  entries in the open

sections (Tentries), number of stretched attend postures (SAP) were measured for

5 min  [32,33,39,55].

2.2.2.  Automated novel-cage activity (NACT; Experiment 1)

The  apparatus (Panlab, Barcelona, Spain) consisted of 3 horizontal surfaces

(50  cm  ×  50 cm)  provided with photobeams that detect movement and measure it

automatically, loading the data in a computer. The  subjects were individually placed

in transparent plexiglass cages (40 cm ×  40 cm ×  40 cm)  and an  opaque surface sep-

arated  each cage from the closest one to avoid visual interaction. They were situated,

in  a  white fluorescent illuminated (65 lx at the level of the testing cages) chamber.

Spontaneous  horizontal activity (Distance) and total number of rearings (Rearings),

were measured for 20 min.

2.2.3. Two-way active, shuttle box avoidance acquisition (SH; Experiment 1)

The  experiment was  carried out with 3 identical shuttle boxes (Letica, Panlab,

Barcelona,  Spain), each placed within independent, sound-attenuating boxes con-

structed of plywood. A dim and diffuse illumination (50 lx inside the shuttle boxes)

was provided by  a fluorescent bulb placed behind the opaque wall of the shut-

tle boxes. The experimental room was  kept  dark. The shuttle boxes consisted of

two equally sized compartments (25 cm ×  25 cm × 28  cm), connected by an opening

(8  cm × 10 cm). A 2400-Hz, 63-dB tone plus a light (from a small, 7-W lamp) func-

tioned as the CS (conditioned stimulus). The US  (unconditioned stimulus), which

commenced at the end of the CS, was  a  scrambled electric shock of 0.7 mA delivered

through  the grid floor. Once the  rats were placed into the shuttle box, a  4-min famil-

iarization period elapsed before training commenced. Each training trial consisted

of a 10-s CS, followed by  a  20-s US. The CS or US was  terminated when the animal

crossed to  the other compartment, with crossing during the CS being considered as

an avoidance response and during the US as an escape response. Once a crossing

had  been made or the shock (US) discontinued, a  60-s inter-trial interval (ITI) was

presented during which crossings (ITC) were also scored. Training consisted of a

single 50-trial session.

The  variables recorded were the number of changes in exploration time (CET,

during  4-min familiarization period), the freezing time (Freezing), the number of

inter-trial crossings (ITC), the total number of avoidances (Avoidances), and the

average response latency for the whole training session (LAT) [1,7,17,19–22,48,49].

Context-conditioned freezing, was  measured by  two  trained observers

(between-observer reliability, r >  0.95), as the time a rat spent completely motion-

less  except for breathing movements. Freezing measures were taken during the first

five 60-s inter-trial (resting) intervals of the 50-trial acquisition session.

2.2.4. Hormonal measurements (Experiment 1)

The experimental procedures were all done in the morning (9:30 to 13:00).

Blood  samples were taken by tail-nick procedure in resting conditions, in order

to  evaluate basal and post-stress hormone levels. For stress induction, one week

after  basal blood sampling (for baseline hormonal measurements), all animals were
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exposed to the “automated novel-cage activity test (NACT)” for 20 min. Post-stress

blood  samples (for post-stress hormonal measurements) were taken by  tail-nick

immediately  following the 20 min  exposure two  the NACT test.  Especial care was

taken to get each animal’s blood sample in less than 2 min  after removal from its

home cage (baseline sampling) or from the NACT test cages (post-stress sampling).

The animals were returned to  their home cages in the animal room after each blood

sampling.

The tail-nick consisted of  gently wrapping the animals with  a cloth, making a

2 mm incision at the end of one of the tail  arteries and then massaging the tail while

collecting, within 2 mm, approximately 200 �l  of  blood into ice-cold Safe-lock 2.0 ml

tubes (Eppendorf, Hamburg, Germany). Plasma obtained after centrifugation was

stored at −80 ◦C until processing.

Enzyme-linked immuno sorbent assay (competitive ELISA), determined plasma

corticosterone  and prolactin levels, and chemiluminescense determined ACTH lev-

els. EMS  Reader MF  V.2.9-0 was  the reader make used.

Corticosterone EIA (Inmunodiagnostic System Ltd, IDS Ltd; Boldon, United

Kingdom)  was  the corticosterone reagent used, Prolactin Rat ELISA (Demeditec Diag-

nostics, GmbH; Germany) was  the prolactin reagent used, and the  kit for Immulite®

was  the reagent applied to determine the parameter of ACTH. Finally, the Immulite®

1000 (Siemens) was  the apparatus used to  obtain the results.

2.2.5.  Forced swimming test (Experiment 2)

The procedure used was  very similar to  that described by Porsolt et al. [47]

and  modified by Detke et al. [13]  (see also Piras et  al. [46]). Swim sessions were con-

ducted by plunging the rats in individual vertical plastic cylinders (60 cm tall ×  19 cm

diameter), containing 40 cm of  water at  24–26 ◦C. The experimental procedure con-

sisted of two  sessions: an initial 15-min “pretest” followed 24 h later by a 5-min

test.  Following swim sessions, rats were removed from the cylinders, gently dried

with paper towels and returned to their home cages. Water was  changed for each

rat. The apparatus was  situated in a black-painted testing room dimly illuminated

with  white fluorescent light (65 lx at  the level of the water) situated in the ceil-

ing (2.5 height), and the behavior was  videotaped and measured outside the testing

room. Variables recorded during two  sessions, were: (a)  Immobility: rat  was  making

only those movements necessary to keep its head above water. (b) Struggling: rat

was making active swimming motions, thus displaying vigorous (escape-directed)

activity  with its four legs and keeping a  vertical position [13].

2.3. Statistical analysis

Homogeneity of variances among groups was  tested through Levene’s test. One-

way ANOVAs for the three experimental groups and Duncan’s test for comparisons

between  groups when appropriate were used (SPSS Windows, 17.0, SPSS Inc., USA).

Repeated-measures MANOVA analyses were used to jointly analyze pre- and post-

stress corticosterone, prolactin and ACTH levels.

A  correlation matrix and obliquely rotated (oblimin direct) factor analysis were

applied  to study the associations among the different and most relevant depen-

dent  variables (14 variables) of the N/Nih-HS group. According our previous works

[32,33], the next step was  to  reduce the initial obtained solution to a minimum and

meaningful number of non test-related factors (Direct Oblimin method) following

appropriate application of the Catell’s Scree test (for more detailed justification of

these factorial procedures see [1,32]. Student’s t-tests for independent groups were

also applied (when necessary) for comparison between values of the RHA-I and RLA-

I groups, provided that a priori hypotheses were made regarding the expected higher

levels of (both conditioned or unconditioned) anxiety/fear in the RLA-I strain.

3. Results

Levene’s test for homogeneity of variances revealed no signifi-

cant variance differences among the three experimental groups in

any of the behavioral (experiments 1 and 2) or hormonal (experi-

ment 1) variables (not shown).

