


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“(…)¡Pero pequeño ratón, no estás solo 

al demostrar que la previsión puede ser vana: 

los planes mejor trazados de ratones y hombres 

a menudo no prosperan, 

y no nos dejan nada salvo pena y dolor, 

en lugar del gozo prometido!” 

 

Robert Burns, “A un ratón” 

 

 

 

“¡Intelijencia, dame/ 

el nombre exacto de las cosas!” 
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Prefacio 

Hace aproximadamente un terremoto, una erupción volcánica, una 

tormenta tropical y seis cortísimos años, en aquellos felices tiempos en que aún 

no había oído hablar de la amperometría de célula única y no podía imaginar que 

nueve canicas y medio quilo de serrín sirvieran para evaluar la función 

hipocampal en roedores, dos de los mejores amigos que se pueden tener me 

llamaron por teléfono para decirme que en su laboratorio había un profesor que 

buscaba gente para trabajar en su grupo de investigación. Después de haberme 

pasado un año intentando profesionalmente encontrar vida en la galaxia elíptica 

M32, tristemente sin éxito, la idea de poder trabajar en biomedicina y en el 

mismo lugar del que tanto y tan bien había oído hablar a mis amigos me pareció 

genial. Así pues, dos días después aparecí por allí vestido elegante pero informal 

para conocer al profesor en cuestión, el doctor Ricardo Borges Jurado, e intentar 

convencerle de que podía ser una buena incorporación a su grupo, lo que suponía 

iba a ser complicado dado que no tenía idea de en qué trabajaban exactamente y 

había pasado más de dos años desde que pisara un laboratorio que no estuviera 

ocupado por telescopios y redes computacionales. Hoy todavía me rió en voz alta 

al recordar esa primera semana, desde las dieciséis interminables páginas del 

artículo sobre canales iónicos a tamaño de fuente -3 que Ricardo me dio como 

lectura ligera a los diez minutos de conocerme y que yo, ansioso por 

impresionarle, me leí del tirón en un rincón oscuro de la entonces enorme y fría 

sala de prácticas, hasta mi memorable primer encuentro con Manolo Feria en la 

puerta del departamento.  

Me han pasado muchas cosas desde entonces, todas buenas o mejores, 

gracias  a que Ricardo confío en mí a pesar de un comienzo francamente malo y 

de días en los que pensé que sería incapaz de dedicarme profesionalmente a la 

ciencia. Como escribió Charles Dickens: “Fue el mejor de los tiempos, fue el peor 

de los tiempos, la edad de la sabiduría, y también de la locura”. Por eso, por su 

afecto personal y por tantas otras cosas que no podría enumerar, mi primer 

pensamiento al sentarme a escribir esta tesis doctoral que resume el trabajo de 

seis años de mi vida es para él.  

Gracias de corazón por todo, Ricardo. 
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El 16 de diciembre de 1982, la revista Nature publica el primer artículo 

científico en el que se describía la creación y caracterización parcial de un animal 

que portaba genes de otro introducidos artificialmente en su material genético 

(Palmiter et al., 1982).  El animal en cuestión, un ratón jocosamente apodado 

“Supermouse” por sus propios creadores, llevaba incorporado el gen de la 

hormona del crecimiento de una rata junto a un promotor de la expresión de la 

metalotioneína I de ratón, lo que causaba una síntesis constitutiva de la citada 

hormona con el dramático aumento de tamaño consiguiente.  

Este hallazgo fue por supuesto sólo un principio. En los treinta años 

transcurridos desde esa publicación, el catálogo de organismos transgénicos que 

han sido creados, bien expresando genes de otros animales, bien careciendo de 

genes propios, bien teniendo una expresión alterada de su propio ADN, abarca 

una lista interminable de ejemplos de ingenuidad humana desde lo sublime a lo 

extravagante. Si bien muchos de los más conocidos de entre estos representan 

herramientas biotecnológicas de gran potencial terapéutico, la síntesis en 

bacterias de insulina humana incluso antecede a Supermouse por tres años , es 

indudable que la investigación biomédica básica se ha visto beneficiada de forma 

capital por las posibilidades que se han abierto con este tipo de técnicas.  

En el caso concreto de la neurociencia, definida por la Society for  

Neuroscience como “el estudio del sistema nervioso para el avance de la 

comprensión del comportamiento, la emoción y el pensamiento humano”1, dadas 

la dificultad para implementar técnicas de gran utilización en otras ramas de la 

biología molecular como las inmunológicas, así como la complejidad para 

extrapolar resultados experimentales de biología molecular a las emociones, la 

existencia de animales transgénicos en los que se puedan evaluar todos los 

niveles biológicos, desde la simple expresión de un gen al comportamiento más 

elaborado, resulta sin duda capital.  

Por otro lado, la caracterización del comportamiento ha resultado de gran 

ayuda para la determinación de procesos neurológicos de interés a nivel 

molecular. Valga un elegante ejemplo histórico para ilustrarlo: en el año 1909, en 

las marismas que el río Danubio crea cerca de la ciudad austríaca de Altenberg, 

un niño de seis años de nombre Konrad pasea con su amiga Gretl desde su casa 

                                                 
1
http://www.sfn.org/index.aspx?pagename=whatIsNeuroscience 
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familiar hasta la granja de un vecino que les va a regalar dos patitos recién 

eclosionados.  Los animales adoptan como padres a los dos niños, siguiéndoles a 

todas partes y reclamándoles alimento. En 1935, poseedor ya de dos doctorados 

y casado con Gretl, Konrad Lorenz continúa obsesionado por este fenómeno de 

su niñez y lo describe con rigor científico: las crías de ganso adoptarán como 

progenitor al primer objeto móvil y cercano que vean entre las quince y las 

setenta y dos horas de vida de forma irreversible (no cambiarán su elección una 

vez hecha) y única (no adoptarán también a los siguientes objetos que aparezcan 

en su campo visual durante esa ventana de tiempo). El proceso pasa a conocerse 

como impronta o imprimación (traducción del original alemán prägung). Siendo 

ya un venerable premio Nobel de 73 años, Lorenz dirá: “De lo que no nos dimos 

cuenta es que yo me imprimé de los patos en el proceso. El trabajo de toda una 

vida determinado por una experiencia decisiva en la niñez”. 

