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Prologo

Esta tesis tiene el objetivo de realizar la caracterizacion hormonal y genética de las
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apartado de resultados, los dos articulos publicados que son fruto de los resultados que se

describiran a continuacion. La referencia de los articulos se lista a continuacion.
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E.; Lopez-Aumatell R.; Tobena A. y Ferndndez-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.

- Diaz-Morén, S.; Paléncia, M.; Cafiete, T.; Bldzquez, G.; Morén, 1.; Sabariego, M.;
Donaire, R.; Torres, C.; Mont-Cardona, C.; Martinez-Membrives, E.; Loépez-Aumatell, R.;
Tobefia, A. y Fernandez-Teruel, A. (2011). Aplicabilidad del andlisis de microarray en la
deteccion de patrones de expresion genética diferencial en procesos psicologicos: expresion
genética amigdalar en ratas N/Nih-HS extremas en ansiedad. Iniciacion a la Investigacion,
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Resumen

La presente Tesis tuvo como objetivos, estudiar la diferencia en ansiedad y otros
rasgos conductuales relacionados (p. €j. miedo, susceptibilidad al estrés), a través de una
bateria 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/psicologicos con la expresion diferencial de genes
en estructuras/circuitos cerebrales de conocida importancia en tales fenotipos (p. ej.
amigdala 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 situacion de novedad (“timidez” y habituacién en una
“Caja nueva”), test de Campo Abierto, miedo condicionado a un contexto (respuesta de
petrificacion condicionada), adquisicion de evitacion activa en dos sentidos en la “Shuttle-
box” (ansiedad debida a un conflicto de doble evitacion —pasiva y activa- condicionada) y
test de natacion forzada (como modelo de sintomas relacionados con la depresion 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 andlisis conductual y hormonal
de estos dos estudios, en el Estudio 3 se llevd a cabo un andlisis de expresion génica en
amigdala e hipocampo (andlisis 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 analisis se pudo concluir
que: a) las ratas N/Nih-HS presentan un perfil de comportamiento defensivo y hormonal
cercano al estilo de afrontamiento pasivo caracteristico de las ratas RLA-I; b) la
heterogeneidad genética de las ratas N/Nih-HS y los resultados obtenidos en el analisis de
microarray, permiten que sea un modelo animal 1til para el estudio de las bases genéticas
de la ansiedad y el miedo; c) los analisis de microarray han detectado expresion diferencial
(entre dichos subgrupos de ratas extremas en ansiedad) de genes implicados en la
regulacion de funciones neuroendocrinas, como la prolactina, arginina-vasopresina y la
oxitocina, que podrian modular las respuestas de ansiedad y miedo condicionado en
amigdala e hipocampo. d) También se ha observado expresion diferencial (entre ambos
subgrupos de ratas extremas en ansiedad) de genes reguladores de receptores sensoriales
(sobretodo olfativos), genes de receptores opioides (como Oprdl y Oprll), genes que
participan en funciones inmunoldgicas (como el gen H2-M9) y genes relacionados con la
funcion tiroidea, como el gen TRH, Tg en hipocampo o el gen Duox2 en amigdala.



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;
¢) 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. Oprdl and Oprll), immunity-related genes (like H2-M9) and thyroid
regulatory genes, like TRH and Tg (hippocampus) and Duox 2 (amygdala).






1. INTRODUCCION




INTRODUCCION

1.1 Temerosidad, ansiedad y respuestas defensivas

1.1.1 Ansiedad normal y sus trastornos

La ansiedad es una emocién adaptativa, que por si sola no constituye un estado
patologico, 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. ¢j. 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 percepcion y respuesta que da el organismo ante cualquier
estimulo. Hasta el punto de emitir respuestas exageradas de defensa, frente a estimulos
potencialmente amenazadores para unos e insignificantes para otros (p. ¢j. (Becerra-Garcia

y cols. ,2007)).

La ansiedad se considera patologica cuando los episodios son repetitivos con
intensidad elevada y la duracion prolongada, la reaccion es desproporcionada y el grado de
interferencia con la vida cotidiana es profundo. Ademas de presentarse como sintoma en
multitud de cuadros clinicos, 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 especifica, fobia social, trastorno obsesivo-
compulsivo, trastorno por estrés postraumatico, 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 interaccién de varios tipos de
determinantes, biologicos (alteraciones en los sistemas serotoninérgicos y gabaérgicos),
genéticos y ambientales o psicosociales (p. €j. experiencias traumaticas o preocupaciones

excesivas por temas cotidianos; Battaglia y Ogliari, 2005).
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INTRODUCCION

1.1.2 Ansiedad, miedo y respuestas defensivas

Mientras que la ansiedad se activa ante estimulos amenazadores potenciales y/o
evitables (McNaughton y Corr, 2004), el miedo esta provocado sobre todo por estimulos
amenazadores reales, ante los cudles es posible la conducta de huida y/o de evitacion
(Blanchard y cols., 1990). De hecho, algunos estudios han descrito diferencias a nivel
funcional y farmacoldgico entre el miedo y la ansiedad (Blanchard y cols. 1990, 1993; Gray
y McNaughton, 2000; McNaughton, 1999). A partir de experimentos con ansioliticos se
descubrio la implicacion de alteraciones en el sistema septo-hipocampal y sobre todo, en la
actividad theta sobre los cambios en la ansiedad normal y patoldgica (Gray, 1982; Gray y

McNaughton, 2000).

Los estimulos de castigo, refuerzos positivos y/o relacionados con las situaciones de
novedad (innata o condicionada), se procesan por medio de la integracion de tres sistemas
que daran como resultado los diferentes tipos de respuesta del organismo (Gray y

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

(1) El Sistema de Aproximacion Conductual (BAS, “Behavioural Approach
System”), que regula las conductas de aproximacion a los estimulos y el reforzamiento
positivo, implica al sistema limbico (neurotransmision dopaminérgica) y esta asociado a los

efectos farmacologicos de los opiaceos enddgenos (Tabla 1).

(2) El Sistema de Lucha/petrificacion/huida (FFFS, “Fight/Freezing/Flight
System”), que estd relacionado con los estimulos aversivos (castigos) y la toma de
decisiones sobre la aproximacion/huida de estos, e implica a la amigdala y también al

hipocampo (Tabla 1).

Y, (3) el Sistema de Inhibicion Conductual (BIS, “Behavioural Inhibition System”),
que se activa ante estimulos condicionados aversivos y situaciones de frustracion, implica
al hipocampo (actividad theta) como estructura “comparadora” y estd relacionado con el
componente cognitivo de la ansiedad (procesamiento/interpretacion de la situacion). Este
sistema actia como comparador en la resolucion de conflictos, siendo responsable de

realizar la evaluacion de los riesgos de cada situacion (Tabla 1).
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Tabla 1.-Sistemas neurales del procesamiento de estimulos (adaptado de Gray y MacNaugthon, 2000; MacNaughton y Corr,

2004)
Estructuras
. . Efectos . Farmacologia
Sistema Tipo de amenaza Repertorio conductual neurales £0°08
conductuales asociada
suyacentes
Fight/Freezing/Flight cligro explicito Castigos 0 no- Huida, agresion defensiva, , o Sensibilidad a los
FFFS evitable o del que se refuerzos petrificacion y actividad Amigdala e hipotalamo opidceos
( ) puede escapar incondicionados autonomica asociada P
Behavioural No interpretacion de Argqsal .a:petltIVO, Refor.zamlf:?to pos~1t1vo, . o .
A Syt resencia de estimulos facilitacion de aproximacion a sefiales de Sistema mesolimbico Opioides
pproach System p rocesos de seguridad, secuencias de dopaminérgico endogenos
amenazantes P g p & &
(BAS) reforzamiento respuestas flexibles
Aspectos coenitivos Formacion hipocampal,
. Estimulos de castigo ropcesamiengto de la y Supresion de la area septal y
Behavioural secundario (estimulos p ., aproximacion, de la estructuras cortico- o
e e . informacion de la o D . . Ansioliticos
Inhibition System condicionados . evitacion y elicitacion de la  limbicas relacionadas, . .
. ., ansiedad. Control de ., - (benzodiacepinas)
(BIS) aversivos) y frustracion la actividad conducta de evaluacion de es decir: Sistema
condicionada . riesgos septohipocampico
hipocampal theta (SHS)
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Ante una amenaza real (como un depredador) se han descrito cuatro tipos de
respuesta defensiva: huida, petrificacion, 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 “direccion defensiva” (Gray y McNaughton, 2000), determinaran
el tipo de respuesta. En funcién del tipo de interpretacion que se realice de la situacion, se

tomara una direccion defensiva u otra

(aproximacidn/evitacién) 'y se  activaran

Evitacion discriminaiiva

estructuras cerebrales diferentes. Asi, por

ejemplo, la amigdala estd implicada en las

respuestas de evitacién activa, mientras que el

hipocampo estd mas relacionado con la T , :
Evitacion activa [ pasiva

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

describen las diferentes respuestas que emiten
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los animales (tipicamente ratas, o ratones) ante

Figur

una situaciéon de conflicto, de forma que el

Escape dirigido / no dirigido

\

los componentes cognitivos de la ansiedad estdn mds relacionados con la evaluacién del

miedo se corresponde mds con la evitacién

activa regulada por la amigdala, mientras que

riesgo, que estd regulada por el eje septo-hipocampico (Gray y McNaughton, 2000).