Table  1 shows the descriptive values of the different variables

in N/Nih-HS rats, as well as the results of the statistical compar-

isons (one-way ANOVA and Duncan’s tests) with the corresponding

scores of both the RHA-I and RLA-I rat strains. Additional t-tests

were applied between both Roman rat strains to  confirm the

predicted between-strain differences in anxious or fear-related

behavior. As can be  seen, ANOVAs were significant for FirstLAT and

SAP (these two variables measured in  the elevated zero-maze test,

all F(2, 63) > 4.6, all p < 0.05). Distance and Rearings (both measures

from the “automated novel-cage activity” test; both F(2, 63) >  6.1,

p < 0.05) and for the five measures of the two-way active avoidance

task (all F(2, 63) ≥ 12.1, p < 0.001). Student’s t-tests showed the pre-

dicted differences in FirstLAT and Tentries between the RLA-I and

RHA-I groups (i.e. RLA-I rats show longer latency to  the first entry
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Fig. 1. Descriptive comparison: pre- and post stress hormone stress, in the

three  strains (Experiment 1). The figure shows the basal and post-stress values

(means ± SEM) of corticosterone (A), ACTH (B) and prolactin (C), for the 3 groups

of  male rats (rats used were n =  8 RHA-I, n  = 13  RLA-I and n = 49  N/Nih-HS). *p <  0.05

among the groups indicated (Duncan’s multiple range test) following significant

MANOVA’s “Time x Strain” and “Strain” effects (see text for details).

into an open section – FirstLAT – and less number of entries in open

sections – Tentries – than RHA-I rats; both t(19) =  2.1, p =  0.05). For

the remaining variables, Duncans’ multiple range tests (following

the above-mentioned significant one-way ANOVAs) indicated that,

compared to  RHA-I rats, RLA-I rats showed decreased Rearings and

CET (representing elevated behavioral inhibition in novel –  uncon-

ditioned – situations), as well as decreased ITC and Avoidances and

increased Freezing and LAT (indicating elevated conditioned-fear

and conditioned anxiety under a  conflict situation, i.e. the passive

avoidance/active avoidance conflict involved in  the initial phases

of two-way avoidance acquisition).

Regarding N/Nih-HS rats, Table 1 indicates that their values

in ZM variables fall  in  between those of  the RLA-I and RHA-I

groups (except in SAP; no significant Duncan’s tests, however),

while closely resembling RLA-I scores in Rearings and CET variables

(see Duncan’s tests in  Table 1), as well as regarding context-

conditioned fear (Freezing) and two-way avoidance acquisition

measures (Avoidances, LAT and ITC; see Table 1). Horizontal activ-

ity levels (in the “novel-cage activity test”) were significantly lower

in N/Nih-HS than in RLA-I rats (see Duncan’s tests in Table 1).

Fig. 1 describes baseline and post-stress hormone values from

experiment 1 (corticosterone, ACTH and prolactin). Repeated-

measures MANOVAs were significant for the three hormonal

comparisons, thus showing significant main effects of “Time”

(within-subject factor; all Fs ≥ 18.5, p ≤  0.001), “Strain” (all Fs ≥ 4.5,
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Table  1
Comparison of behavioral responses among the Roman rat  strains and the N/Nih-HS rat stock (Experiment 1).

RHA-I RLA-I N/Nih-HS

Elevated

zero-maze

FirstLAT  (s) 63.9 ± 34.1 169.9 ± 36.1 (a,  b) 93.8 ± 17.9

Ttime (s) 44.4 ± 13.4 33.5 ± 11.9 41.2 ± 7.1

Tentries (n) 4.2 ± 1.2 1.7 ± 0.6  (a)  2.8 ± 0.4

SAP (n)** 11.4 ± 1.5 11.5 ± 3.0  6.8 ± 0.5

Automated  novel-cage

activity

Distance  (cm) 3824.9 ± 380.1 4161.8 ± 215.6 2741.3 ± 236.4 (c)

Rearings (n) 103.4 ± 28.8 52.6 ± 4.7 (b) 64.9 ± 7.8

Shuttle  box

CET (n) 10.9 ± 1.1 5.3 ± 0.8  (b)  4.3 ± 0.4 (b)

Freezing (s) 28.2 ± 10.2 169.0 ±  12.9 (b)  221.6 ±  5.8 (b, c)

ITC  (n) 71.8 ± 11.8 24.9 ± 4.4 (b) 22.0 ± 2.4 (b)

Latency (s) 6.1 ± 0.7 14.1 ± 1.0  (b)  12.4 ± 0.4 (b)

Avoidances (n) 38.9 ± 2.8 3.2 ± 1.2 (b) 3.6 ± 0.7 (b)

Means ± SEM of behavioral measures of the 3 groups of rats are shown. RHA-I, n =  8; RLA-I, n =  13, and HS, n = 45. FirstLAT: latency (s) to the first entry into a  open section

in the elevated Zero-maze.). Ttime: time spent (s) in the open sections. Tentries: total number of the entries in the open sections (n). SAP: stretched attend postures (n).

Distance: distance (cm) travelled during 20 min  of  the automated novel-cage activity test. Rearings: total number of the rearings during 20 min. CET: total number of the

changes in the exploration time (4 min). Freezing: total time of freezing (s) during 5 min. ITC: total number of Intertrial crossings (n). Latency: mean response latency (s)

for the whole the 50-trial shuttle box avoidance session. Avoidances: number of avoidances in the 50-trial shuttle box (n). (a), p  <  0.05 vs RHA-I group (Student’s t-test for

independent samples, as a  priori hypotheses were made for differences between the Roman rat strains in these variables: i.e. the RLA-I should display higher behavioral

inhibition/anxiety; see for instance [33]); (b), p < 0.05 vs RHA-I (Duncan’s test after significant one-way ANOVA); (c), p <  0.05 vs RLA-I (Duncan’s tests after significant oneway

ANOVA); **, indicates significant one-way ANOVA for SAP without any significant post hoc Duncan’s test.

p ≤ 0.03) and for the “Time x Strain” interaction in  the cases of

corticosterone and prolactin (both Fs ≥ 5.9, p < 0.004; df =  63 for

corticosterone and prolactin; df =  14 for ACTH analyses; see Fig. 1).

The detailed comparisons between pairs of groups (Duncan’s

tests) indicated that, as expected, RLA-I rats displayed elevated

stress-induced responses of the three hormones, as compared to

RHA-I rats (see post-stress Duncan’s tests in Fig. 1). The novel and

relevant result is that the post-stress values of corticosterone and

ACTH from N/Nih-HS rats are remarkably similar to those of RLA-

I rats and much higher than those of RHA-I rats (see Duncan’s

tests in Fig. 1). Still more outstanding is  the very significant dif-

ference found between both Roman rat groups and N/Nih-HS rats

in post-stress prolactin levels (oneway ANOVA and Duncan’s tests

of post-stress prolactin; F(2,63) =  14.3, p  <  0.01; see Duncan’s tests

in Fig. 1), as it is clear that N/Nih-HS rats display a  markedly higher

response of that hormone.