Estos hallazgos de Lorenz podrían no haber pasado de ser una curiosidad en 

una vida de por si fascinante de no ser por su recuperación y aprovechamiento 

por parte de la biología molecular. En 1998, el equipo del doctor Brian McCabe en 

la Universidad de Cambridge publica los resultados de un estudio histológico y 

molecular de la expresión del gen codificante para la subunidad γ4 del receptor 

GABAA en el cerebro anterior del pollo doméstico. El artículo  describe como la 

citada molécula aparece en varias localizaciones cerebrales pero su expresión 

disminuye tras haberse producido la impronta solamente en el hiperestriado 

ventral, una zona involucrada en la recepción de estímulos sensoriales visuales y 

auditivos y cuya ablación selectiva eliminaba la impronta recién adquirida en las 

crías. En otro artículo posterior publicado seis años más tarde , el mismo equipo 

de investigación demostró que los niveles de liberación de glutamato y GABA en 

hiperestriado ventral variaban de forma característica y congruente con un 

modelo en que un aumento en la liberación del glutamato y una disminución en 

la del GABA en la región cooperaran para establecer la impronta después de 

producirse. Aunque el proceso en sí aún esté lejos de ser explicado por completo, 

el avance producido por la combinación de ambas técnicas, caracterización de 

comportamiento y molecular, queda claramente de manifiesto.  
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La serie experimental anterior muestra a su vez la importancia de la 

correcta elección del modelo para el fenómeno de interés, lo que nos lleva al 

motivo de la presente tesis doctoral. 

 

1.1.- Exocitosis.-  

La exocitosis, tanto constitutiva como regulada, es uno de los fenómenos 

de mayor interés para la investigación biomédica y la biotecnología. Una simple 

búsqueda bibliográfica nos revela que en el momento de escribir estas líneas 

existen más de veinte mil artículos científicos sobre el tema2, casi cinco mil de 

ellos publicados en los últimos cinco años.  

En las neuronas, la exocitosis constituye la etapa final del proceso de 

liberación de neurotransmisores a nivel de las sinapsis. De manera muy simple, se 

puede definir como el proceso mediante el cual se produce la fusión de una 

vesícula con la membrana plasmática, de modo que las sustancias almacenadas 

en el interior de la vesícula se liberan de forma unidireccional al medio 

extracelular. Debido a la heterogeneidad estructural de las sinapsis y de los 

diferentes mecanismos de modulación, existen varias estrategias de regulación 

que controlan los sitios de liberación, la frecuencia de exocitosis, la cantidad de 

transmisor liberado por vesícula y la velocidad de liberación .  

La exocitosis constitutiva es un mecanismo general en todas las células y 

sirve para liberar componentes a la matriz extracelular, o para incorporar 

moléculas nuevas a la membrana plasmática . 

La exocitosis no constitutiva o regulada se caracteriza fundamentalmente 

por tres aspectos: 

1. Es específica de estirpe celular. Existe un variado número de células que 

presentan diferentes tipos de gránulos o vesículas secretoras en su 

interior , que se liberan mediante exocitosis regulada y que pueden 

fusionarse de manera independiente unos de otros.  

2. Es dependiente de estímulo. Diferentes linajes celulares reaccionan solo a 

estímulos específicos (las basófilos no liberarán histamina al elevarse la 

                                                 
2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=exocytosis 
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glucemia, los islotes β-pancreáticos si). Además, los estudios en sinapsis 

demuestran que la liberación de la carga vesicular varía en función del 

patrón de estimulación incluso en el mismo tipo celular . 

3. En el caso concreto de la exocitosis de neurotransmisores, es  

dependiente de calcio. En los años 60 se observó que la acetilcolina (ACh) 

producía la liberación de catecolaminas (CA) de la glándula suprarrenal, y 

que esta respuesta desaparecía en ausencia de Ca2+ extracelular . 

También se observó que la secreción estaba acompañada por un 

aumento de la entrada de 45Ca2+ dentro de las células cromafines . Pero 

la primera demostración de que un aumento en el Ca2+ citoplasmático 

([Ca2+]c) era un requerimiento esencial para que tuviese lugar la 

exocitosis fue llevada a cabo en los años 70 . Con todas estas 

observaciones, y otros experimentos complementarios, Douglas acuñó la 

expresión “acoplamiento excitación-secreción” o “stimulus-secretion 

coupling” mediante el cual se produce la secreción de neurotransmisores 

y hormonas, siendo el Ca2+ el agente que conecta el estímulo o 

excitación y la respuesta secretora . 

La exocitosis de neurotransmisores pertenece entra en la categoría de 

exocitosis reguladas. Representa un mecanismo fundamental para el 

mantenimiento de la homeostasis de los organismos vivos a todos los niveles y su 

estudio por medio de técnicas electrofisiológicas y electroquímicas ha resultado 

altamente exitoso. Desde la publicación de los artículos germinales describiendo 

las medidas de capacitancia en patch-clamp (Neher y Marty, 1982), 

amperometría (Leszczyszyn et al., 1990) y amperometría en parche (Albillos et al., 

1997), todos ellos en célula única, el tejido cromafín adrenal de ratón ha sido el 

modelo de estudio elegido más comúnmente para esta clase de técnicas 

 

1.2.- Células cromafines.- 

Las células cromafines componen la mayor parte de la médula de las 

glándulas adrenales, dos glándulas endocrinas altamente estratificadas que se 

asientan sobre los riñones, aunque también aparecen en menor medida en 

ganglios simpáticos, el interior de algunos vasos y órganos y como parte del 
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sistema Bonghan (Kwon et al., 2012). Deben su nombre a la característica 

coloración  parda que adquieren al ser teñidas con sales de cromo y presentan un 

citoplasma de apariencia punteada al microscopio óptico, que resulta ser debido 

a la presencia de un elevado número de estructuras vesiculares o gránulos 

cromafines (se calcula que en torno a treinta mil por célula) de un diámetro 

medio de 200-300 nanómetros, núcleo electrodenso oscuro y un halo translucido 

entre este y la membrana vesicular (fig. 1).  