Pagina 19



INTRODUCCION

[ DIRECCION DEFENSIVA

B EVALUACION
[ EVITACION ] et ESCAPE ] nl-::_m}-;m;r.r ]

N T o Sy

Evitncion

discrinvinativa

¢ i i ¢ b h

DViscriminativa Aclivi [irigidas Mo dirigz i Evitncidn pasiva

Cingulado Amigdaln Hipotilamo Substancin gris Cingulado SElema seplo-
amlerior medlind perincucductsl posterior hii prascanmm prican
o o o S —

EVITACION DEFENSIVA APROXIMACION DEFENSIVA

Figura 2. -Sistema n eural bidimensional de Gray y McN aughton: interacciones entre la direccion defensiva y el sistema
neural implicado (adaptado de Gray y McNaughton, 2000; McNaughton y Corr, 2004).
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En las situaciones que implican la eleccion de una respuesta con direccion incierta
(situacion de conflicto), como en el paradigma de adquisicion de la evitacion 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 situacion de
forma que realizara continuas rectificaciones (evaluaciones reiteradas de la amenaza), hasta
conseguir una sensacion de seguridad. Para que esta adaptacion se realice adecuadamente,
es necesaria la accion del Sistema septohipocampico (McNaugthon y Corr, 2004), como
”comparador”/mediador entre las respuestas de miedo (alejamiento) y de ansiedad
(aproximacion). Los farmacos ansioliticos, facilitan esta mediacion agilizando la eleccion
entre la evitacion activa y pasiva, de forma que sea mas clara la direccion defensiva que
debe escoger el sujeto, de manera que dichos farmacos aceleran la adquisicion de la
evitacion activa en dos sentidos (Boix y cols., 1988; Fernandez-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 evitacion 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 revision 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 neuroanatomicos y funcionales del hipocampo han demostrado que, comparadas
con las RLA (muy ansiosas), las ratas “muy evitadoras” y “poco ansiosas” RHA
presentan menor niumero de terminales de las fibras infra-piramidales (Driscoll y Battig,
1982; Lipp y cols., 1989) y menor densidad neuronal en el hipocampo (Garcia-Falgueras y
cols., 2012), asi como menor funcionalidad de la fosfolipasa C (ligada a receptores
colinérgicos hipocampico; Sallés y cols., 2001) y menor respuesta hipocampica 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
inyeccion sistémica o local —en el mismo hipocampo- de fAirmacos ansioliticos) y mejor
adquisicion de la evitacion activa en dos sentidos, por reduccion del conflicto inicial y la

tendencia a la “petrificacion” en esa fase (Gray y McNaughton, 2000).
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Los tipos de respuesta defensiva, que realizan los roedores ante un estimulo
estresante, estaran en funcion del tipo de amenaza que represente (Becerra-Garcia y cols.,
2007) y de las estructuras cerebrales implicadas. En experimentos de condicionamiento de
miedo se ha mostrado que lesiones en el talamo 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 informacion de los estimulos de entrada no necesariamente llega al cortex
para realizar el aprendizaje, puesto que en varios estudios comprobaron que animales con la
amigdala destruida no presentaron petrificacion (“freezing’) ante la asociacion de una sefial
luminosa y una descarga eléctrica contingente (Blanchard y Blanchard, 1972; Grandin y

Deesing, 1988).

Estudios posteriores concluyeron que, en funcion del objetivo de la respuesta,
existen dos vias neurales en la entrada de informacion: la via rapida y la via lenta. En la via
rapida, el tdlamo comunica directamente con el complejo amigdalino (via indiscriminada,
predispuesta a producir respuestas inmediatas); mientras que en la via lenta, el tadlamo se
comunica con la corteza sensorial, y ésta envia la informacion al complejo amigdalino (via
predispuesta a evitar una respuesta inadecuada, Kent y cols., 2000). Esto sugiere, que
determinados tipos de aprendizaje emocional podrian producirse sin la participacion de

mecanismos cerebrales superiores de procesamiento (LeDoux, 1996).

1.1.2.1 Modelos animales de temerosidad, ansiedad y miedo

Debido a las similitudes neurobioldgicas (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 “analogos” animales (p. e€j. Logan,
2005; Kent y cols., 2000; Fernandez-Teruel, 2008, Tobefia y Fernandez-Teruel 2009).
Resulta obvio, también, que 1. Pavlov fue pionero en el uso de animales para reproducir
procesos “mentales” extrapolables a los humanos (el aprendizaje por condicionamiento
clasico). Los modelos animales tienen como objetivo imitar los procesos

psicologicos/conductuales normales y psicopatolégicos humanos, para estudiar los
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mecanismos neurobiologicos subyacentes (p. ej. Nestgley y Hyman, 2010; Fernéndez-
Teruel, 2008; Overmier, 2007; Laborda, 2009; Gémez y cols., 2002; Tobefia y Fernandez-
Teruel, 2009).

Los modelos animales han desempefiado un papel importante en el estudio de la
ansiedad, de sus mecanismos neurobioldgicos y en la evaluacion del efecto de nuevos
ansioliticos (Gray y McNaughton, 2000). Estos modelos se podrian clasificar en cuatro
grandes grupos (Escorihuela y Fernandez-Teruel, 1998; Fernandez-Teruel, 2008; Gomez y
cols., 2002; Gray y McNaughton, 2000):

1. Los modelos de ansiedad incondicionada, que se basan en la exposicion a estimulos
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
interaccion social.

2. Los modelos de ansiedad condicionada, que se basan en la exposicion 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
evitacion activa (“Active avoidance’) en dos sentidos (prueba de “shuttle-box ™) y el reflejo
de sobresalto (“Fear potentiated startle”).

3. Los modelos basados en la frustracion (o en la resistencia a ella), como, por
ejemplo, el modelo del contraste instrumental sucesivo negativo (Flaherty, 1996), el
modelo de extincion consumatoria (Mustaca y cols., 2009). y el “efecto del reforzamiento
parcial sobre la extincion” (p. ej. Gray 1982; Gray y McNaughton, 2000).

4. Los modelos basados en la exposicion a depredadores, como es el caso del modelo
de respuestas defensivas ante depredadores/amenazas (“Defensive response battery”) y el
“Cat freezing test” (respuesta de petrificacion en ratas por exposicion 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 mas detalle ver

“M¢étodos”):

a. Pruebas de ansiedad incondicionada, como: el Laberinto Circular elevado
(“Elevated zero-maze test”’; Péhkla y cols., 2000; Shepherd y cols., 1994; Lopez-Aumatell
y cols., 2008), la actividad en situacion de novedad automatizada o “Caja nueva” (tipo
“open-field” cuadrado; test de temerosidad/emotividad y de habituacion a un entorno
nuevo, Aguilar y cols., 2002) y el Test de Campo Abierto u “Open-field test” (Fernandez-
Teruel y cols., 2002a).

b. Pruebas de ansiedad condicionada y de miedo condicionado, como: la
adquisicion de la respuesta de evitacion activa en dos sentidos durante la tarea de “Shuttle-
box” (ansiedad condicionada) y el miedo condicionado a un contexto ( Fernandez-Teruel

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

1.1.3 Larespuesta de estrés

La respuesta de estrés es la respuesta fisiologica de todo organismo frente a una
situacion 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 diferencid dos tipos de
cambios: (a) los cambios adaptativos que se producen a corto plazo en el organismo, al
responder ante un estimulo nocivo/aversivo o estresante (fase de alarma y resistencia del
Sindrome General de Adaptacion) y, (2) los cambios desadaptativos que se producen a
largo plazo, relacionados con la fase de agotamiento del Sindrome General de Adaptacion

(Selye, 1950; 1976).

Selye basd la respuesta de estrés en la activacion del sistema hipofisiario-
suprarrenal. Segin este autor, los estimulos estresantes actuarian sobre los circuitos
neurales estimulando la liberacion de corticotropina (ACTH) desde la hipofisis anterior, lo
que provocaria a su vez la liberaciéon de glucocorticoides por la corteza adrenal (Pinel,
2007). Ademas, otros estudios posteriores mostraron que los estimulos estresantes también
activan al sistema nervioso simpatico, que dirige la liberacion de catecolaminas desde el

sistema adrenal simpatico medular (Castanon, 1994b).
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La activacion neuroendocrina es una medida importante del estado emocional
(Castanon, 1994b; Walker y cols., 1989). La magnitud de la activacion del eje
hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HPA; Figura 3) refleja la capacidad del organismo para
enfrentarse a la situacion aversiva o para tener algun tipo de control sobre ella (Walker y
cols., 1992). De forma que, el estrés repetido durante la fase de agotamiento/relajamiento
del Sindrome General de Adaptacion (Selye, 1976) podria producir hipercortisolemia
crénica y, incluso, estudios con animales han demostrado que podria llegar a ser
neurotoxica en estructuras subcorticales como el hipocampo (p. ¢j. 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 limbico e hipocampo, como son:

(a) Feedback rapido 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 disminucién de la secrecion de la hormona
liberadora de corticotropin (CRH) y arginina-vasopresina (AVP), con duracién entre una a

varias horas.

Y, (c) Feedback lento que implica la disminucion de la secrecion de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) hipofisiaria, CRH y la AVP hipotalamica, con duracion entre

horas y dias (revision de Duval y cols., 2010).