The  correlation matrix (Table 2) mainly shows: (1) mostly mod-

erately to high correlations among variables from (and within)

the elevated zero-maze test (r = −0.48 to 0.91); (2) some expected,

lower but significant correlations among measures from the shut-

tle box task, including conditioned freezing (e.g. between 0.31 and

−041 among LAT, Freezing and ITC); (3) significant moderate cor-

relations between some shuttle box measure and some of the

variables from the elevated “zero-maze” (r = 0.41–0.48, between

ITC and Tentries and Ttime); and (4) low (but significant) correla-

tions between BAS-PR and Freezing (r = 0.30) and between POST-PR

and Rearings (r = −0.30).

Obliquely rotated factor analyses (direct oblimin) were then

applied to 14 target variables (Table 3), including the hormonal

(cortiscosterone and prolactin) baseline and post-stress measures

(ACTH has been excluded because of the low “n”), and only exclud-

ing Avoidances, as values of N/Nih-HS rats are very extremely low

in that variable and for this reason LAT has been taken as the vari-

able reflecting performance in  the shuttle box acquisition task. To

be consistent with our  previous studies [1,32,33,64], we aimed to

obtain a minimum number of conceptually meaningful (and non

so much test-related) factors, thus the first test-related 5-factor

structure was reduced to two-factor solution after applying the

Catell’s Scree test (see Eigenvalues Table 3A). This solution (Direct

Oblimin) showed two independent factors (correlation between

factors = −0.014), with Factor 1 grouping unconditioned anxiety

responses (ZM test; loadings of −0.69 to  0.88; we called it “timid-

ity/conflict”) plus lower loadings of measures from the shuttle box

session (especially CET and ITC,  loading 0.47–0.59) and all hormonal

variables  (loadings of  −0.25 to  −0.30), except post-stress prolactin.

Factor 2 mainly represents conditioned conflict, as  indicated by the

loadings of shuttle box avoidance behavior/acquisition (loadings of

−0.47 to 0.69 for Freezing, ITC and LAT), which are accompanied by

loadings –  in the expected direction – of Rearings (rearing behavior

in the 20-min novel cage test; loading −0.58) and POST-PR (post-

stress prolactin, loading 0.43). We  thus temptatively called Factor

2 as “fear conditioning” factor.

Table 4 shows the behavioral profiles of the three strains/stocks,

and comparisons among them, in both sessions of the forced

swimming test (F =  6.19, p  =  0.008, with df = 37). ANOVAs from the

first swimming session showed overall differences in immobility

(F = 6.19, p  = 0.008, with df =  37) and struggling (F = 5.7, p  <  0.01, with

df =  37), with N/Nih-HS rats showing higher values in the former

and lower in the latter variable, with respect to both the RHA-I and

RLA-I groups (p < 0.05, Duncan’s test; Table 4). The second, 5-min

swimming session, showed higher immobility values and lesser

struggling for RLA-I and N/Nih-HS rats as compared to  the RHA-

I group (ANOVAs for both variables respectively; F  = 10.9, p < 0.001,

and F  = 26.7, p  <  0.001; df =  37. See  Duncan’s tests in  Table 4).

4.  Discussion

The present report shows the results of a behavioral evaluation

of N/Nih-HS rats in  a  battery of anxiety/fearfulness tests and, for

the first time, HPA-axis and prolactin responses to novelty stress

have been also evaluated in a  genetically heterogeneous rat stock in

comparison with the profiles of the (relatively low anxious) RHA-I

and (relatively high anxious) RLA-I rat strains. The results of this

study lend support to  our previous multitest behavioral character-

ization of a  different sample of the heterogeneous rat stock [32,33],

as it is  observed that N/Nih-HS rats present a behavioral profile

similar to RLA-I rats in the shuttle box task/measures, while they

mostly fall  in  between the values of both Roman rat strains in  the

ZM test of  anxiety. The correlation and factor analysis results of

N/Nih-HS data also cohere with the above mentioned study, both

regarding the pattern of within-test correlations (i.e. correlations

among variables within ZM or within the shuttle box task) as well

as the correlation coefficients of 0.41–0.48 between “entries and

time in  open sections” (ZM test) and ITCs in  the two-way avoid-

ance session [32,33]. Still concerning the behavioral variables, the

present factor analysis shows a  picture which is similar to the facto-

rial structure reported by López-Aumatell et al. [32,33], with a  first

factor (provisionally named “Timidity/conflict” factor) with a low
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loading (−0.28) of Latency (acquisition/performance index: aver-

age response latency in the 50-trial shuttle box session) and high

loadings of ZM behavior, whereas higher loadings of Latency (0.47),

ITC (−0.54) and Freezing (0.69) are  clustered with a  −0.58 load-

ing of rearing (exploratory) behavior and to moderate loadings of

stretched-attend postures (0.38) and horizontal activity (0.31) in

the second factor (provisionally named “Fear conditioning” factor;

see Table 3). Thus, the behavioral evaluation and analyses of  exper-

iment 1 give results which are in line with those obtained before in

N/Nih-HS rats [32,33,64].

In  addition, the present work adds relevant and completely new

information regarding HPA-axis and prolactin reactivity to stress of

N/Nih-HS rats, as well as regarding their “depressive-like” profile,

in comparison with the Roman rat strains. To sum up (but see more

details below), the results show, for the first time, that: (1) HPA-

axis (i.e. ACTH and corticosterone) responses to  stress, which are

more marked in RLA-I than RHA-I rats [9,59,60], show values which

are similar between N/Nih-HS and RLA-I rats. (2) Most outstand-

ingly, prolactin responses to  stress in  N/Nih-HS rats are  significantly

more elevated than even those of RLA-I rats. (3) The factor analysis

shows that endocrine variables load in  a  hypothetically congruent

direction in both factors (i.e. the higher the hormonal values the

higher the signs of anxious behavior or of behavioral inhibition). (4)

The N/Nih-HS rats also show a  behavioral “depressive-like” profile

which is closer to that of RLA-I rats than to  the profile shown by

RHA-I animals in  the forced swimming test [46]. It is unlikely that

the particularly passive coping style of N/Nih-HS rats in the forced

swimming test, as well as in  the shuttle box task (and some ZM

test measures), can be  accounted for by their relatively low levels

of activity as indicated by the “novel-cage activity” test as: (1) “Dis-

tance” travelled in  the “novel-cage activity” test is  not correlated

(see Table 2) to any other behavioral measure in  any test/task nor

it loads in  the first factor of the factor analysis (see Table 3B), in

which there are relevant loadings of ZM and shuttle box variables.