 

 

Fig. 1.- Características ultraestructurales de las células cromafines. A, corte de la médula adrenal, donde se 

puede observar un grupo de células adrenérgicas (A) y un grupo de células noradrenérgicas (NA). B, detalle 

de gránulos noradrenérgicos, donde se aprecia la alta densidad  electrónica que presentan, así como un 

núcleo denso pegado a la membrana vesicular (flechas).  C, detalle de gránulos adrenérgicos, con una 

densidad electrónica media y un halo uniforme que rodea al núcleo granular (flechas) . 

 

La principal función fisiológica de las células cromafines es la liberación de 

adrenalina (AD) y noradrenalina (NA) por exocitosis a la circulación en respuesta 

al estrés  como parte efectora del mecanismo “Pelea o huye”, un dramático y 

complejo mecanismo fisiológico de reacción al peligro descrito originalmente por 

el fisiólogo americano Walter Cannon (Cannon, 1915), y que también responde a 



Introducción 
 

 

8 

estímulos fisiológicos diversos como el frío (Ueta et al., 2012), cambios en la 

glucemia (Barth et al., 2007), el ejercicio físico (Zouhal et al., 2008) o la hipoxia 

(Rostrup, 1998). 

Las células noradrenérgicas  se encuentran generalmente en el centro de la 

médula de las glándulas suprarrenales, mientras que las células adrenérgicas 

predominan en las áreas adyacentes a la corteza adrenal y entre ambas existen 

algunas diferencias observables al microscopio electrónico (fig. 1) . Se ha descrito 

la posibilidad de que en una misma célula coexistan los dos tipos de gránulos, lo 

que puede representar diferentes pasos en la ruta biosintética o rutas de síntesis 

diferentes . 

Las células cromafín comienzan su desarrollo embrionario como parte de la 

cresta neural para posteriormente migrar en varias etapas hacia la médula 

adrenal a lo largo del la formación del individuo, compartiendo origen con las 

neuronas simpáticas  y conservando la capacidad de expresar características 

neuronales mediante el uso de estímulos adecuados , por lo que pueden ser 

usadas como modelo de células tanto endocrinas como neuronales . Son además 

células excitables que presentan propiedades eléctricas semejantes a las 

neuronas , por lo que cuentan con numerosas conexiones aferentes y eferentes, 

tanto simpáticas como parasimpáticas y sensoriales.  

 

1.3.- Gránulos cromafines.- 

Las vesículas o gránulos cromafines son unas estructuras biológicas 

fascinantes. Su pH interno es ácido, estimado en torno a 5.5 (Johnson y Scarpa, 

1974), y su contenido de calcio es mayor que en el resto de la célula junta 

(Mahapatra et al., 2004). Su morfología y densidad electrónica oscila levemente 

varía en función del tipo de CA que almacenen, y existe también un grado de 

variación interespecífica. Se ha determinado la composición de las vesículas en 

cuanto a su contenido en proteínas y lípidos, el tamaño vesicular, densidad y 

masa, así como la cantidad de proteínas y lípidos por  cada vesícula, además de 

determinar el número de copias de sus principales constituyentes . 

Por ejemplo, los gránulos adrenérgicos varían entre 50 y 350 nm en 

diámetro (en ratón varían entre 170 y 350 nm), presentan una morfología 
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circular, una densidad moderada y aspecto granular en su interior. Algunos de 

estos gránulos presentan un halo claro, de aspecto uniforme y fino. Por otro lado, 

los gránulos noradrenérgicos son mayores (en ratón varían entre 185 y 495 nm), 

con una morfología irregular, de forma ovalada o elíptica, una alta densidad 

electrónica y un núcleo central denso cercano a la membrana . 

 

1.3.1.- Granulogénesis.- 

En condiciones de estrés, la concentración de catecolaminas en sangre 

puede aumentar hasta tres mil veces con dramáticos efectos fisiológicos. Con el 

fin de garantizar la perfecta regulación de este sistema de respuesta existen 

mecanismos que permiten excluir de forma selectiva los gránulos cromafines de 

la vía constitutiva de secreción.  

La formación de los gránulos inmaduros ocurre en la red de trans-Golgi 

(TGN), aunque los pasos de maduración subsecuentes ocurren fuera de este 

compartimento . En las células neuroendocrinas, se ha propuesto a la CgA como 

una de las señales indicadoras del camino que deben seguir estos gránulos. 

Aunque el mecanismo exacto no se conoce con precisión, parece que las 

propiedades agregativas de la CgA, junto con su capacidad de unirse a las 

membranas, permiten que las membranas se envuelvan alrededor de los 

agregados de la CgA formando así las vesículas .  

El colesterol también parece ser esencial en la formación de las vesículas . El 

papel del colesterol en la escisión de vesícula parece ser directo, facilitando la 

curvatura negativa de la membrana en la zona del cuello, en el momento de la 

separación de la vesícula. Por otro lado, debido a que el colesterol es un 

componente importante en las zonas conocidas como “balsas de lípidos” o “lipid 

rafts”, puede desempeñar un papel indirecto en el reclutamiento de proteínas 

asociadas a estas zonas, que conducen a la escisión de la membrana. La proteína 

dinamina II se ha propuesto como candidata para tal función, ya que se ha visto 

que está relacionada con el control de la formación de gránulos en las células 

AtT20  y porque se ha visto que su homólogo, dinamina I, está relacionada con la 

escisión de las vesículas endocíticas. 
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Una vez que los gránulos secretores inmaduros se han formado, deben ser 

procesados y remodelados para formar gránulos secretores maduros. En células 

endocrinas y neuroendocrinas, este paso implica tanto fusión con otros gránulos 

secretores inmaduros como eliminación de material no secretor o inmaduro . 