El hipocampo se ha implicado en la respuesta de estrés y ansiedad (uno de los
correlatos psicoldgicos frecuentes del estrés), ya que posee gran cantidad de receptores para
los glucorcorticoides. Ademads seglin la teoria de McNaughthon (1997) y Gray (1982; Gray
y McNaughton, 2000), esta estructura estaria implicada en los aspectos cognitivos de la
ansiedad, mientras que los cambios autonémicos como el miedo potenciado estarian

controlados por la amigdala.

En situacion de estrés, la sintesis de CRH en el hipotdlamo provoca la liberacion de
ACTH en la adenohipdfisis, y ésta provoca la sintesis y liberacion de glucocorticoides en la
corteza adrenal o glandulas suprarrenales. Estos productos, a través de un mecanismos de

“feedback” negativo regularan la secrecion de CRF y ACTH vy, actuando en niveles
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superiores (ej. hipocampo) permitiran el restablecimiento del equilibrio homeostatico
cuando la situacion de emergencia (estresor) lo permita (p. ej. ver Armario, 2006;
Koolhaas y cols., 2011; McEwen, 2000; Pacak y Palkovits, 2001; Sapolsky y cols., 2000).
Existen como minimo cuatro regiones del sistema nervioso central donde actian los
glucocorticoides, que son: hipocampo, hipdfisis, la eminencia media e hipotdlamo. Los
glucocorticoides tienen una funcion inhibitoria a través de la interaccion con dos tipos de
receptores: los de tipo I (en hipocampo, con alta afinidad por la corticosterona) y los de tipo
IT (mas afinidad por cortisol y corticoides sintéticos como la dexametasona, con una

distribucion mas generalizada, que incluye al hipocampo, hipotdlamo e hipofisis).

En el caso de la rata, los dos tipos de receptores contribuyen al feedback negativo
del eje HPA, pero en situaciones de estrés actuarian mas los de tipo II (Marti y Armario,
1996). El cortisol es el glucocorticoide mayoritario y activo secretado por las adrenales en

casi todos los

mamiferos, excepto en
el caso de los
roedores, en el que
éste es sustituido por
la corticosterona
(Gonzélez, 1996). Por Estresor
ultimo en la respuesta
de estrés, a parte de la

intervenciéon de la = & Estimulacion
ACTH y la =P Inhibicion Cortisol

Cértico-suprarrenal

corticosterona (o el

cortisol, en humanos y Figura 3.-Circuito neuroendocrino del eje HPA durante las respuestas de

. ., estrés. CPF: cortex prefrontal. AMY: amigdala. HIPP: hipocampo. LC:
primates) también se ha jocus coeruleus. NA: noradrenalina. “Cortisol” (en humanos y primates) es
equivalente a “corticosterona” en roedores. Figura extraida de Duval y

demostrado que estd cols., 2010.

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

cols., 2001, Figura 3).
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En concreto, la prolactina (PRL) es una hormona que estd presente en la pituitaria
anterior, y de la que cada vez mas 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 exposicion a varios tipos de estresores (ejercicio, hipoglicemia,
hemorragia, immobilizacion y dolor por estrés), y han relacionado el incremento en la
secrecion de prolactina (previo estrés) con la mejoria de la funciéon inmune (Pacak y
Palkovits, 2001). También otros estudios, han relacionado el incremento de prolactina post-
estrés con el decremento de la frecuencia y duracion del comportamiento exploratorio en
situaciones de novedad (Steimer y cols., 1997b) y con los déficits de adquisicion de la

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

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

Las caracteristicas y el impacto de la respuesta de estrés dependen en parte de
factores genéticos, motivo por el que uno de los enfoques en investigacion mas
prometedores es la utilizacion de cepas de roedores seleccionados genéticamente con
comportamientos divergentes ante situaciones que implican estrés (Meyza y cols., 2009).
La seleccion genética de los animales se puede realizar a partir del cruce selectivo segun,
por ejemplo, sus respuestas comportamentales, neuroendocrinas o neurofarmacologicas
divergentes (ver p. €j. 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 caracteristicas “estables” son influenciables
(o a menudo se hallan en interaccion con) factores como la edad de los sujetos (ontogenia),
las variaciones inter-laboratorio y otros efectos ambientales, y factores epigenéticos en
general (p. ej. Fernandez-Teruel y cols., 1997 a; 2002; Meaney, 2010; Castanon y cols.,
1994b; Steimer y cols., 1997a).
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1.2.1 Caracterizacion 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 adquisicion de la evitacion 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
Bittig, 1982; Broadhurst y Bignami, 1965). Estas cepas, originalmente outbred o ‘“no
consaguineas”, evolucionaron hasta convertirse en las cepas “inbred” (consanguineas)
RHA-I y RLA-I a partir de 1993, y se han mantenido en el Laboratorio de Psicologia
Médica de la Universidad Autonoma de Barcelona desde 1997 (Driscoll y cols., 1998, 2009;
Escorihuela, 1999; Moro6n y cols., 2010).

La diferencia extrema en la capacidad de adquisicion de la evitacion activa en dos
sentidos en estas cepas de ratas, se relaciona principalmente con diferencias en los niveles
de emocionabilidad/ansiedad/miedo entre ambas cepas. Asi, las ratas RLA (tanto las no
consanguineas como las consanguineas) se han mostrado mas 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 Bittig, 1982; Driscoll y cols., 2009; Fernandez-
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 ansioliticos 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
GABA¢érgico (Bentareha y cols. 1998; Driscoll y cols., 2009; Giorgi y cols., 1994).
Curiosamente, hay evidencia de que otros aspectos del comportamiento, ademas de la
ansiedad/ temerosidad, han sido seleccionados de forma paralela a la evitacion activa en
dos sentidos, dado que las ratas RHA-I son mas “buscadoras de sensaciones” nuevas, mas
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 (consanguineas o no consanguineas) 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 continuacion en la Tabla 2 y Tabla 3 se muestra un sumario de los perfiles
conductuales, neuroendocrinos y neurobioldgicos de las cepas “Roman” (consanguineas y

no consanguineas).
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Tabla 2.-Caracteristicas conductuales de las ratas Roman (RHA y RLA).

Repertorio conductual RLA RHA

Nivel miedo en situacion aversiva (Driscoll y Béttig, 1982; Driscoll y Mayor probabildad Menor probabilidad
cols., 1998).

Reactividad emocional (Escorihuela, y cols., 1995; Meyza y cols., Hiperreactividad Hiporeactividad

2009; Driscoll, 1979, 1982; Gentsch, 1981; 1982).

Afrontamiento pasivo ("fireezing') (Aguilar y cols, 2004; Driscoll y
cols., 1980; Ferre y cols., 1995; Steimer y Driscoll, 2003; 2005; Torres Mayor probabildad Menor probabilidad
y cols., 2007; Meyza y cols., 2009; Driscoll y Bittig, 1982).

Afrontamiento activo (huida, evitacion condicionada) (Steimer y

cols., 1997; Steimer y Driscoll, 2003; 2005 (en RHA y RLA/Verh); Menor probabilida Mayor probabildad
Meyza y cols., 2009).

Eficacia ansioliticos (Fernandez-Teruel y cols., 1991; Steimer y

Driscoll, 2003; Torres y cols., 2007). Mayor Menor
Busqueda de novedad y susceptibilidad a sustancias de abuso
(Corda y cols., 2005; Driscoll y cols., 1998; Escorihuela y cols., 1999;

Menor Mayor

Giorgi y cols., 2005; 2007; Guitart-Masip y cols., 2006; 2008; Steimer
y cols., 1997a).

Induccion de depresion conductual (exposicion prolongada de
estrés - respuesta de ACTH incrementada con estrés agudo) Presente Ausente
(Castanon y Morméde, 1994).

Tiempo y nimero de episodios de "grooming' en situacion de
novedad (Escorihuela y cols., 1999; Steimer y Driscoll 2003; 2005).
Numero y duracion de episodios de exploracion en " Homecage
activity observation" (Meyza y cols., 2009).

"Fear-potentiated acoustic startle and basal startle” (Yilmazer-Hanke = Mayor reactividad basal y respues  Menor reactividad basal y ausencia de

Mayor Menor

No diferencias significativas

y cols., 2002). significativa de miedo respuesta de miedo potenciada

Flexibilidad asociativa (Gomez y cols., 2008; Flaherty, 1996) Adquision y extincion mas lenta Adquision y extincion mas rapida

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

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

Reactividad (RHA-I y RLA-I/Verh) Mayor Menor éé’ g5 B

Coping activo (RHA-I y RLA-I/Verh) Menor Mayor % : § g E

Tiempo de miedo condicionado "fireezing' y nimero de defecacions Mavor Menor < 8 3. % E

(Fernandez-Teruel y cols., 1992; Escorihuela y cols., 1995) 4 7 8 g §

Comportamiento depresivo (Castanon y Mormede, 1994) Mayor probabildad Menor probabilidad -
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Tabla 3.-Caracteristicas neurobiologicas y hormonales de las ratas Roman (RHA y RLA).

Diferencias bioldgicas RLA RHA
Tono GABAérgico cerebral (Bentareha y cols., 1998; Giorgi y cols., 1994. Menor Mayor
g
Peso pineal Menor (RLA/Verh) Mayor (RHA/Verh) 8 3
gy
Tamafio de la glindula pituitaria Mayor (RLA/Verh) Menor (RLA/Verh) e
<

Estimulacién con CRF (Walker y cols., 1989).