(2) Although “distance” loads in the second factor it has the opposite

sign to  what could be  expected (see Table 3B), i.e. a positive loading

of 0.31, which would indicate that the higher the “distance” value

the higher the “Freezing” and response “Latency” and the lowest

“ITC” values in the shuttle box task. (3) With regard to the relatively

high levels of immobility (and relatively low levels of  struggling)

of N/Nih-HS rats in  the forced swimming test, we can rule out that

these could be due to any motor problem or to any general activity

deficit, as in separate experiments we have found that N/Nih-HS

rats show higher swimming speed and better efficiency in  several

learning tasks in  the Morris water maze (MWM)  than those seen

in RHA-I and RLA-I rats. Thus, in  “escapable” MWM  tasks in which

rats can escape from the pool by finding the platform, N/Nih-HS rats

display more activity (i.e. higher swimming speed) than the RHA-

I/RLA-I strains (Martínez-Membrives et al. submitted; unpublished

Master Thesis, 2009), thus indicating that the relatively low levels

of activity seen in  N/Nih-HS rats are specific of novel/threatening,

inescapable and conflict situations as  the ones used in the present

work.

Among the present results there is  one, however, that we think

deserves especial attention: the markedly elevated prolactin lev-

els of N/Nih-HS rats. It is  well known that prolactin works as a

mediator between neural and both endocrine and inmune sys-

tems, with an important involvement in homeostatic regulation

when an organism is facing an anxiogenic or stressful situation

[23]. Thus, it has been repeatedly reported that a variety of anxio-

genic stimuli, including novelty exposure, conditioned fear, acute

or chronic restraint stress, nociceptive stimuli and exercise, all acti-

vate prolactin-releasing peptide neurons that regulate prolactin

levels in  several brain areas [38]. However, the implication of pro-

lactin in anxiety and stress seems to vary with the particular type

of stressful situation [50,65,66] and suggests that the amount of
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Table  3
Factor analyses for the N/NiH-HS rat sample (five-and two-factor solutions, for Experiment 1).

Factor 1 Factor 2  Factor 3 Factor 4 Factor 5

(A) First obliquely rotated factor analysis

Elevated zero-maze

FisrtLAT −0.75 – – 0.27 –

Tentries 0.92 −0.27 – –  –

Ttime 0.87 −0.44 – –  –

SAP  0.84 – – –  –

Two-way shuttlebox avoidance session

CET 0.26 – – −0.62 −0.38

Freezing – 0.83 – –  –

ITC 0.37 −0.77 – −0.25 –

Latency – 0.28 – 0.84 –

Automated novel-cage activity test

Distance – – −0.62 0.30 0.33

Rearings  – −0.31 0.74 –  –

Hormonal values

BAS-C  – – 0.65 –  0.39

POST-C −0.26 – – – 0.75

BAS-PR – 0.44 0.41 −0.44 0.47

POST-PR 0.25 – −0.43 –  0.52

Eigenvalues 3.56 1.91 1.61  1.45  1.41

Suggested names Factor 1 Factor 2

“Timidity/conflict” “Fear conditioning”

(B) Second obliquely rotated factor analysis: two-fold solution

Elevated  zero-maze

FisrtLAT −0  .69 –

Tentries 0 .86 –

Ttime 0 .88 –

SAP 0 .72 0.38

Two-way shuttlebox avoidance session

CET 0.47 −0.28

Freezing −0.32  0 .69

ITC 0.59 −0 .54

Latency −0.28 0 .47

Automated novel-cage activity test

Distance – 0.31

Rearings – −0.58

Hormonal  values

BAS-C −0.30  –

POST-C −0.29 –

BAS-PR −0.25 –

POST-PR – 0.43

Loadings ≥0.25 are shown. (A) Oblique five-factor solution (direct oblimin) with 14 selected variables (factors with eigenvalues greater than 1). (B) Two-factor solution

and correlation between factors, showing that both factors are  orthogonal (independent); n =  45. FirstLAT: latency (s) to  the first entry into a  open section in the elevated

Zero-maze. Tentries: total number of the entries in the open sections (n). Ttime: time spent (s) in the open sections. SAP: stretched attend postures (n). CET: total number of

the  changes in the exploration time (4 min). Freezing: total time of freezing (s) during 5 min. ITC: total number of Intertrial crossings (n). Latency: mean response latency (s)

for  the whole the 50-trial shuttle box avoidance session. Distance: distance (cm) travelled during 20 min  of the automated novel-cage activity test. Rearings: total number

of the rearings during 20 min. BAS-C: basal corticosterone values. POST-C: post-stress corticosterone values. BAS-PR: basal prolactin values. POST-PR: post-stress prolactin

values.

Explained variance: 71%.

Explained  variance: 39%.

Correlation  between factor =  −0.014.

Table  4
Immobility and struggling scores of the three groups of rats in both forced swimming sessions (Experiment 2).

RHA-I RLA-I N/Nih-HS

Immobility 15′ 408.2 ± 69.6 413.0 ± 74.9  659.2 ± 48.5*

Struggling 15′ 134.4 ± 34.6 120.8 ± 22.13 47.4 ± 12.8*

Immobility 5′ 46.2 ± 11.7 115.9 ± 28.1** 169.8 ± 15.5**

Struggling 5′ 157.8 ± 17.0 78.8 ± 18.4** 33.5 ± 6.2*

Mean + SEM are shown. Groups: RHA-I (n =  10), RLA-I (n = 10) and HS (n = 20). *p <  0.05 vs  both RHA-I and RLA-I groups, **p <  0.05 vs RHA-I group (one-way ANOVA). “Immo-

bility15” and “Struggling15”: measures (s) from the first 15-min swimming session. “Immobility5” and “Struggling5”: measures (s) from the second 5-min swimming

session.
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control an organism exerts over the stressor is a salient determi-

nant of the responsivity of prolactin to aversive/stressful situations

[62,63].

Of particular interest in this context is  the finding that the

Roman rat lines/strains exhibit very large differences in  their pro-

lactin response to  novelty-related stressful situations, the RLA

line/strain showing an exacerbated prolactin response that is  not

observed in their RHA counterparts [10,60,62]; as  it is  again con-

firmed by the results of the present study. Recent microarray results

[53] from our group show that baseline prolactin gene expression

is very significantly upregulated in the brain of RLA-I compared

to RHA-I rats. Such a  neuroendocrine difference has been shown

to be abolished by  neonatal handling [61], a  treatment which in

parallel decreases anxiety/fearfulness and sensitivity to stress in

RLA and unselected rats while increasing active coping strategies

and two-way avoidance acquisition efficiency [18,36,37]. Turning

back to the above mentioned between-line/strain prolactin dif-

ferences, it is outstanding that stress-induced prolactin responses

appear to be the only neuroendocrine factor which remains corre-

lated with two-way avoidance acquisition (the initial selection trait

of RHA/RLA rats) in segregating crosses, i.e. after genetic recom-

bination between both Roman rat lines [11]. The results of that

genetic study indicated that two-way avoidance acquisition and

prolactin responses to  stress were the most important variables

to differentiate the Roman lines, while the intercorrelation of both

variables in segregating crosses suggested that they could share

common regulatory mechanisms which are under genetic con-

trol [11]. Increased stress-induced prolactin responses have been

linked to passive coping strategies when the subject is  facing an

aversive situation [11,59,60,62], and this fits well with the pro-

file of the RLA line/strain of rats, as these rats are anxious/fearful

and display passive/reactive coping responses (e.g. freezing) com-

pared with their RHA counterparts, which show proactive coping

responses (e.g. active exploration, escape/avoidance responses

[11,14–16,31,33,59–62].