 

1.3.2.- Contenido de las vesículas secretoras.- 

1.3.2.1- Catecolaminas- 

Las catecolaminas son un subconjunto de neurotransmisores 

pertenecientes a la familia de  las monoaminas, moléculas compuestas por 

un único grupo amino unido a una molécula aromática por dos átomos de 

carbono, derivadas todas ellas bien de los aminoácidos aromáticos (fenilalanina, 

tirosina y triptófano) o bien de las hormonas tiroideas (tiroxina y triyodotironina). 

La característica diferencial de las catecolaminas radica en su grupo catecol, una 

modificación dihidroxilada del anillo aromático.  

Este subconjunto de neurotransmisores incluye la adrenalina (AD), 

noradrenalina (NA) y la dopamina (DA). Las tres se sintetizan de forma secuencial 

a partir del aminoácido tirosina en las células cromafín (fig. 2). El proceso 

biogénico requiere de la actividad de cuatro enzimas:  

- Tirosina-hidroxilasa (TH): cataliza el primer paso al hidroxilar el 

anillo aromático de la tirosina, dando lugar a la dihidroxifenilalanina (L-

Dopa). La TH actúa en la fracción libre del citoplasma con una actividad de 

100 a 1.000 veces menor que la de las tres siguientes, lo que hace de esta 

la reacción limitante en la síntesis de catecolaminas y determina la acción 

de diversas influencias de activación (estimulación de los nervios 

adrenérgicos) e inhibición (productos de síntesis de la propia ruta - CA). 

Asimismo, la adición de L-Dopa exógena al organismo permite un 

aumento de los niveles de dopamina por medio de la reacción descrita 

más adelante, lo que ha resultado ser de gran valor terapéutico en el 

tratamiento de patologías asociadas a un déficit dopaminérgico como el 

Parkinson o el envenenamiento por manganeso (Cotzias, 1969). 

- L-aminoácido-aromático descarboxilasa (LAAD): cataliza la 

descarboxilación de la L-Dopa en dopamina en el citoplasma. 
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- Dopamina-β-hidroxilasa (DBH): cataliza la hidroxilación de la 

dopamina para dar lugar a la noradrenalina, pero solo en el interior de las 

vesículas cromafín, ya que esta enzima se encuentra ligada a la membrana 

intravesicular. 

- Feniletanolamina-N-metil-transferasa (FNMT): cataliza la 

conversión de la noradrenalina en adrenalina, mediante la adición de un 

grupo metilo. Esta enzima se encuentra en la fracción soluble del 

citoplasma, por lo que la noradrenalina debe salir de los gránulos para ser 

metilada. Para su posterior liberación, la adrenalina tiene que ser 

transportada de nuevo al interior de los gránulos mediante un 

transportador de membrana llamado VMAT1. Este proceso 

aparentemente ineficiente permite en realidad la diferenciación de las 

estirpes cromafín en adrenérgica y noradrenérgica simplemente mediante 

la expresión diferencial del transportador . 

Una cuarta monoamina, la serotonina, aparece en gran parte de los 

gránulos cromafines de la médula adrenal en rata (Holzwarth y Brownfield, 1985) 

y en cerca de un 90% de las células productoras de adrenalina de la glándula 

interrenal de rana (Delarue et al., 1988). En humanos, la mayor parte de la 

serotonina aparece en las células enterocromafines del tracto intestinal, donde 

parece regular el peristaltismo, y una pequeña parte se sintetiza en neuronas 

serotoninérgicas (Berger et al., 2009) con un impacto sorprendentemente grande 

en el comportamiento merced a una amplia variedad de subtipos de receptores 

de serotonina distribuidos por todo el cerebro (de Almeida y Mengod, 2008). 
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Fig. 2.- Ruta biosíntesis de las catecolaminas. Como la DBH se encuentra en el interior de las vesículas, la 

dopamina tiene que pasar al interior de las vesículas (indicado mediante el círculo gris). TH, tiosina-

hidroxilasa; LAAD, L-aminoácido-aromático descarboxilasa; DBH, Dopamina- -hidroxilasa; FNMT, 

Feniletanolamina-N-metil-transferasa. 

1.3.2.2- Proteínas y péptidos- 

El cóctel proteico contenido en el interior de los gránulos cromafines 

incluye 686 proteínas identificadas hasta la fecha, 371 en la fracción soluble y 384 

asociadas a membrana (Wegrzyn et al., 2010), con 69 que localizan en ambas 

partes.  

Las graninas son de lejos el componente mayoritario en cuanto a proteínas 

del interior granular, representando en conjunto más de un 80% de las moléculas 

proteicas. Aunque por su interés para esta tesis doctoral se detallarán más en 

profundidad en su propio apartado, baste decir ahora que son un conjunto de 

proteínas ácidas de cadena única con la capacidad de formar agregados a pH 

ácido en presencia de calcio, a quien se unen con baja afinidad y alta capacidad 

(Yoo et al., 2001), y que pueden unirse también a otros componentes de la 

vesícula como las catecolaminas y el ATP. Varias enzimas implicadas en la síntesis 

de catecolaminas ya han sido mencionadas y también forman parte del contenido 

granular. 

El contenido en prohormonas y neuropéptidos de los gránulos es también 

muy elevado y correlaciona lógicamente con una abundancia de enzimas 

proteasas. Hasta siete de estas últimas han sido identificadas dentro de los 

gránulos (Hook et al., 2008), destacando la catepsina L y la aminopeptidasa B, 

ambas involucradas en el procesamiento de la prohormona proencefalina y en la 
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producción de neuropéptidos (Hwang et al., 2007a; Hwang et al., 2007b);  las 

prohormonas convertasas PC 1/3 y PC2 y la carboxipeptidasa E, las tres 

trabajando juntas al menos en parte para llevar a cabo el procesamiento de las 

graninas (Fugere y Day, 2005). En el caso concreto de la carboxipeptidasa E, su 

tendencia a agregarse a otras proteínas granulares a pH ácido y altas 

concentraciones de calcio recuerdan a las graninas, y no extrañamente un 

modelo transgénico carente de esta proteína presenta varias características 

observadas también en animales carentes de cromograninas como los descritos 

en esta tesis. 