Mayor sensibilidad

Menor sensibilidad

Actividad estructuras: Cortex medial prefrontal, Niicleos basolateral, central y cortical

(Amigdala), hipocampo (CA1, CA2 y CA3) e Hipotalamo (Niicleo paraventricular, Mayor Menor
Meyza y cols., 2009).
Actividad monoaminérgica en Nuicleo Accumbens, Striado en estado basal (Moreno y Menor actividad Mayor actividad
cols., 2010).
Los . . e, Tono/funcién
Neurotransmision de Dopamina y Serotonina (Moreno y cols., 2010). Tono/funcion disminuido
aumentado

Reactividad neuroendocrina ante estrés (Driscoll, 1982; Gentsch, 1981, 1982; Walker,

Mayor Menor

1989; Carrasco y cols., 2008; Castanon y cols., 1994; 2003. Reactividad del eje hipotdlamo-

pituitario-adrenal (HPA, Castanon, 1992; Walker, 1992.

Liberacion de prolactina y renina ante estrés y, concentracién plasmatica de prolacian
ante exposicion al test de Campo Abierto (Carrasco y cols., 2008; Castanon y cols., 1994a;
Steimer y Driscoll, 2003; 2005).

Aumento substancial

concrentracion

Aumento ausente

Aumento frecuencia cardiaca (D'Angio y cols., 1988).

Mayor duracion y amplitud

del aumento

Menor duracion 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 numero de evitaciones durante una
sesion de la tarea de evitacion 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 discriminacion visual
y tigmotaxis, pruebas de condicionamiento clasico 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 supresion conductual las ratas
SLA/Bru obtuvieron mayor adquisicion (mas supresion de la conducta), mientras que en
pruebas en las que se requeria un estilo de afrontamiento activo, las ratas SHA/Bru
obtuvieron mayores puntuaciones, pues el elevado nivel de miedo (excesivo
comportamiento de petrificacion o “freezing”) interfiri6 en la realizacion 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 mas ansiosas las HAB). Estas cepas presentan, ademas otras
diferencias contingentes a la seleccién conductual, tales como: 1) las ratas HAB mostraron
mayor immunoreactividad en el nucleo medial de la amigdala (Fos) y estilo de
afrontamiento pasivo, en comparacion con las ratas LAB que mostraron un estilo de
afrontamiento mas activo y mayor actividad exploratoria. ii) A nivel hormonal también se
obtservan diferencias, puesto que las ratas HAB muestran niveles mas altos de prolactina y
de corticosterona tras un estrés (p. ej. ver revision Driscoll y cols., 2009; Landgraf y

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

Hemos expuesto tres tipos, o ejemplos, de seleccion psicogenética diferencial de
ratas en funcion de diferentes respuestas conductuales. Existen muchos mads, tanto en ratas
como en ratones de laboratorio (y otras especies). Con esto solo pretendemos ilustrar que
estos procedimientos generan “instrumentos” -los pares de cepas de roedores seleccionadas

bidireccionalmente- que son utiles para la investigacion neurobioldgica y neurogenética de
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rasgos y respuestas diversas relacionadas con el estrés, la ansiedad o el miedo (u otras
caracteristicas o procesos complejos). Del trabajo con estas cepas de ratas —o ratones-
“bidireccionales” han surgido propuestas de “loci” cromosémicos (QTL) o de genes
candidatos a regular la ansiedad, el miedo o la predisposicion al estrés y la depresion (p. ej.
Fernandez-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 minimo, los
primeros pasos para la elaboracion de hipdtesis genéticas o de estudios (neuro) genéticos de
mayor envergadura y refinamiento metodologico (p. €j. 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: caracterizacion

de las ratas N/Nih-HS

El stock de ratas genéticamente heterogéneas N/Nih-HS (“National Institutes of
Health Heterogeneous Rat Stock’), se estableci6 en la década de los ochenta del siglo XX
para servir de base a estudios de seleccion (Lopez-Aumatell, 2008), y proviene del cruce de
ocho cepas Inbred: ACI/N (cepa hibrida 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 establecio en nuestro laboratorio desde 2004 y, en
colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. J. Flint (Oxford), nuestro grupo de

investigacion 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 recombinacién genética, tras mas 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 resolucion mucho mas elevados que los
clasicos estudios basados en generaciones hibridas F2 que parten de dos cepas
consanguineas divergentes en algun rasgo concreto (como los ejemplos aportados en la
seccion anterior). Asi, las ratas heterogéneas N/Nih-HS han devenido un instrumento unico
para el mapeo fino y de alta resolucion de QTLs, permitiendo la localizacion de intervalos o
secciones cromosomicas (QTL) de incluso <IMb vy, por tanto, permitiendo la potencial
identificacion de genes cuantitativos para rasgos complejos (o “Quantitative Trait Genes™).
Asi lo confirman los indicios que proporcionan estudios genéticos -aun en desarrollo-
sobre pardmetros Oseos (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 revision de Gray y McNaughton, 2000) caracterizado por
respuestas de afrontamiento predominantemente pasivas, con rendimiento pobre en
situaciones de conflicto como la evitacion activa en la “shuttle-box”, elevados niveles de
miedo condicionado (y de “petrificacion”), estilo conductual ansioso-depresivo y elevadas
respuestas hormonales al estrés (Diaz-Moran y cols., 2012 —Anexo I de esta Tesis-; Lopez-

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 investigacion de laboratorio, son fenotipica y
genotipicamente adecuadas para estudios genéticos-cuantitativos y estudios de mapeo fino
de QTLs (“Locus para Rasgos Cuantitativos” 6 “Quantitative Trait Loci”) para rasgos de
ansiedad, miedo y otros (Alam y cols., 2011; Johannesson y cols., 2009; Lopez-Aumatell y
cols., 2009b; Solberg y cols., 2010a-b).

1.3 Aplicabilidad de los analisis genéticos en el estudio de la ansiedad
1.3.1 Diferentes técnicas de analisis 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 mas importantes fue la identificacion y localizacion de
genes con expresion y funciones reguladoras de los mecanismos moleculares del
comportamiento, de la emocion y de los procesos cognitivos en diferentes especies (Mei y
cols., 2005; Wang y cols., 2003).

A partir de los avances del analisis multivariante, el mapeo genético también podria
probar hipdtesis sobre los procesos psicologicos que dan lugar a los cambios en el
comportamiento (Flint, 2003). En este sentido la complejidad que supone la investigacion
de la susceptibilidad genética humana a los trastornos mentales, ha sugerido que los rasgos

psicolégicos podrian 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 Optimas de deteccion/identificacion requeririan el andlisis de QTL a alta
resolucion (Fernandez-Teruel y cols., 2002b; Flint y Mott, 2001; Flint y cols., 1995).
Ademas, varios estudios apuntan, que los genes asociados al estrés podrian actuar en
diferentes niveles de los mecanismos de respuesta (p.e. sobre la conducta de respuesta, en
la percepcion de los estimulos o en la experiencia subjetiva de la situacion, Ramos y
Mormede, 1998). Experimentos realizados con ratones (F,) seleccionados por presentar
actividad extrema (alta/baja) en el test de Campo Abierto y en el laberinto en cruz elevado,
confirmaron la implicaciéon 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 psiquiatrica 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 autondémicas; 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 adquisicion de la tarea de
evitacion activa en dos sentidos —ansiedad condicionada- (Fernandez-Teruel y cols., 2002b)
y, en concreto, se han identificado siete genes (mapeo fino del QTL en la posiciéon 100 Mb
del cromosoma 5) que podrian estar relacionados con el miedo y ansiedad condicionados en
ratas, como son: el gen Tyrpl (“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, Lopez-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 adquisicion de la tarea de evitacion activa en dos sentidos (Fernandez-

Teruel y cols., 2002b), no fueron correspondidas con los resultados de otros estudios en los
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que se aplicaba el analisis de microarray (Zhang y cols., 2005). Estos autores concluyen
que las pequenias diferencias observadas en los genes Velil (“lin-7 homolog a (C.
elegans)”) y SLC6A4 (“solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin,
member 47), Ptpro (“protein tyrosine phosphatase, receptor type, O”), Yktép e Id3a
(“inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix protein”) contribuirian de
manera relevante en las diferencias del comportamiento ansioso. Sin embargo, estos genes
no estan contenidos en las QTLs halladas por Ferndndez-Teruel y cols. (2002b), lo que
podria deberse, por ejemplo, a las diferentes tecnologias utilizadas o a los diferentes
“backgrounds” genéticos de las ratas estudiadas en cada caso.

A pesar de la relativa juventud de estas metodologias, y de los resultados diferentes
que a menudo se obtienen usando distintos procedimientos (o tipos de animales), los
estudios genéticos basados en la tecnologia del mapeo fino (de alta resolucion) de QTLs en
rata y raton claramente indican la implicacion de multitud de genes con funciones o
influencia sobre los procesos psicoldgicos normales y los trastornos mentales (Flint y
Shifman, 2008). Es de destacar, ademas, que el mapeo fino de QTL en ratones ya ha
permitido la identificacion de algin 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 introversion (ver Yalcin y cols., 2004, y
Smoller y cols., 2008, para la validacion en humanos; Fullerton y cols., 2008; Willis-Owen

y Flint, 2007).

1.3.2 Expresion genética diferencial a apartir del analisis de microarray: genes

candidatos implicados en los trastornos de ansiedad

Otro tipo de abordaje genético es la aplicacion del analisis de microarray, que a
finales siglo XX inicié el camino en la investigacion de los procesos moleculares
subyacentes al procesamiento y almacenamiento de la informacién en el cerebro (p. ej.
Dopazo, 2006; Irwin, 2001). Actualmente se emplean diferentes tipos de andlisis de
microarray en funcion del objetivo del estudio genético, como los analisis de microarray de

ADN, los de hibridacion gendémica comparada y los analisis de microarray de expresion (p.
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ej. Esteban y cols., 2008; Martinez-Conejero y Horcajadas, 2008; Rosa de la Cruz y cols.,
2009; Spisak y cols., 2007).