Our results show that N/Nih-HS rats also display predominantly

passive/reactive coping responses (as well as HPA-axis responses

close to those of RLA-I rats), i.e.  high conditioned freezing levels,

very poor efficiency to  acquire the two-way avoidance response

and relatively high levels of immobility (and low levels of strug-

gling) in the forced swimming test. Moreover, our study shows for

the first time that basal and stress-induced prolactin response of

N/Nih-HS rats are markedly elevated, much higher than the values

of RHA-I and RLA-I rat strains. The reason why  baseline prolactin

levels are significantly elevated in N/Nih-HS rats is unclear and will

need further study. In any case, the especially marked elevation of

post-stress prolactin in  these rats seems outstanding, as it is  more

than twice the prolactin response observed in  the anxious RLA-I

strain. As far as prolactin responses to  stress appear to be associ-

ated to the particular strategies of coping with aversive situations

[11,13,59,60,62], the passive coping profile of the N/Nih-HS rats,

which even display about 50 s more conditioned freezing and sig-

nificantly less struggling than RLA-I rats (experiment 2), seems to

be congruent with an elevated prolactin response. It is  outstanding,

in addition, that the present factor analytical results are consis-

tent with the factorial associations reported in the genetic study

by Castanon et al. [11] using segregating crosses of RHA and RLA

rats, as we have also found that post-stress prolactin levels are neg-

atively related to the efficiency of two-way avoidance acquisition

and positively associated with the levels of context-conditioned

freezing/fear  (see Factor 2 in Table 3).

The fact that such a prolactin response in  N/Nih-HS rats about

50% higher than the one shown by  RLA-I rats raises the possibility

that the different genetic background of the Roman rat strains (RHA

and RLA were derived from Wistar) and the N/Nih-HS rat stock

(derived from 8 inbred strains; see Section 2), might be a factor

underlying  such a particularly elevated hormonal response. This is

an issue, however, that will need further studies to  be clarified.

On  the other hand, it is  worth point out that WKY  (Wistar-Kyoto)

rats are among the eight founder strains of the N/Nih-HS rats stock.

In this sense, it is interesting that WKY  rats have become one of

the best models for depression research [5,8,34,35,40–43,57], thus

showing a  predominantly passive coping (behavioral) profile in  the

forced swimming test, in the hole board, in  the open-field test and

in the acquisition of two-way active avoidance in the shuttlebox,

as well as relatively high stress-induced corticosterone and ACTH

levels [6,24,29,30,40–45,51,54].  The present study suggests, jointly

with our  previous work [33], that N/Nih-HS rats have retained some

of the most relevant phenotypic characteristics of the WKY  rat

strain, i.e. a  rather passive coping style and a  relatively exacerbated

hormonal stress response profile.

Therefore, putting together the present results and those from

our previous reports [32,33], it appears conclusive that N/Nih-HS

rats display “defensive” behavioral and hormonal profiles which

are much closer to the (high anxious) passive coper RLA-I rats

than to  the (low anxious) proactive coper RHA-I rat strain, as it

is mainly indicated by (i) their elevated conditioned (fear) freez-

ing levels and extremely poor two-way avoidance acquisition (and

very few inter-trial crossing responses), (ii) by some spontaneous

activity (exploration) measures under unconditioned novelty situ-

ations (i.e. rearing in  the novel cage; free exploration of the shuttle

box), (iii) by their hormonal responses to stress and (iv) by their

“depressive-like” behavior in the forced swimming test.

Thus,  it can be  said that the N/Nih-HS rat stock presents a behav-

ioral/endocrine profile which fits well with one of a  mildly anxious,

passive coper and stress-prone rat.
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Resumen 

 
En el presente trabajo se revisan las principales investigaciones sobre las bases 
genéticas del miedo, los trastornos de ansiedad y depresivos, así como de la 
susceptibilidad a las drogas, que han utilizado la técnica de microarray. Finalmente 
se presenta un resumen de algunos resultados preliminares, obtenidos por nuestro 
grupo de investigación, en el análisis de la expresión génica diferencial en ratas 
genéticamente heterogéneas (N/Nih-HS), seleccionadas por su alta/baja ansiedad, 
en función de su capacidad para la adquisición de la tarea de evitación activa en 
dos sentidos (en la Shuttle-box). 
 

INTRODUCCIÓN 
 

El descubrimiento del genoma completo marcó el inicio de una nueva era en 
la investigación sobre las bases funcionales de los sistemas biológicos, y permitió 
grandes avances en la comprensión del papel funcional de la expresión génica en 
situaciones conductuales complejas. Uno de los objetivos más importantes fue la 
identificación y localización de genes con expresión y funciones reguladoras en los 
mecanismos moleculares del comportamiento, de la emoción y los procesos 
cognitivos en diferentes especies (Mei et al., Brain Res Bull 2005, 67: 1-12; Wang 
et al., Exp Brain Res 2003, 149: 413-421). 

Tradicionalmente, en modelos animales de ansiedad, para detectar 
expresión genética diferencial, se han aplicado una serie de “herramientas” como la 
hibridización “in situ” (Birzniece et al., Neurosci Lett 2002, 319: 157-161; Keck et 
al., Neuropsychopharmacol 2002, 26: 94-105), “northern blot” y “reverse 
transcription-polymerase chain reaction” (RT-PCR, Wang et al., Exp Brain Res 2003, 
149: 413-421). Estos procedimientos analizan grupos pequeños de genes y, por 
este motivo, tienen rendimientos limitados (Lomax et al., Hear Res 2000, 147:293–
302; Yoshikawa et al., Biochem Biophys Res Commun 2000, 275: 532–537). La 
técnica de análisis con microarray (finales siglo XX), inició el camino en la 
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investigación de los procesos moleculares subyacentes al procesamiento y 
almacenamiento de la información en el cerebro, a pesar de sus limitaciones (falsos 
positivos/negativos) (Irwin, Mol Brain Res 2001, 96: 163-169). Los primeros 
trabajos se centraron en la diferenciación de la expresión genética (análisis de 
clusters) de conjuntos de genes que podrían subyacer a cambios en alguna función 
macroscópica. Posteriormente, la investigación se focalizó en el estudio de 
expresión genética diferencial en condiciones experimentales (Dopazo, OMIC 2006, 
10: 398-410). En la actualidad, se están desarrollando nuevos procedimientos 
inspirados en la biología de sistemas, focalizados en el estudio funcional de 
bloques/grupos de genes relacionados entre sí funcionalmente (Dopazo, OMICS 
2006, 10: 398-410). El microarray ha mostrado ser un instrumento eficiente para 
el análisis de expresión de genes relacionados con los mecanismos moleculares 
subyacentes a los estados de ansiedad/miedo, puesto que permite el análisis en 
paralelo de miles de genes (Blohm & Guiseppi-Elie, Curr Opin Biotechnol 2001, 12: 
41-47; Wang et al., Exp Brain Res 2003, 149: 413-421).  