El catálogo de péptidos y neuropéptidos mencionados anteriormente 

incluye al menos tres clases distintas de péptidos opiodes: las encefalinas, 

mayoritarias, las endorfinas, principalmente en forma de β-endorfina1–31, y las 

dinorfinas (Crivellato et al., 2008); el neuropéptido Y es un péptido de 36 

aminoácidos que aparece asociado a las graninas y a las catecolaminas (Laslop et 

al., 1989; Fischer-Colbrie et al., 1986), y realiza una función autocrina de 

estimulación de la secreción de catecolaminas por medio de un receptor 

específico (Cavadas et al., 2006); las bombesinas son una familia de péptidos 

implicados en la respuesta al estrés como mediadores antiinflamatorios y con 

actividad paracrina sobre la corteza adrenal (Malendowicz y Markowska, 1994; 

Yegen, 2003); el factor de crecimiento transformante TGF-β, presente en varias 

isoformas desde estadios embrionarios (Combs et al., 2000); un conjunto de 

péptidos asociados a efectos sobre la presión arterial pero no derivados de las 

graninas incluye la adrenomedulina y el PAMP20, hipopresores ambos derivados 

de la misma prohormona (Kobayashi et al., 2001), y la neurotensina, un péptido 

pequeño de 13 aminoácidos con varias funciones adicionales en el sistema 

nervioso central y periférico y un control paracrino de la secreción de 

glucocorticoides y mineralocorticoides en la corteza adrenal (Nussdorfer, 1996); 

la ubiquitina y sus dos derivados, la ubifungina y la ubiquitina1–34,  presentan 

actividad antifúngica (Kieffer et al., 2003);  finalmente, la existencia de un sistema 

renina-angiotensina intrínseco a los gránulos cromafinesfue confirmada con la 

detección de renina, angiotensina II y enzima convertidora de angiotensina en 

gránulos cromafines bovinos. 

 Los estudios de proteómicas han puesto de manifiesto la existencia de un 

amplio surtido de proteínas que han sido relacionadas con enfermedades 
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neurológicas (Wegrzyn et al., 2010): el péptido β-amiloide, las proteasas 

necesarias para su síntesis a partir de la proteína precursora amiloidea y esta 

última, todas ellas implicadas en la enfermedad de Alzheimer; la proteína prión; 

al menos dos proteínas implicadas en síndromes epilépticos, cistatina C y CLN8, y 

la proteína interactuante con huntingtina, asociada al desarrollo de la corea de 

Huntington.  

 

1.3.2.3- Calcio y moléculas varias.- 

La concentración intragranular del ion Ca2+ ha sido estimada en 20–40 

mM frente a ∼100 nM en el citosol (Mahapatra et al., 2004). Este ión es 

necesario  durante las primeras etapas de la exocitosis , y durante la última fase 

de fusión de los gránulos con la membrana plasmática . Además, el Ca2+ estimula 

la endocitosis rápida en las células cromafines . Las vesículas secretoras también 

son capaces de acumular y secretar ATP  y aunque se pensaba que el transporte 

hacia el interior de las vesículas era a través del transportador de CA, estudios 

recientes proponen que existe un transportador específico para nucleótidos, 

llamado VNUT (vesicular nucleotide transporter). Otros nucleótidos como GTP, 

GDP, ADP y AMP, el ácido ascórbico, que actúa como cofactor de la enzima DBH, 

y al menos dos mucopolisacáridos estructurales, condroitin-4- y condroitin-6-

sulfato, también forman parte del contenido granular (Crivellato et al., 2008) 

 

1.4.- Matriz intravesicular.- 

Tan solo el contenido en catecolaminas de los gránulos cromafines ya 

alcanza concentraciones de en torno a 0.5-1 M, aproximadamente unos tres 

millones de moléculas por gránulo , con una osmolaridad teórica muy por encima 

de la celular, manteniendo sin embargo un diámetro estable y constante. Al 

mismo tiempo, los estudios de amperometría en célula única permiten estudiar la 

cinética de la liberación de las catecolaminas desde las vesículas durante la 

exocitosis, y este proceso es mucho más lento de lo que sería de producirse por 

difusión simple ).  
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La hipótesis más aceptada para explicar este fenómeno apunta a la 

existencia de una matriz de naturaleza proteica, cuya función sería la formación 

de enlaces débiles con las catecolaminas y otros solutos del gránulo que 

reducirían la osmolaridad efectiva para alcanzar un equilibrio osmótico con el 

citosol . Al abrirse la vesícula al medio extracelular durante la exocitosis, los 

enlaces se romperían al variar las condiciones internas del gránulo por la entrada 

de agua y se produciría la liberación de la carga granular.  

 

1.5.- Las graninas.- 

Los componentes fundamentales de la citada matriz proteica son las ya 

mencionadas graninas, concretamente las cromograninas A (CgA) y B (CgB). 

Alterar la matriz intravesicular mediante la eliminación selectiva de una o ambas 

cromograninas anteriormente citadas disminuye drásticamente la cantidad de CA 

que puede almacenar cada gránulo incluso cuando las células fueron incubadas 

con L-Dopa antes de registrar, a pesar del consiguiente aumento de CA en el 

citosol (Domínguez et al., 2012). Por otro, la disminución de la matriz, ya sea por 

la carencia de la CgA y la CgB (Díaz-Vera et al., 2011) o por un proceso de 

exocitosis parciales sucesivas (Crivellato et al., 2003), lleva a la formación de 

gránulos translúcidos con un diámetro dos o tres veces mayor que los gránulos 

normales, un aumento de tamaño esperable al aumentar la osmolaridad efectiva 

del gránulo. 