Los analisis de microarray de expresion, se basan en la extraccion del ARNm de los
tejidos que se van a analizar y se convierte en ADN complementario (ADNCc) por la accion
de la enzima transcriptasa inversa. Estas moléculas quedaran marcadas con fluorescencia
(tintes de cianina Cy3 y Cy5) y seran las que se hibriden con el microarray. A partir de este
procedimiento, se obtiene un nivel de expresion 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 expresion de un gen determinado, de forma que una funcion celular
alterada sera la consecuencia de una alteracion en el perfil de expresion génica celular (p.
¢j. Rentaria, 2007). Este tipo de analisis de microarray se aplica en gendomica funcional, y
en concreto, se emplea en la identificacion de mecanismos fisiopatologicos o de los genes
implicados en el origen de diferentes enfermedades, en la comparacion de la expresion
génica de tejidos concretos procedentes de diferentes individuos y en la obtencion de

multitud de valores de expresion genética para diferentes condiciones bioldgicas,

El “microarray de expresion génica” es la técnica de analisis que hemos empleado
en nuestros experimentos, dado que es la mas aplicada en gendémica funcional (Blohm y
Guiseppi-Elie, 2001; Wang y cols., 2003). Los primeros trabajos se centraron en la
diferenciacion de la expresion genética (analisis de “clusters”) de conjuntos de genes que
podrian subyacer a cambios en alguna funcién macroscopica, y posteriormente la
investigacion se centrd en el estudio de la expresion genética diferencial bajo diferentes
condiciones experimentales (ej. Dopazo, 2006).

Este tipo de microarray permite la identificacion de mecanismos fisiopatologicos a
partir de la comparacion de los patrones de expresion 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; Martinez-Conejero y
Horcajadas, 2008). Por este motivo ha mostrado ser un instrumento eficiente para el
andlisis, por ejemplo, de los mecanismos moleculares subyacentes (o consecuentes) a los
estados de ansiedad/miedo y estados o rasgos relacionados (p. €j. 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
fenotipicas dependientes de un solo gen, en que presentan manifestaciones fenotipicas con
gradaciones distribuidas de manera continua (ver revision de p. ej. Tobena y Fernandez-
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 descubrid, por
ejemplo, la implicaciéon de la proteina microtubular asociada -MAP-, la de genes
relacionados con neurotransmisores (GABA, serotonina, norepinefrina y dopamina), asi
como vinculados a receptores de serotonina -5HT;-, receptores de colecistoquinina y
sistemas neuropéptidos (Wang y cols., 2003). En un modelo de ansiedad en que se inducen
respuestas de petrificacion en ratas por exposicion 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-expresion del gen asociado a la actividad reguladora de
citoesqueleto (ARC) y del factor trofico NGFI-A, asi como sub-expresion del gen SHT3R,
en comparacion con las ratas mas ansiosas (las de la cepa PVG; Wang y cols., 2003). Por
otra parte, en un modelo animal de Trastorno por Estrés Postraumatico (TEPT) se
identificaron 31 genes expresados diferencialmente y en paralelo a los cambios observados
en las ratas con sintomas de TEPT, observandose sobre-expresion del gen receptor S-HTc

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

Estudios neuroanatomicos y de comportamiento han demostrado que el complejo
amigdalino y estructuras como el hipocampo, son componentes esenciales en las vias
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; asi 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 aplico el andlisis de microarray,
hallaron diferencias de expresion genética en hipocampo y amigdala (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 regulacion de receptores ionotrdpicos, como
el receptor GABA A (GABARAP), cuyo papel en la ansiedad es notorio. La regulacion a la

baja de este receptor en la amigdala, posterior a la induccién de miedo condicionado,
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sugirid, segun los autores, que el efecto inhibitorio del GABA decreceria para permitir un
incremento en la excitabilidad sinaptica (Mei y cols., 2005).

También se han encontrado asociados al miedo aprendido en ratas, por ejemplo, el
complejo actina-actinina,-CaMKII-, que interactua con el receptor antagonista AMPA —
CNQX-, la proteina fosfatasa A2 —PP2A-, que los puede desfosforilar, y el gen relacionado
con el “cromosoma X fragil” —FXRI- (Paradee y cols.,, 1999). Ratones mutantes
“knockout” para este gen, muestran un déficit significativo en la formacioén de la memoria
relacionada con el miedo condicionado.

Estudios sobre el condicionamiento clasico 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
expresion diferencial en amigdala (123/sobre-expresados y 99/sub-expresados). De ellos,
el 22% presentd funciones relacionadas con la adhesion celular y la estructura proteinica

(por ejemplo: a-actina, B-tubulina y proteinas microtubulares asociadas -MAP4-).

Otros genes, como el “astrocyte-specific connexin-30” —Cx30-, relacionado con
funciones gliales, pueden cambiar su expresion en respuesta al miedo condicionado (Rash
y cols., 2001). De modo parecido ocurre con genes implicados en la formacién 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 ultimo, el gen activador del transcrito Egr-1
en rata mostro incrementos en sus niveles de expresion tras el condicionamiento de miedo,
y la administracion de diazepam provoco el bloqueo de este incremento y la reduccion de la

ansiedad (Letwin y cols., 2000).

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 administracion exdgena, por estrés cronico o como
consecuencia de la depresion, provocaron dafio neural y alteraciones en la expresion génica
del hipocampo (Brown y cols., 2004; Kajiyama y cols., 2010; Gonzalez-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 expresion genética de CRFR1 (receptor
del CRF) a través de la via MEK-ERK1/2 (proteina quinasa que activa el factor de

transcripcion nuclear -ERK-) en el cortex prefrontal (Meng y cols., 2011).

En un estudio de estrés cronico (“inmovilizacion” durante 2-8 horas al dia, 14 dias),
Kim y Han (2006) identificaron, en amigdala de ratones C57BL/6j, sub-expresion del gen
relacionado con la hormona estimulante de la glandula tiroides (TSH) y con otros genes
involucrados en factores de crecimiento, mientras que el gen de la hormona liberadora de la
tirotropina (TRH) se mostr6 sobre-expresado.

Por ultimo, también se han identificado genes relevantes en el campo de
investigacion de la ansiedad en tareas aversivas (instrumentales) que implican un alto grado
de conflicto condicionado y, por tanto, de ansiedad. Asi por ejemplo en la comparacion de
la expresion génica hipocadmpica entre las cepas de ratas “Syracusa” de alta vs baja (SHA y
SLA, respectivamente) tasa de evitacion activa en dos sentidos (tarea cuya velocidad de
adquisicion se relaciona inversamente con los niveles de ansiedad), se identificaron ocho
genes con expresion diferencial (entre las ratas SHA y SLA) como los mas sugerentes
candidatos (SLC6A4, Velil, SLC3al, Ptpro, Id3a, Ykt6p, Aldhla4 and CD74) a poseer
implicacion 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 depresion en
humanos y en animales, asi como el hecho de que los genes Synapogyrinl y Rablb,
también expresados diferencialmente en el estudio de Zhang y cols (2005), presentaron
cambios de expresion en hipocampo de ratas sometidas a un aprendizaje de evitacion
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 interpretacion 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 podrian deberse a estas
diferencias metodoldgicas, entre otras. Por ejemplo, el estudio de Sabariego y cols. (2011)
hallé diferencias en la expresion (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 expresion diferencial de dicho gen se observo también en la amigdala 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 varia, sea por seleccion previa o por manipulacién experimental,
el gen CamklIIb no apareci6 diferencialmente expresado en amigdala, hipocampo o corteza
cerebral integra (p. ej. D’Agata y Cavallaro, 2003; Wang y cols., 2003; Zhang y cols.,
2005).

Ademas, otra dificultad en la interpretacion de los resultados de microarray viene
dada por el hecho de que algunos genes, como es el caso de Velil (Zhang y cols., 2005),
tienen dos isoformas homologas en el hipocampo, cada una con distribuciones diferentes

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

Puesto que la amigdala y el hipocampo son dos estructuras clave a nivel estructural
y funcional en la circuiteria de la ansiedad (p. e¢j. Gray y McNaughton, 2000; LeDoux,
1996; McNaughthon, 1997), y los resultados obtenidos en cepas las RHA-I y RLA-I
mostraron diferencias en expresion genética central relacionada con ansiedad/frustracion
(Sabariego y cols., 2011), la presente tesis pretendid ser la continuacion logica 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 lineas/cepas empleadas hasta ahora, las ratas N/Nih-HS constituyen
un instrumento Unico para la obtencién de marcadores genéticos relacionados con fenotipos
complejos (Johannesson y cols., 2009). Esto se debe a que su heterogeneidad génica les
confiere un nivel de recombinacion genética excepcional en comparacidn con las
lineas/stocks de ratas “inbred”, lo que aumenta de forma considerable la potencia y la
generalizacion de los resultados que podamos obtener (Alam y cols., 2011; Flint, 2003;

Johannesson y cols., 2009).
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OBJETIVOS/HIPOTESIS

Objetivos generales de la tesis:

a)

b)

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).

Realizacion de la primera caracterizacion 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 sintomas depresivos.