En el presente trabajo se revisan los principales estudios en los que se 
empleó el análisis de microarray para detectar diferencias de expresión genética en 
relación a comportamientos y procesos cognitivos/emocionales. Se muestran, 
además, resultados preliminares de una investigación en curso sobre las bases 
genéticas del miedo condicionado en ratas N/Nih-HS. 

 

Análisis de microarray aplicado a la investigación de la depresión, el estrés 
y la susceptibilidad a las drogas de abuso 

 

El eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA) juega un papel importante en el 
estrés y en la patofisiología del trastorno depresivo (Andrus et al., Mol Psychiatr 
2010, 1-13). En roedores, la administración repetida de corticosterona induce 
comportamientos/síntomas de tipo depresivo y psicótico (Patten, J Psychosom Res 
2000, 49: 447-449; Zhao et al., Eur J Pharmacol 2008, 581: 113-120). La 
“Prednisolona” –PSL-, glucocorticoide sintético, también causa comportamiento 
ansioso-depresivo en ratones C57BL/6n y en ratas (González-Pérez et al., J 
Rheumatol 2001, 28: 2529-2534; Kajiyama et al., Prog Neuropsychopharmacol Biol 
Psychiatry 2010, 34: 159-165). Exposiciones prolongadas a niveles elevados de 
glucocorticoides, por administración exógena, por estrés crónico o como 
consecuencia de la depresión, causan daño neural en el hipocampo y alteraciones 
en la expresión génica en esta estructura (Brown et al., Biol. Psychiatry 2004, 55: 
538-545; Kajiyama et al., Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 2010, 34: 
159-165).  

El factor liberador de corticotropina (CRF) es clave en la respuesta de estrés 
y en la actividad del eje HPA. Exposiciones a estrés agudo incrementan la expresión 
genética de CRFR1 (receptor del CRF) a través de la vía MEK-ERK1/2 (proteína 
quinasa que activa el factor de transcripción nuclear –ERK-) en el córtex prefrontal 
(Meng et al., Mol Cell Endocrinol 2011, 342: 54-63). 

En un estudio de estrés crónico, Kim y Han (Kim & Han, J Neurosci Res 
2006, 83: 497-507) identificaron, en amígdala de ratones C57BL/6j, sub-expresión 
del gen relacionado con la hormona estimulante de la glándula tiroides (TSH) y de 
genes de factores de crecimiento, mientras que el gen de la hormona liberadora de 
la tirotropina (TRH) se mostraba sobre-expresado. 
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Abuso de sustancias 
 

En general, se asume que el consumo de sustancias de abuso se asume que 
resulta de la interacción entre  predisposiciones genéticas y factores ambientales. 
Ratas que presentan más actividad locomotora durante una prueba conductual 
(“high responders”, HR), también muestran mostraron mayor conducta de auto-
administración de psicoestimulantes que las ratas con menos conducta de 
locomotora (“low responders”, LR, Kabbaj et al., Psychopharmacology (Berl) 2001, 
158: 382-387). Estas diferencias conductuales, se acompañan de diferencias 
basales en la expresión genética de las vías moleculares de la circuitería emocional. 
También se ha identificado expresión diferencial de glucocorticoides en hipocampo, 
siendo más alta en las ratas LR (más inhibidas), y explicando la secreción 
diferencial de corticosterona en respuesta a estrés agudo (Kabbaj et al., J. Neurosci 
2000, 20: 6983-6988). 

Diversos estudios de expresión genética comparativa ponen de manifiesto 
los diferentes efectos de la exposición a un estrés psicosocial en función de la 
propensión al consumo de sustancias como el alcohol. Por ejemplo, se  han 
identificado diferencias en la expresión de genes implicados en el ciclo celular 
(Ccnd3 y Pctk1), en BDNF (promueve la locomoción y el efecto reforzante del 
consumo de drogas a partir del sistema dopaminérgico mesolímbico), CAM-KIIb, 
leptina y en genes relacionados con receptores de neurotransmisores como el ácido 
gamma-aminobutírico (GABA) y el glutamato, entre otros (Kabajj et al., 
Neuropharmacology 2004, 47: 111-122).  

Asimismo, y a partir de estudios en los que se identificó sobre-regulación del 
gen Fkbp5 con administración repetida de morfina, se considera que este gen 
media los procesos de tolerancia y dependencia de dicha droga, (McClung et al., J. 
Neurosci 2005, 25: 6005-6015). Otros estudios han relacionado genes del complejo 
de histocompabilidad tipo II (MHC), como Rt1.Dβ, Rt1.Bα y Rt1.Bβ, con la 
mediación de respuestas inmunes en el tratamiento con morfina en ratas (Beagle et 
al., Mol Pharmacol 2004, 65: 437-442). También se han identificado una serie de 
genes implicados en la regulación de la acción de la oxicodona (analgésico opioide 
agonista sintético), como son Fkbp5, Per2, Rt1.Dα, Slc16a1 y Abcg2 (Hassan et al., 
Drug Metab Dispos 2010, 38: 157-167). 

 

Análisis de microarray aplicado al estudio de los trastornos de ansiedad y 
al miedo 

 

A principios del siglo XXI se empezaron a esclarecer las funciones de genes 
relacionados con la ansiedad. Se descubrió, por ejemplo, la implicación de la 
proteína microtubular asociada -MAP- en este trastorno, así como la de genes 
relacionados con neurotransmisores (GABA, serotonina, norepinefrina y dopamina), 
receptores de -5HT3-, receptores de colecistoquinina y sistemas neuropéptidos 
(Wang et al., Exp Brain Res 2003, 149: 413-421). 

Debido a la heterogeneidad de las respuestas/rasgos de ansiedad y miedo 
en diferentes cepas de ratas, un mismo comportamiento puede implicar (o estar 
asociado a) rutas génicas diferentes o estar asociado a ellas. Por ejemplo, se han 
descrito varios QTLs (o “Locus para Rasgos Cuantitativos”, del inglés “Quantitative 
Trait Loci”) en cromosoma 5 y 10 de rata, implicados en el comportamiento de 
adquisición de la tarea de evitación activa en dos sentidos (Fernández-Teruel et al., 
Genome Res. 2002, 12: 618-626), que no fueron correspondidos con resultados de 
estudios de microarray  (Zhang et al., Genes Brain Behav 2005, 4: 99-109). Estos 
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autores concluyen que las pequeñas diferencias observadas en los genes Veli1 y 
SLC6A4, Ptpro, Ykt6p y Id3a contribuirían de manera relevante, a lo largo del ciclo 
vital, a las diferencias en comportamiento ansioso. Sin embargo, estos genes no 
están contenidos en las QTLs arriba citadas, lo que puede deberse a las diferentes 
tecnologías utilizadas.  