Las graninas son una familia de proteínas acídicas y térmicamente estables 

que aparecen en una amplia variedad de gránulos secretores en tejidos 

endocrinos y nerviosos jugando un papel principal en el almacenamiento y 

liberación de las moléculas que colocalizan con ellos en esas estructuras (Huttner 

et al., 1991; Blázquez and Shennan, 2000). Descubiertas en la médula adrenal en 

los años 60 (Blaschko et al., 1967), el grupo está compuesto por dos tipos de 

proteínas estructuralmente diferenciables por medio de un puente disulfuro, 

presente en el extremo N-terminal de las cromograninas pero no de las 

secretograninas. No parece existir relación evolutiva directa entrambas o dentro 

del grupo de este último, a pesar de las similitudes estructurales y funcionales 

encontradas (fig. 3) 
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Fig. 3.- Árboles filogenéticos para las cromograninas A (CgA) y B (CgB) y la secretogranina II (SgII) realizados 

mediante estudios de alineación de secuencias. A, Esquema de la secuencia proteica de las cromograninas 

mostrando las regiones altamente conservadas a lo largo del árbol, sitas en los extremos N- y C-terminal y 

ricas en péptidos. La línea más oscura muestra un evento de duplicación de la CgA que tuvo lugar en anfibios. 

B, esquema de la secuencia proteica de la SgII mostrando la región más conservada que contiene dos 

péptidos de interés. La línea más oscura representa un evento de duplicación de la SgII que tuvo lugar en 

peces teleósteos (Zhao et al., 2009) 

1.5.1.- Las secretograninas.- 

A diferencia de las cromograninas, como veremos más adelante, las 

secretograninas forman un grupo heterogéneo filogenéticamente hablando: 

tanto la secretogranina II (SgII) como la VI (SgVI) se codifican en un único exón, 

mientras que la secretogranina III (SgIII), la V (SgV) y la proteína VGF se codifican 

en exones múltiples (Helle, 2004; Blázquez , 2000; Dopazo et al., 1993; Mbikay et 

al., 2001; Eder et al., 2004; O’Connor et al., 1984; Taupenot et al., 2003; Gerdes et 

al., 1989; Ischia et al., 1997) Su distribución en los organismos vivos es también 

muy variada: SgV aparece en invertebrados y vertebrados por igual, mientras que 

VGF y SgVI solo en mamíferos. Los estudios de alineamiento de secuencia 

muestran que no existe un ancestro común al linaje y, de hecho, SgV, una 

chaperona que regula la actividad de PC2 (Mbikay et al., 2001), no tiene relación 

evolutiva con el resto de la familia (Zhao et al., 2009) 
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Desde el punto de vista del estudio de los gránulos cromafines, el miembro 

más relevante de la subfamilia es la SgII. Es una proteína muy acídica de 590 

aminoácidos codificada por un único exón y sometida a un extenso 

procesamiento postraduccional para generación de péptidos, que muestra un 

alto grado de conservación evolutiva entre especies (Zhao et al., 2009). Sus 

funciones como proteína completa no están claras. Tanto la aplicación crónica de 

vasopresina como el PACAP (Turquier et al., 2001) pueden causar un aumento de 

la síntesis en cerebro y cromafines respectivamente, y la hormona liberadora de 

gonadotropina estimula su secreción en pituitaria de rata (Conn et al., 1992), 

mientras que el estradiol disminuye los niveles de mARN codificante para la SgII 

en el mismo tejido (Anouar y Duval, 1992). En pacientes con insuficiencia cardíaca 

crónica o que han sufrido un infarto reciente, los niveles circulantes de la SgII y su 

producción en cardiomiocitos eran elevados, lo que podría sugerir un papel en la 

protección contra el apoptosis de dichas células (Røsjø et al., 2012). 

 

Fig. 4.- Diagrama simplificado de la secuencia proteica de la SgII, incluyendo sus péptidos principales 

(adaptado de Bartolomucci et al., 2010) 

Al menos tres péptidos con actividad biológica derivados de la SgII han sido 

descritos.  

- La secretoneurina (SN), SgII152-184, es un péptido de 33 

aminoácidos correspondiente a la sección central de la SgII y bien 

conservado entre mamíferos. Entre sus funciones mejor documentadas 

destacan  incrementar la velocidad de migración de los monocitos en 

respuesta a una herida (Reinisch et al., 1993) y la estimulación de la 

migración de las células endoteliales mediante una combinación de 

quimiotaxis y efectos antiproliferativos (Kahler et al., 1997). Actúa 

también como un potente factor de crecimiento para motoneuronas 
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(Acsadi et al., 2002) y estimulando la liberación de dopamina desde las 

neuronas nigroestriatales. (Kirchmair et al., 2004) Además, altas 

concentraciones de SN aparecen en varios puntos de los sistemas nervioso 

y endocrino (Marksteiner et al., 1994); en la substancia nigra de rata, una 

adición de SN aumenta los niveles de GABA y glutamato de forma 

dependiente de concentración (You et al., 1996).  

Asimismo, se ha observado una expresión disminuida de SN en células 

de pacientes afectados por el síndrome de Prader-Willi, una enfermedad 

disómica uniparental que causa obesidad inducida por hiperfagia, retraso 

mental e hipogonadismo (Horsthemke et al., 2003). 

- EM66, SgII187-252, es un péptido muy utilizado como marcador de 

tumores neuroendocrinos por su elevada producción en los 

feocromocitomas, tumores de la médula adrenal (Guillemot et al., 2006). 

En condiciones fisiológicas normales, su expresión ha sido detectada en 

varios puntos de la pituitaria (Montero-Hadjadje et al., 2003) y del sistema 

nervioso, especialmente relacionados con la respuesta al ayuno 

(Boutahricht et al., 2007).  

- La manserina, SgII529-568 en rata, es un neuropéptido de 40 

aminoácidos distribuido a nivel nervioso en el hipotálamo y la eminencia 

media (Yajima et al. 2004) y a nivel endocrino en duodeno (Yajima et al. 

2004) y páncreas (Tano et al. 2010), y cuya expresión depende del estrés. 