Realizar estudios de expresion génica diferencial, en ratas N/Nih-HS extremas
(bajas o altas) en cuanto a sus niveles de ansiedad, en areas cerebrales especificas
relacionadas con la circuiteria de la ansiedad/miedo y el estrés, como la amigdala y
el hipocampo, con objeto de establecer algin 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 especificos:

a)

b)

Continuar con la caracterizacion de las ratas N/Nih-HS, evaluando su nivel de
ansiedad, miedo aprendido y estilo de afrontamiento en comparacion con las cepas

de ratas RHA-I y RLA-I.

Estudiar la respuesta del eje HPA y los niveles de prolactina de las ratas N/Nih-HS
ante una situacion de estrés y compararlas con las respuestas hormonales de las

cepas RHA-I y RLA-L

Hipotesis:

a)

b)

Los resultados de estudios previos, indicativos de un estilo de afrontamiento pasivo
en los animales N/Nih-HS, permiten esperar que estas ratas mostrardn un perfil
conductual mas cercano a las ratas RLA-I (muy ansiosas, pasivas) que a las ratas

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

También en funcion 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-L

Si las respuestas hormonales (basales y en respuesta a una situacion de novedad)
estan 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

adquisicion de la evitacion activa en dos sentidos en la “Shuttle-box™.
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ESTUDIO 2 (Julio-Diciembre/2011)

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

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

caracterizacion de la conducta exploratoria horizontal y vertical ante la novedad, asi como

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

Hipotesis:

a)

b)

En funcién 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-IL.

Si como indica parte de la literatura previa, las respuestas de acicalamiento (“self-
grooming”) en situacion de novedad tienen relacion 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.

Si la conducta exploratoria y las respuestas de acicalamiento ( “self-grooming”) en
el test de Campo Abierto estan 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 especificos:

Estudio de la expresion génica diferencial, en amigdala e hipocampo de ratas N/Nih-HS, en

funcion de sus niveles altos o bajos de ansiedad.

Hipotesis:

Puesto que amigdala e hipocampo son estructuras implicadas en la regulacion de la
ansiedad y el miedo, es esperable hallar diferencias significativas en la expresion génica

entre ratas N/Nih-HS con respuestas de ansiedad/miedo extremas.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Metodologia 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 estdndar de macrolon (50 x 25 x 14 cm.). El cambio y limpieza de las jaulas
se realizd una vez por semana. La temperatura se mantuvo constante a 22 £ 2° 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 continuacion fue aprobado por el
comité ético de la Universidad Autonoma de Barcelona, Communities Council Directive
(86/609/EEC), de acuerdo con la legislacion espafiola sobre “Proteccion de los animales

para experimentacion y otras aplicaciones cientificas”.

A continuacién se describen los procedimientos de los diferentes experimentos por

separado y mas pormenorizadamente.

3.2 Estudio 1 (Octubre-Diciembre/2010)

Caracteristicas de la muestra

Se utilizaron un total de 128 ratas machos, de tres cepas diferentes mantenidas en
nuestro laboratorio: dos cepas consanguineas 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 andlisis de expresion 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 ningun tipo de test. Al inicio del
experimento los animales tenian aproximadamente entre 100-120 dias de vida y entre 320-

375 g. de peso.
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En un estudio independiente (Anexos - Articulo 1) se evalud el “estilo de
afrontamiento” de las tres cepas de ratas en el Test de Natacion Forzada, utilizado como
modelo animal para la seleccion de antidepresivos y en el que, presumiblemente, las
conductas relativas de inmovilidad o “lucha/escape” son indicadoras de aspectos que

podrian estar relacionados con alguna sintomatologia depresiva.

Disefno experimental

Se utilizaron los tres grupos experimentales mencionados y, de forma
contrabalanceada por dia y hora, se administraron a todos los grupos las pruebas
conductuales y hormonales (ver a continuacion). Se incluyeron medidas repetidas (pre/post)

de las extracciones de muestras hormonales.

Procedimiento

En primer lugar se realizd la caracterizacion conductual a todas las ratas
experimentales (n = 128), con el siguiente orden de aplicacion: el Laberinto Circular
Elevado, el test de la “Caja nueva” y la tarea de la adquisicion de la respuesta de evitacion
activa en dos sentidos. Durante el fenotipado conductual, se obtuvieron muestras de la
respuesta hormonal antes y después de la realizacion del test de la “Caja nueva” (para mas
detalle ver “Andlisis hormonal”). Una vez finaliz6 la fase de registro conductual, se
sacrificaron y diseccionaron todas las ratas de la muestra, para realizar los analisis 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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1°.- Fenotipado conductual

El experimento se realizo en la fase de luz del ciclo, de 9:30 a 18:00 (en el caso del
test de la “Caja nueva”, se realiz6 entre las 9:30 y 13:00 a.m., para evitar interferencias en
la extraccion 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

representacion esquematica del procedimiento conductual y hormonal llevado a cabo.

Tabla 4.- Planning temporal experimento: fase de fenotipado conductual y extraccion
de las muestras de sangre.

Dias: 1°-6° Dias: 7°-9° Dias: 13°-23° Dias: 34° - 51°

Extraccion de las
muestras de sangre  Test de la “Caja nueva”
(estado basal)

Tarea de
“Shuttle-box”

Laberinto Circular
Elevado

Extraccion de las muestras
de sangre (post-stress)

Bateria v orden de pruebas conductuales

- Tests conductuales:

a) Laberinto Circular Elevado (Elevated “zero-maze”; Péhkla Kask, y Rigo, 2000;
Shepherd y cols., 1994; Lopez-Aumatell y cols., 2008, Figura 6). Estd compuesto por una
plataforma circular de 10 cm. de ancho y 105 cm. de didmetro, con dos sectores abiertos y
dos cerrados (con paredes de 40 cm. de altura). La prueba esta situada en una habitacion

negra, iluminada con luz roja (50 1x).
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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 ¢l), momento a partir del cual se enciende el

cronometro que medird la duracion total de la
sesion, y quedara grabado a partir de una camara
que esta situada en el techo de la sala. Los
investigadores deben colocarse en el exterior de la
habitacion, y realizar el registro de las siguientes

conductas durante cinco minutos (Tabla 5).

Figura 6.-Laberinto Circular Elevado.

Tabla S.-Repertorio conductual registrado en el '"Laberinto Circular Elevado"

1.

2.
3.
4

Latencia de la primera entrada en los espacios abiertos.

Numero de veces que entran en los espacios abiertos.

Tiempo total en los espacios abiertos.

Numero de “stretched attend postures” (postura de aproximacion al sector abierto:
asomar la mayoria del cuerpo hasta las patas traseras, en el espacio abierto).
Numero de cruces.

Numero de "head dips" (asomar la cabeza hasta las orejas por el borde del laberinto,
hacia el suelo).

Numero de defecaciones.

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

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

nuevo, Aguilar y cols., 2002, Figura 7). Esta compuesto de una jaula de plexiglas

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

automaticamente. La prueba esta situada en una habitacion blanca iluminada.

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

espontanea horizontal y vertical, durante 20 minutos. El registro y desarrollo de la prueba
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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 analisis posterior en bloques de cinco minutos

(Panlab).

Figura 7.-Test de la “Caja nueva”.

¢) Miedo condicionado y adquisicion de la respuesta de evitacion activa en dos
sentidos durante la tarea de “Shuttle-box” (Letica; Fernandez-Teruel y cols., 1991, Figura
8-9). Esta 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 esta aislada del exterior a partir
de un extractor interno, y contiene una rejilla metélica en el suelo, a partir de la cual los
animales reciben la descarga eléctrica. Esta situada en una habitacion blanca iluminada y el

procedimiento se lleva a cabo, a partir del disefio de la sesion en el ordenador.

Procedimiento: el animal primero pasard por periodo de habituacion (sin
estimulacion) de cuatro minutos, a partir del cual se iniciard el proceso de
condicionamiento. Primero aparecerd un tono de 63 dB junto con una luz de 7 W durante
10 segundos (estimulos condicionados, EC), seguido de una descarga eléctrica de 0.7 mA
durante 20 segundos (estimulo incondicionado, EI). El periodo entre ensayos sera de 60
segundos, en los que no recibira ningin estimulo. El animal puede evitar recibir la descarga

eléctrica, si cambia de compartimento tanto durante del EC como del EI, aunque es
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necesario para conseguir que

asocie el EC al EI, que el

animal como minimo 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 realizaria un

maximo de 49 evitaciones (ver

Tabla 6, para definicién

Figura 8.-Prueba de Shuttle-box.

operativa de conductas).

A continuacion en la Figura 9, se representa cada ensayo de la sesion.

Estimules condicionados (EC) Estimulo incondicionado (EL)
= Tono (63 dB)

~LuziT Wi Descagn ebéetrica (0.7 mA)

__

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

Las sesiones se compusieron de 50 ensayos cada una, con una duracion total
oscilante entre 60 y 75 minutos, variable en funcién de la respuesta de cada animal (nimero
de evitaciones/escapes). A continuacion se muestra el repertorio conductual que se registrd

(Tabla 6).
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Tabla 6.-Repertorio de conductas registrado en la tarea de "Shuttle-box"

1. Numero de evitaciones (evitacion: cruce al otro compartimento durante la

presentacion del EC, antes del inicio del EI).

2. Numero de escapas (escape: cruce al otro compartimento una vez se ha iniciado

la presentacion del EI).