En otro estudio con otro modelo de ansiedad, se detectaron 54 genes con 
diferencias significativas entre las dos cepas de ratas estudiadas (16/sobre-
expresados y 38/su-expresados). Las ratas menos ansiosas, las Sprague-Dawley 
(SD), presentaban sobre-expresión del gen asociado a la actividad reguladora de 
citoesqueleto (ARC) y del factor trófico NGFI-A, así como sub-expresión del gen 
5HT3R, en comparación con las ratas más ansiosas, la cepa PVG (Wang et al., Exp 
Brain Res 2003, 149: 413-421). Por otra parte, en modelos animales de Trastorno 
por Estrés Postraumático (TEPT) se identificaron 31 genes correspondientes a los 
cambios observados en las ratas con síntomas de TEPT, observándose sobre-
expresión del gen receptor 5-HT2C y la enzima  “angiotensin I-converting enzyme” 
(Harada et al., Pharmacol Biochem Behav 2008, 89: 11-16).  

 

Miedo condicionado 

 

En el proceso de miedo condicionado están implicados cambios bioquímicos 
y estructurales en las sinapsis, que requieren alteraciones en la función y expresión 
genética (Ressler et al., J. Neurosci 2002, 22: 7892-7902). En la comparación de la 
expresión génica hipocámpica entre las ratas “Syracusa” de alta vs baja evitación, 
que difieren claramente en sus respuestas de miedo condicionado, se identificaron 
ocho genes candidatos (p. ej. SLC6A4, Veli1, Ptpro, Id3a, CD74) con implicación 
relevante en el comportamiento de miedo y ansioso-depresivo en ratas y humanos, 
como es el caso del gen SLC6A4 (Zhang et al., Genes Brain Behav 2005, 4: 99-
109). 

Los genes Synapogyrin1 y Rab1b, se hallaron expresados diferencialmente 
en hipocampo en estudios en los que los fenotipos valorados se relacionaban con 
diversos tipos de aprendizaje, entre ellos el miedo condicionado (Cavallaro et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99: 16279-16284; D’Agata & Cavallaro, Eur. J. 
Neurosci. 2003, 18: 2835-2841; Zhang et al., Genes Brain Behav 2005, 4: 99-
109). Es preciso ser cautos en la interpretación de estos resultados, puesto que se 
han obtenido empleando ratas seleccionadas genéticamente, y algunas diferencias 
encontradas podrían deberse a esta selección previa. Además, otra dificultad 
añadida a la hora de interpretar los resultados de los estudios con microarray, es 
que algunos genes como Veli1 tienen dos isoformas homólogas en el hipocampo, 
cada una con distribuciones diferentes (Misawa et al., J Biol Chem 2001, 276: 
9264-9272; Peng et al., BMC Bioinformatics 2003, 4: 26).  

Gran parte del conocimiento que se posee actualmente sobre la memoria 
emocional proviene de la investigación del condicionamiento clásico de miedo (Mei 
et al., Brain Res Bull 2005, 67: 1-12). Se considera que el condicionamiento de 
miedo contextual depende del hipocampo y amígdala, y el condicionamiento de 
miedo con claves sólo requiere de la amígdala (Rodrigues et al., J. Neurosci 2001, 
21: 6889-6896). Varios estudios farmacológicos y genéticos, sugieren que la 
formación de asociaciones en la memoria del miedo (contextuales y de claves) 
requiere de la activación de receptores NMDA glutamérgicos (Sara, Mem 2000, 7: 
73-84). Mei et al. (Brain Res Bull 2005, 67: 1-12) hallaron 222 genes, relacionados 
con el miedo condicionado, que presentaban expresión diferencial en amígdala 
(123/sobre-expresados y 99/sub-expresados). De ellos, el 22% presentó funciones 
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relacionadas con la adhesión celular y la estructura proteínica (por ejemplo: α-
actina, β-tubulina y proteínas microtubulares asociadas -MAP4-). Varios genes 
regulados por la amígdala están involucrados en la regulación de receptores 
ionotrópicos, como el receptor GABAA (GABARAP). La baja regulación de este 
receptor, hallada después de la tarea de miedo condicionado, sugiere que el efecto 
inhibitorio observado decrece para permitir un incremento en la excitabilidad 
sináptica. Otros receptores que también se han encontrado asociados al miedo 
aprendido en ratas son, por ejemplo, el complejo actina-actinina,-CaMKII-, que 
interactúa con el receptor antagonista AMPA –CNQX-, y la proteína fosfatasa A2 –
PP2A-, que los puede desfosforilar. El gen relacionado con el “cromosoma X frágil” 
–FXR1- también se ha asociado al miedo aprendido (Paradee et al., Neuroscience 
1999, 94: 185-192). Ratones mutantes knockout para este gen, muestran un 
déficit significativo en la formación de la memoria relacionada con el miedo 
condicionado.  

Otros genes, como el “astrocyte-specific connexin-30” –Cx30-, relacionado 
con funciones gliales, pueden cambiar su expresión en respuesta al miedo 
condicionado  (Rash et al., J Neurosci 2001, 21: 1983-2000). De modo parecido 
ocurre con genes implicados en la formación de mielina, como la “myelin-associated 
oligodendrocytic basic protein” –MOBP- (McCallion et al., Mol Cell Neurosci 1999, 
13: 229-236), “proteolipid protein” –PLP- (Yool et al., J Neurosci Res 2001, 63: 
151-164) y “oligodendrocyte-specific protein” –OSP- (Bronstein et al., Neurology 
1996, 47: 772-778).  

Por último, el gen activador del transcrito Egr-1 en rata, muestra incremento 
en sus niveles de expresión después de miedo condicionado. La administración de 
diazepam provoca el bloqueo de este incremento y la reducción de la ansiedad 
(Letwin et al., J Neurosci 2006, 26: 5277-5287). 

 
Expresión genética amigdalar en ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad 

 
Estudios neuroanatómicos y de comportamiento, han demostrado que el 

complejo amigdalino y estructuras como el hipocampo son componentes esenciales 
en las vías neurales mediadoras de emociones como el miedo y la ansiedad, o de 
procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria (Blalock et al., J Neurosci 
2003, 23: 3807-3819; Dent et al., Physiol Behav 2001, 73: 841-847). 

Nuestros resultados previos, obtenidos en cepas de ratas seleccionadas 
genéticamente por sus respuestas extremas en ansiedad condicionada (en la 
evitación activa en dos sentidos; las cepas de RHA-I y RLA-I), mostraron 
diferencias en expresión genética central relacionada con ansiedad/frustración 
(Sabariego et al., Neurosci Lett 2011, 504: 265-270). Continuación lógica de dicho 
trabajo ha sido estudiar la expresión genética diferencial en amígdala e hipocampo 
en relación a diferentes  niveles de ansiedad en ratas genéticamente heterogéneas 
N/Nih-HS.  