Recientemente se ha descrito su presencia en varias zonas del sistema 

auditivo y en las sinapsis del sistema vestibular, que controla el equilibrio 

y el control espacial, y se ha especulado con la posibilidad de que esté 

involucrado en algunas afecciones relacionadas con el estrés que afligen al 

oído, como la sordera súbita o el vértigo de Ménière (Ida-Eto et al., 2012).  

 

1.5.2.- Cromogranina A.- 

La cromogranina A es una prohormona de 439 aminoácidos con pequeñas 

variaciones interespecies en tamaño (431 en bovino, 448 en rata) pero con alta 

conservación de secuencia, especialmente en los dominios N- y C-terminal, cuyos 

procesamientos diferenciales dan lugar a una serie bien estudiada de péptidos 

con actividad biológica. Su gen codificante, situado en humanos en el cromosoma 

http://jhc.sagepub.com/content/60/1/69.long#ref-22
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14, comprende 8 exones y 7 intrones, tres de los cuales son casi idénticos a otros 

tres de la CgB, a lo largo de unas 11 kB (Wu et al., 1991). La existencia de sitios de 

corte dibásicos en la secuencia proteica es común a la SgII, pero la mayoría de 

péptidos derivados de esta proteína tienen su origen en sitios de corte múltiple 

con longitud variable, lo que facilita la actividad procesadora de las enzimas 

convertasas y hace que varios péptidos distintos compartan gran parte de la 

secuencia aminoacídica (Zhao et al., 2009). 

La mayor concentración de la CgA aparece en los gránulos cromafines y las 

vesículas grandes de núcleo denso de los nervios simpáticos. Su presencia en los 

tejidos neuroendocrinos varía: el sistema nervioso central y periférico y las 

glándulas pituitaria y paratiroides también son ricas en ella (Deftos et al., 1991), 

mientras que aparece en menor cantidad en las células productoras de 

calcitonina C del tiroides, el tejido exocrino y las células productoras de insulina y 

glucagón del páncreas y en la placenta, así como en muchos tumores 

neuroendocrinos derivados de la médula adrenal o el tejido neuroendocrino 

difuso del tracto intestinal (Louthan, 2011) 

El papel funcional de la CgA es múltiple. En primer lugar, la proteína parece 

estar involucrada en la granulogénesis. Aunque el mecanismo exacto no se 

conoce con precisión, parece que las propiedades agregativas de la CgA, junto 

con su capacidad de unirse a las membranas, permiten que las membranas se 

envuelvan alrededor de los agregados de la CgA formando así las vesículas  Tanto 

la proteína completa como varias construcciones truncadas conteniendo 115 

residuos desde el extremo N-terminal dieron origen a estructuras granulares que 

colocalizaban con la SgII en en el linaje celular no endocrino COS-1, fueron 

seleccionados en gránulos secretores en células PC12 y pudieron rescatar la 

formación de gránulos en células A35C (Stettler et al., 2009). En células COS-7, no 

endocrinas y carentes de gránulos secretores, la transfección con la CgA fue 

suficiente para inducir la biogénesis de estructuras granulares ricas en la CgA que 

respondían al calcio y presentaban una dinámica e interacción con el 

citoesqueleto similar a los gránulos cromafines y distinta de las vesículas de 

secreción constitutiva (Elias et al., 2012). Sin embargo, ratones carentes de la 

proteína son capaces de generar y mantener gránulos cromafines funcionales, 

aunque con menor capacidad para acumular y secretar CA y una dinámica de 

liberación más lenta (Díaz-Vera et al., 2012), lo que parece indicar que la CgA es 
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suficiente pero no necesaria para la génesis y mantenimientos de las vesículas de 

secreción regulada. 

La  CgA presenta una configuración de espiral aleatoria y una pequeña 

contribución de la conformación de α-hélice y de lámina-β plegada. Se ha 

observado que la adición de Ca2+ a la CgA induce considerables cambios 

conformacionales a diferentes pH (5,5 y 7,4), siendo estos cambios 

preferentemente en la estructura α-hélice y lámina β-plegada. Así, se ha 

observado que el grado de agregación de la CgA es dependiente del Ca2+ y del pH. 

Es esta acidificación, junto con la captación de Ca2+ desde el citoplasma, lo que 

permite el proceso de compactación del contenido de las vesículas secretoras. La 

compactación de los componentes no sólo reduce la presión osmótica de las 

vesículas, sino que además, facilita la incorporación de nuevas moléculas , y su 

más que probable papel como acumulador de CA para secreción (Wen et al., 

2004).  

La relación de la CgA con el control de la presión arterial ha sido bien 

documentada, tanto la proteína completa como varios de sus péptidos 

(Vaingankar et al., 2010; Biswas et al., 2008); varios polimorfismos asociados a la 

región que contiene el péptido catestatina mostrado menor propensión a 

padecer hipertensión (Rao et al., 2007), y una variante común de la región no 

codificante 3’ del gen aparece fuertemente asociada a la hipertensión extrema, 

especialmente en hombres (Chen et al., 2008).  

Fuera de las vesículas, muestra actividad autocrina como inhibidor 

concentración-dependiente de la secreción de péptidos derivados de la 

propiomelanocortina (Wand et al., 1991)., de la secreción de amilasa inducida por 

colecistoquinina desde el páncreas exocrino en humanos (Funakoshi et al., 1988) 

y de la secreción ácida de las células parietales en estómago de conejo (Lewis et 

al., 1989). Esta actividad se añade a su valor diagnóstico en tumores 

neuroendocrinos, como los feocromocitomas, tumores de páncreas y síndromes 

carcinoides (Cotesta et al., 2005; Wu et al., 2000; Nikou et al., 2005). 