3. Numero de cruces de compartimento entre ensayos (durante el periodo inter-

trial).

4. Numero de cruces de compartimento durante el periodo de habituacion.
Tiempo de petrificacion o "freezing" en inter-trials (del 2° al 6°) (conducta de
petrificacion: ausencia de cualquier movimiento corporal salvo el movimiento
vegetativo de la presion cardiaca y la respiracion).

6. Numero de defecaciones.

Latencia en el cambio de compartimento.

8. Numero de "Freezing - none real" (nimero de ensayos con ausencia de cruces
de compartimento durante el EI, es decir nimero total de fallos de escapada).

9]

~

La bateria conductual descrita se seleccioné para el registro conductual de este

experimento por los siguientes motivos

- Laberinto Circular Elevado: se aplicd 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” (Lopez-Aumatell y cols., 2009 a, b).

- Test de la “Caja nueva’: se administro 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 duracion, (b) comparar con resultados previos de nuestro
laboratorio (Lopez-Aumatell y cols., 2008), y (c) registrar de forma automatica la actividad

horizontal y vertical que realiza la rata en ese tiempo.

- Prueba de Shuttle-box: esta prueba se selecciond 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 interpretacion de los resultados de las ratas
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N/Nih-HS (Fernandez-Teruel y cols., 1991). Y (3) en este experimento, las ratas N/Nih-HS

se seleccionaron en funcion del numero de evitaciones que realizaron durante esta prueba.

2° Analisis hormonal

Se extrajeron en los tres grupos de ratas experimentales, muestras hormonales
(basales y posteriores a una situacion de novedad) de corticosterona, prolactina y ACTH.
La obtenciéon de muestras de sangre se obtuvo a partir de un corte en la cola de
aproximadamente 2 mm. (200 pl), y posteriormente se guardaron las muestras en tubos de
2.0 ml. (Eppendorf, Hamburg, Germany). Una vez obtenido el sérum (diferenciado del

plasma por centrifugacion), se guardaron en el congelador de -80 °C.

La extraccion de sangre se realizo de 9:30 a 13:00 de la mafiana, y una semana mas
tarde todos los animales se expusieron durante 20 minutos a una situacion de novedad por
medio del test de la “Caja nueva” (Tabla 4) e inmediatamente posterior se les realiz6 la
extraccion de sangre post-estrés (tiempo maximo entre el fin de la prueba y la extraccion de

sangre de dos minutos por rata, Tabla 4).

Se empled la técnica ELISA (“enzyme linked inmuno sorbent assay”), como
procedimiento de ensayo inmunoenzimatico. El lector utilizado para los analisis por ELISA
fue EMS Reader MF V.2.9-0 y los reactivos utilizados para cada hormona fueron los

siguientes:

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

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

o Parametro de la corticosterona (ntotal = 230; basal, n = 123 y post-stress, n =
107), se utilizd el reactivo “Corticosterone EIA” (“Immunodiagnostic Systems Ltd”,

IDS Ltd; Boldon, Reino Unido).
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o Pardmetro del ACTH (ntotal = 33; basal, n = 16 y post-stress, n = 17), se
aplico el kit ACTH por Immulite® (Siemens). El aparato utilizado para obtener los
resultados fue el Immulite® 1000 (Siemens).

3° Analisis estadistico de los resultados conductuales y hormonales

A partir del programa estadistico SPSS 17.0, se realiz6 un analisis descriptivo de los
resultados de las tres cepas en cada prueba conductual y de los resultados hormonales.
También se aplico 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 interaccion posible entre ellos.

Se analizaron los datos conductuales, a partir de la aplicacion 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 comparacién de medias entre grupos

independientes.

Posteriormente, se calculd la matriz de correlaciones (Pearson’ correlation
coeffient) con rotacion 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 realizd6 un andlisis factorial
exploratorio a partir de un total de 14 variables, para los datos de la cepa N/Nih-HS. A
partir del test de sedimentacion de Cattle (Cattell’s Scree Test), se realizdé un segundo

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

Caracteristicas de la muestra

Se emplearon un total de 114 ratas machos, de tres cepas diferentes mantenidas en
nuestro laboratorio: dos cepas consanguineas 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 tenian aproximadamente entre 3.5 meses de edad y

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

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

experimentales mencionados.
Procedimiento de evaluacion conductual

1°Test de Campo Abierto o “Open-field test” (Gray y Lalljee, 1974; Broadhurst, 1957;
1958a; 1958b; 1975, Figura 10). Esta

compuesto por una plataforma circular de 82,5
cm. de diametro, con paredes alrededor de todo
el diametro de 34 cm. de altura. La prueba esta .
situada en una habitacion negra, iluminada con
luz blanca (65 1x). La plataforma horizontal
estd dividida en linias 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 Figura 10_Test de campo abierto.
orientado de forma paralela a las paredes del

test, momento a partir del cual se enciende el cronémetro que medira la duracion total de la
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sesion (5 minutos), y quedara grabado a partir de una camara que esta situada en el techo de
la sala. El registro de las conductas se realizd a partir de las grabaciones realizadas
previamente. Se registraron las siguientes variables conductuales: nimero total de
desplazamientos verticales (“rearings’), nimero total de cruces entre las secciones, tiempo
de petrificacion (“freezing”), nimero de SAP y duracion total de la conducta de

acicalamiento (“grooming”).

La conducta de SAP se ha defini6 como la postura que adopta el animal cuando
extiende su cuerpo (pasando como minimo las orejas y como méximo, tres patas) a través

de una de las lineas de separacion entre las secciones.

En este experimento se escogio 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; Ferndndez-Teruel y cols., 1992a).

2? Laberinto Circular Elevado (Elevated “zero-maze”; Pdhkla y cols., 2000; Shepherd y
cols., 1994; Lopez-Aumatell y cols., 2008).

Analisis estadistico

Se realiz6 el analisis 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 aplicacion 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 comparacion de medias entre

grupos independientes.

Se calcul6 la matriz de correlaciones y un andlisis factorial con rotaciéon 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
(Lopez-Aumatell y cols., 2008; 2009a) el siguiente paso fue reducir la solucion factorial

inicial a una solucién con el minimo y significativo nimero de factores independientes
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entre si (método oblimin directo), a partir del resultado obtenido con el test de
sedimentacion de Catell (para mas detalle del procedimiento factorial ver Aguilar y cols.,
2002; Lopez-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 desviacion estandar, respectivamente). Se aplicd la prueba t de
Student para muestras independientes, debido a nuestra hipdtesis 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 ultimos dos

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

Diseccion y extraccion 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, segun el
numero de evitaciones (media total muestra, de 4,4 evitaciones y desviacion tipica de 6,6,
n= 100) que presentaron durante una sesion 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 desviacion tipica por debajo de la media en
el nimero 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 funcion de sus valores en el nimero 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 mas de una desviacion tipica por encima de la media en el nimero de

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

Se e empled la guillotina como método de sacrificio, no utilizando ningin
eutanasico quimico para evitar cualquier dafio en las estructuras diseccionadas. Una vez se
sacrifico cada rata, se procedid a la extraccion del cerebro entero y refrigeracion durante
cinco minutos en el congelador (-18 °C), a partir del cual se procedio a la diseccion de las
siguientes estructuras: hipocampo, amigdala, nicleo accumbens, cortex prefrontal, cortex
prefrontal medial (cortex prelimbico) y cortex cingulado. Las muestras se guardaron en
tubos de 2.0 ml. (Eppendorf, Hamburg, Germany), en el congelador de -80 °C (en cajas de

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

muestras amigdalares e hipocampales (procedimiento realizado y descrito por el
Dr. J.A. Conejero)

El total de ARN fue extraido empleando el método “TRIzol” segin 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
habitacion durante 5 min (0.2 volumen of TRIzol) y se les anadi6 cloroformo durante 2,5
minutos. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 12,000 g
(4°C). 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 alicuota de las muestras de ARN en 6000 Nano LabChip (Agilent technologies,
Madrid, Spain; RIN: numero de la integridad del ARN para la asignacion 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 mas de 44.000 sondas del ADN
humano. Los protocolos de la preparacion e hibridacion de las muestras fueron adaptados
por el manual técnico de “Agilent”.

En primer lugar, el cADN se transcribe a partir de Img 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). E1 cARN
sintetizado tipicamente produce entre 10 y 15 pg. 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 cudles fueron utilizadas por Agilent 2100 Bioanalyzer
technology. Las muestras fragmentadas de cARN (1.65 pg) fueron hibridadas a partir de
chips con 17 h de incubacion a 65°C de rotacion 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 escaner “Axon
41004"(“Molecular Devices”, Sunnyvale, CA, USA) y los datos fueron extraidos a través
del software “GenePix Pro 6.0” (“Molecular Devices”, Sunnyvale, CA, USA).

Se realizé la transcripcion inversa del total de ARN (0.5 pg) a partir del kit
“Advantage RT-for-PCR kit” (“Clontech”, Palo Alto, CA, USA). Cada muestra se diluyo
hasta un volumen final de 12.5 ml en agua tratada con DEPC, y se anadié 1 ul oligo (18-
dT), calentado a 70°C durante 2 min, y se mantuvo en hielo hasta 6,5 ul mastermix—4 ul 5X
reaction bufferl, pl ANTP mix of 10 mmol each, 0.5 ul recombinant RNase Inhibitor, y se
afadi6 la transcripcion inversa de 1 ul MMLV (Moloney-Murine Leukaemia Virus). La
reaccion fue incubada a 42°C durante 1h, y calentada a 94°C durante 5 min para detener la
sintesis de cADN y destruir la actividad de ADNasa. Los productos fueron diluidos hasta
llegar a un volumen de 50 pl en agua tratada con DEPC.