Las ratas N/Nih-HS derivan del cruce de ocho cepas consanguíneas 
genéticamente alejadas entre sí (las MR/N, WN/N, WKY/N, M520/N, F344/N, ACI/N, 
BN/SsN y BUF/N) (Hansen & Spuhler, Alcohol Clin Exp Res 1984, 8: 477-9). Este 
stock de ratas genéticamente heterogéneas constituye un recurso genético único 
para el mapeo fino de QTLs, a intervalos cromosómicos muy reducidos, y de QTGs 
(“Quantitative Trait Genes”), como ya han mostrado estudios sobre parámetros 
óseos (Alam et al., Bone 2011, 48: 1169-1177), sobre repuestas/rasgos de 
ansiedad/miedo (Johannesson et al., Genome Res 2008, 19: 150-158) y sobre 
diabetes (Solberg et al., Physiol Genom 2010, 41: 102-108). 
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Las ratas N/Nih-HS  muestran un perfil de comportamiento y hormonal 
“defensivo”, con rendimiento pobre en situaciones de conflicto como la evitación en 
la “shuttle-box”, elevado tiempo de freezing (miedo), estilo conductual ansioso-
depresivo y elevadas respuestas hormonales al estrés (Díaz-Morán et al., Behav 
Brain Res. 2012, 228:203-10; López-Aumatell et al., Behav Brain Res 2008; 188: 
41–55; López-Aumatell et al., Behav Brain Res 2009, 202: 92-101). 

En el estudio que estamos completando actualmente, del que a continuación 
presentamos algunos resultados preliminares relevantes, se seleccionaron tres 
grupos de ratas N/Nih-HS por sus niveles –altos, intermedios o bajos- de 
ansiedad/miedo condicionado (respuestas de evitación en la tarea de la Shuttle-
box). Todos los animales habían sido evaluados en pruebas de ansiedad 
incondicionada, como el Laberinto Circular Elevado, miedo condicionado a un 
contexto y  ansiedad condicionada (tarea de evitación en la “Shuttle-box”). Tres 
semanas después de la evaluación conductual, se diseccionaron las amígdalas e 
hipocampos, y tras la extracción de ARN se analizaron mediante microarray.  

Los resultados relativos a expresión génica en amígdala se hallan en una 
fase de análisis casi definitiva, a falta únicamente de la validación por RT-PCR de 
algunos genes relevantes. Podemos decir que se identificaron 414 genes con 
expresión diferencial significativa en amígdala (FDR <0.05), 341 genes sobre-
expresados (el grupo de ratas “Baja-ansiedad”  presentaba mayor nivel de 
expresión genética que el grupo “Moderada/Alta-ansiedad”) y 73 genes sub-
expresados (el grupo de ratas “Baja- ansiedad” presentaban menor nivel de 
expresión genética que el grupo “Moderada/Alta-ansiedad”). Del total de genes, 28 
se relacionaban con funciones del sistema nervioso central (neurotransmisión, 
procesos inmunitarios, procesos hormonales, drogas de abuso y comportamiento), 
de los que 6 se presentaron sobre-expresados y 22 sub-expresados (fold-change 
>|2|, FDR< 0.05, ver algunos genes relevantes en Tabla 1).  

La Figura 1 representa un claro ejemplo de la relación entre los niveles de 
expresión de uno de estos genes y las respuestas de miedo condicionado 
(freezing/petrificación). Tal y como podemos observar en dicha figura, el gen 
receptor 3 de la taquinina (Tacr3), implicado en la respuesta hormonal ante estrés 
(Tabla 1), muestra niveles sub-expresados en amígdala en el grupo “Baja-
Ansiedad” (menor nivel de expresión que el grupo “Moderada/Alta-ansiedad”). 
Además, cabe destacar que la regresión lineal muestra que los niveles de expresión 
de Tacr3 predicen positivamente los niveles de “petrificación” o miedo condicionado 
(Freezing; Figura 1; correlación de Pearson R=0.59, modelo de regresión stepwise 
–pasos sucesivos-, R2= 0.343, p = 0.028). 

A partir de estos resultados y de los análisis en curso en los hipocampos, de 
las diferencias de expresión génica encontradas entre estos dos grupos de ratas y 
la relación con las variables conductuales, podemos concluir: 1) las ratas N/Nih-HS 
son un buen modelo animal para el estudio de las bases neurogenéticas de los 
procesos psicológicos superiores; 2) los genes identificados con diferencias 
significativas de expresión, podrían ser buenos predictores de comportamientos 
relacionados con la ansiedad/miedo condicionado.  

Por último, estos resultados preliminares (pero en apariencia 
suficientemente consistentes) sugieren que la aplicación del microarray en modelos 
animales en situaciones de ansiedad/miedo (condicionados o incondicionados) se 
perfila como una técnica analítica de relevante potencial para la detección de genes 
candidatos a influir (o estar asociados a) fenotipos complejos. 
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Tabla 1. Listado de genes sobre/sub-expresados en amígdala entre los extremos en 
ansiedad de las ratas N/Nih-HS: funciones relacionadas con el Sistema nervioso central. 

Grupo "Baja-ansiedad" > 
Grupo "Moderada/Baja-
ansiedad"  

Nombre genes Función 

Prl5a2 
Prolactin family 5, 
subfamily a, member 
2 

Regulación actividad hormonal 
(prolactina).  

Duox2 Dual oxidase 2 

Está implicado en el desarrollo y 
procesos metabólicos de la hormona 
tiroidea, así como en la reproducción 
sexual, en la morfogénesis de 
estructuras del sistema nervioso 
(diencéfalo, glándula pituitaria, 
adenohipófisis, glándula tiroidea), así 
como del sistema endocrino y óseo. 

Igfbp7 
Insulin-like growth 
factor binding protein 
7 

Implicado en la respuesta a estímulos 
hormonales, regulación del 
crecimiento, respuesta a estimulación 
de corticoesteroides, cortisol, 
glucocorticoides y hormonas 
esteroideas. Está presente durante la 
gestación e implicado en la percepción 
de estímulos térmicos.  

Grupo "Baja-ansiedad" < Grupo "Moderada/Alta-ansiedad"  

Prl4a1 
Prolactin family 4, 
subfamily a, 
member 1  

Regulación actividad hormonal 
(prolactina), papel mediador con las 
células "Natural Killer" durante la 
gestación. Función importante en la 
fisiología de la reproducción.   

Slc6a14 

Solute carrier family 
6 (neurotransmitter 
transporter), 
member 14 

Es el miembro 14 (familia 6) del 
transportador de serotonina, implicado 
en el transporte de aminas, ácidos 
orgánicos, aminoácidos y 
neurotransmisores. 

Tacr3 Tachykinin receptor 
3 

Está implicado en la regulación del 
sistema circulatorio, del 
comportamiento de ingesta,  de la 
respuesta a estrógenos, estradiol y 
hormonas esteroideas, así como al 
consumo de cocaína y morfina, y 
participa en la regulación metabólica 
de la dopamina, así como en  las vías 
de las proteínas G. 

Ucn3 Urocortin 3 
(stresscopin) 

Está implicado en la activación y 
regulación AMPc, y en la regulación 
de: la secreción hormonal, de la 
respuesta a estímulos de hormonas 
esteroideas, glucocorticoides, 
mineralcorticoides, corticosterona e 
insulina. Así como también participa 
en procesos que involucren a la 
proteína G.  
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Figura 1. Relación entre los niveles de expresión genética (Tacr3) y conducta de miedo (freezing) en 
ratas N/Nih-HS, n = 14. 
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