Para verificar los resultados obtenidos del microarray de cADN, se realizd la
validacion de los genes seleccionados a partir de la aplicacion de la técnica qRT-PCR (se
empleod el gen beta-actina -ACTB- como control). El nivel de expresion relativo de cada
gen en relacion 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 llevd a cabo empleando el kit de “LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green I kit” (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) segun
las instrucciones del fabricante en la plataforma “Roche LightCycler” (Roche, Gottingen,
Germany). Se empled el cADN para cada muestra analizada. Se incluyé una curva de
calibracion en cada experimento (cuatro diluciones en serie).

Los productos finales fueron analizados empleando el software subministrado
(“Roche Molecular bioquimicos LightCycler Software v3.5”) y los datos se presentan como
la relacién entre las expresiones del gen vs. el gen beta-actina de la rata. Las curvas de

fusion fueron analizadas para confirmar la especificidad de la amplificacion.
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Analisis _estadisticos de los resultados genéticos de las muestras
amigdalares y de hipocampo

Para realizar el analisis estadistico de los resultados de microarray, se emplearon los

siguientes paquetes informaticos:

1. Pre-procesado y estandarizacion 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. Analisis exploratorio de los datos (andlisis de clusters y de componentes principales) a

partir del empleo del programa “TmV Microarray Sofiware” (http://www.tm4.org/).

3. Andlisis funcional-ontogenéticos de los genes significativos (FDR <0.05): se realizo a
partir de las tablas funcionales extraidas de las siguientes bases de datos:
-“Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis” (DAVID,

http://david.abcc.nciferf.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 obtencion de los listados de genes estadisticamente significativos (fold-
change >|2|, FDR (“false discovery rate”) < 0.05) y con funciones relacionadas con el
Sistema Nervioso Central, se procedido a la comparacion de las listas de genes entre
estructuras (amigdala versus hipocampo), y con respecto a otros trabajos publicados

recientemente en los que aplicaran analisis de microarray en estas estructuras.

A partir de los resultados obtenidos en el analisis exploratorio (andlisis de clusteres
y de componentes principales en las muestras de amigdala 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).
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Figura 11 _Analisis de clusters de la expresion diferencial de genes en muestras de amigdala. Low: grupo
de alta ansiedad, Med: grupo de moderada ansiedad, High: grupo de baja ansiedad.

En el caso de las muestras de hipocampo, el andlisis exploratorio desvelé un
conjunto de genes con niveles de expresion 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 bioldgico/conductual se descartd un posterior analisis genético.
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4.1 PARTE I: Perfiles conductuales ansioso-depresivos y neuroendocrinos

4.1.1 Caracterizacion conductual y hormonal de la ratas N/Nih-HS (Estudio 1)

Se compar6 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 adquisicion de la tarea de evitacion 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 Natacion Forzada.

Las ratas N/Nih-HS presentaron un perfil de comportamiento mas similar al de las
ratas RLA-I que al de las RHA-I. En la Tabla 7 se muestran los resultados del analisis
realizado a partir de la aplicacion del ANOVA (con pruebas Duncan post hoc y pruebas t de
Student para comprobar hipdtesis dirigidas). La prueba de Levene para la homogeneidad de
varianzas mostré que no habia diferencias significativas entre las varianzas de los tres

grupos experimentales en las variables conductuales de los dos experimentos.
El analisis de la varianza mostr¢6 diferencias significativas en:

(1) La latencia de primera entrada en las secciones abiertas del laberinto (“Latency
to open”) y en el nimero 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 namero de “rearings”, con Fs(2, 63) > 6,1, p <0,05).

Y, (3) en variables representativas de la prueba de evitacion 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 mas prolongadas de
primera entrada (en secciones abiertas del laberinto circular) y menor numero total de
entradas en las secciones abiertas, en comparacion con las ratas RHA-I (todas las t4(19) =

2,1, p = 0,05). En relacién 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”), asi como menor nimero de
cruces entre compartimentos, menor numero de evitaciones y mayor tiempo de miedo

condicionado (“freezing”) en la tarea de evitacion activa en dos sentidos (Tabla 7).

En relacion 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 evitacion activa en

la “Shuttle-box”.
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Tabla 7.-Comparacion de las respuestas conductuales entre las ratas de las cepas Romanas y las ratas del
stock N/Nih-HS.

Paradigmas RHA-I RLA-I N/Nih-HS
comportamentales
Latency to open (s) 63,9 +£34,1 169,9 + 36,1 (a, b) 93,8+17,9
Laberinto Circular Time (s) 44,4+ 13,4 33,5+11,9 41,2+7,1
Elevado Entries (n) 42+12 1,7+ 0,6 (a) 2,8+ 04
SAP* (n) 114+1,5 11,5+3.,0 6,8 +0,5
. Distance (cm) 3824,9 + 380,1 4161,8+215,6 2741,3 £236,4 (¢)
Caja nueva
Rearings (n) 103.4 + 28,8 52,6 £4,7 (b) 64,9 + 7.8
CET (n) 10,9+1,1 5,3+0,8 (b) 4,3+ 04 (b)
Freezing (s) 28,2 +10,2 169,0 + 12,9 (b) 221,6 £ 5,8 (b, ¢)
Shuttle-box 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) 389+28 32+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:
numero total de entradas en las secciones abiertas (n). SAP: Numero de “stretched attend postures” (postura de aproximacion al
sector abierto: asomar la mayoria del cuerpo hasta las patas traseras, en el espacio abierto). Distance: distancia horizontal recorrida
(cm) durante 20 minutos del test de actividad en situacion de novedad automatizada. Rearings: niumero total de actividad exploratoria
vertical durante 20 minutos. CET: numero total de cambios entre compartimentos durante el tiempo de habituacion (4 minutos).
Freezing: tiempo total de conducta de petrificacion (s) durante cinco minutos. ITC: numero 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: numero de evitaciones durante la sesion 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 relacion 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 aplicacion del ANOVA de medidas repetidas sobre los resultados hormonales
(corticosterona, prolactina y ACTH) se obtuvieron diferencias significativas en relacion al
factor “Tiempo” (pre- y post- exposicion al estresor, Fs > 18,5 con p < 0,01) y al factor
“Cepa” (Fs > 4,5 con p < 0,03). El efecto de interaccion 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).
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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

aplicacion del MANOV A (efectos de “tiempo x cepa”y “cepa”).
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Se realiz6 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 evitacion 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. €j. el nimero de cruces entre ensayos —ITC- en la tarea
de evitacion con el numero 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 plasmaticos de prolactina basal vs. el
miedo condicionado (r = 0,30) y entre los niveles de prolactina post-estrés vs. el nimero 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 . . . Response SH . . BAS  POST- BAS- POST-
to open Entries Time SAP CET Freezing ITC Jatency Avoidance Distance Rearings C C PR PR

Latency to 1

open

Entries .57 1

Time .54 91" 1

SAP -48™" i L6175 1

CET =31 17 31" ,18 1

Freezing -,04 -,14 -,28 ,04 -23 1

ITC .21 41 ,48™" ,13 27 -,49™" 1

Response 12 -,04 -,13 ,00 .43 317 35" 1

latency

SH 12 -,01 -,08 -16 ,04 12 ,19 =22 1

Avoidance

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 -,04 512 ,18 ,07 -,30° -,07 ,19 ,08 1

Leyenda Tabla 8: Correlationes >0,25 se muestran en negrita. Ver Tabla 7 para descripcion 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 correlacion de Pearson. **p<0,01 Coeficiente de correlacion de Pearson. ***p<0,001 Coeficiente de correlacion de Pearson; n = 45.
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RESULTADOS

A partir de los resultados obtenidos por la matriz de correlaciones (Tabla 8) se
aplicéd un andlisis factorial (rotacion 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 tamafio reducido de la muestra). Se incluyo el tiempo de
latencia como variable de “bondad de ejecucion” (“performance’) o adquisicion de la
prueba de evitacion activa en la “Shuttle-box”, y se excluy6 el numero de evitaciones
debido a que las ratas N/Nih-HS muestran de forma caracteristica un nimero 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 aplicacion del test de sedimentacion de

Cattel. Este segundo anélisis factorial mostro:

(1) Por un lado un primer factor (llamado tentativamente -7Timidez/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 agrupd variables relacionadas con el miedo condicionado y con la
adquisicion de la tarea de evitacion activa en dos sentidos (-0,54 — 0,69), junto con
variables relacionadas con la conducta exploratoria en la “Caja nueva” y los niveles

plasmaticos de prolactina post-estrés (-0,58 - 0,43; Tabla 9).
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Tabla 9.-Analisis factorial de la muestra de ratas N/Nih-HS (solucion de cinco y dos factores).
A) Primer analisis factorial

e . Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5
(rotacion oblicua)
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 analisis factorial (rotacién oblicua): solucién 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
1TC 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%
Correlacion entre factores = -0,014

Legenda Tabla 9: pesos mostrados >0,25. A) Solucion de cinco factores (oblimin directo) con 14 variables
seleccionadas (factores con eigenvalues mayores que 1). B) Solucion de dos factores y correlacion entre
factores (factores independientes); n = 45. Para definicion de variables conductuales ver Tabla 7 y Tabla 8
para ver la defini