La relación de la CgA con las enfermedades neurodegenerativas se conoce 

desde hace dos décadas. Fue la primera granina caracterizada en las placas 

asociadas a la enfermedad de Alzheimer (Munoz, 1991), aproximadamente un 

20% de las placas β-amiloides la contienen (Marksteiner et al., 2002) y se ha 
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postulado su rol como potenciador de la neuroinflamación vía inducción de la 

apoptosis de la microglía (Davenport et al., 2010), lo que podría jugar también un 

papel en el desarrollo de la esclerosis lateral amiotrófica (Ciesielski-Treska et al., 

2001). Asimismo, los niveles de la CgA en el fluido cerebroespinal y el córtex 

prefrontal de personas afectadas por esquizofrenia se ven disminuidos (Landen et 

al., 1999; Iwazaki et al., 2004) y sin embargo aumentan en suero (Guest et al., 

2010), aunque aún no está claro si como parte de la causa o de la consecuencia, y 

varios polimorfismos frecuentes en poblaciones asiáticas han sido asociados con 

una mayor incidencia de la enfermedad (Takahashi et al., 2006). 

Recientemente se ha sugerido que Lla CgA juega un papel importante en la 

angiogénesis tumoral, bien sea inhibiéndola como proteína entera o como el 

péptido derivado VS-I (Dondossola et al., 2011), bien fomentándola como el 

péptido derivado catestatina (Theurl et al., 2010). 

 

Fig. 5.- Diagrama simplificado de la secuencia proteica de la CgA, incluyendo sus péptidos principales 

(adaptado de Bartolomucci et al., 2010) 

De hecho, gran parte de la actividad biológica de la CgA no la lleva a cabo la 

proteína completa, sino sus péptidos derivados. 

- Las vasostatinas son un grupo de polipéptidos de entre 7 a 22 kD 

derivados del extremo N-terminal altamente conservado de la CgA y 

llamados así por su actividad inhibitoria vascular en los vasos sanguíneos 

humanos (Aardal et al., 1993). Dos tipos principales, VS-I (CgA1–76) y VS-II 

(CgA1–113), han sido aislados de gránulos cromafines bovinos (Bauer et 

al., 1997), y varios péptidos cortos de este grupo, tales como CgA1–40,  

CgA7–57, CgA47–66 y CgA67–76 se almacenan y liberan con las CA (Tota 

et al., 2007). Estos fragmentos N-terminales presentan capacidad para 
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inhibir el crecimiento microbiano (Lugardon et al., 2000), vasorrelajación 

(Aardal et al., 1993) e influencian la liberación de hormonas y el 

crecimiento tumoral en el sistema endocrino (Veschini et al., 2011). 

- La catestatina, CgA352–372 en humanos, se genera a partir del 

procesamiento del extremo C-terminal de la CgA, y actúa como un 

inhibidor de la secreción de CA inducida via receptores nicotínicos 

(Montero-Hadjadje et al., 2008). Amén de su ya comentada actividad en la 

angiogénesis tumoral, la catestatina puede disminuir la hipertensión 

causada por estrés a niveles normales en ratones carentes de la CgA 

(Gayen et al., 2009a), disminuyendo las CA circulantes en plasma y 

aumentando a niveles normales la sensibilidad barorrefleja, lo que parece 

indicar un rol importante en el control de la presión arterial. Varios 

polimorfismos de este péptido han sido identificados como factores de 

riesgo de hipertensión en poblaciones humanas (Sahu et al., 2012).  

- La pancreastatina, CgA250-301 en humanos, fue aislada como un 

inhibidor de la liberación de insulina estimulada por glucosa en el 

páncreas porcino (Tatemoto et al., 1986) y posteriormente identificada 

como un péptido derivado de la región central poco conservada de la CgA 

(Montero-Hadjadje et al., 2008). Presenta también la capacidad de 

estimular la lipogénesis inducida por insulina (Sánchez-Margalet and 

González-Yanes, 1998) así como de inhibir la síntesis de glucógeno 

inducida por insulina (Sánchez-Margalet, 1999). Niveles elevados y 

correlacionados de pancreastatina y CA en mujeres afectadas de diabetes 

gestacional pueden indicar un potencial efecto regulador del péptido 

sobre ellas (Sánchez-Margalet et al., 1998). Los ratones carentes de la CgA 

han exhibido un fenotipo de hipersensibilidad hepática a la insulina que se 

desarrolla con la edad, pero que pudo ser rescatado mediante la adición 

de pancreastatina (Gayen et al., 2009b)  

- La procromacina, CgA79-439 en humanos, es el precursor de 

pancreastatina y catestatina, entre otros. Tiene actividad biológica propia, 

actuando como antifúngico y bacteriostático (Strub et al., 1996) mediante 

la formación de canales iónicos en la membrana del patógeno. 

- La serpinina es un péptido de 26 aminoacidos derivado de la región 

C-terminal. Fue recientemente aislada y caracterizada como fundamental 
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para promover rápidamente la formación de vesículas de núcleo denso 

mediante la inhibición de la degradación de las graninas en el Golgi gracias 

a una complicada cadena de kinasas celulares dependiente de cAMP 

(Koshimizu et al., 2010). Se ha propuesto que este mecanismo de forma 

autocrina / paracrina para garantizar la síntesis rápida de nuevas vesículas 

y gránulos que sustituyan a las liberadas durante la exocitosis, así como 

protector frente a la muerte celular y el estrés oxidativo en neurona, 

pituitaria y corazón. Se la ha encontrado además en al menos dos formas 

adicionales, una piroglutaminada y otra extendida de forma C-terminal 

(Loh et al., 2012). 

Varios otros péptidos derivados de la CgA han sido descrito y 

caracterizados, con la lista todavía aumentando, pero poco o nada se sabe de su 

rol fisiológico más allá de su localización en el organismo: EL35 aparece en la 

pituitaria y la médula adrenal (Montero-Hadjadje et al., 2002); la parastatina, 

originalmente generada in vitro de la CgA porcina y posteriormente identificada 

in vivo (Fasciotto et al., 2000), inhibe la secreción paratiroidea; WE-14 es otro 

péptido derivado del extremo C-terminal, ampliamente extendido por el sistema 

endocrino aunque su papel fisiológico permanece poco conocido, siendo su 

actividad más documentada el aumento en la liberación de histamina estimulada 

por inmunoglobulina E en ratas (Forsythe et al., 1997); la β-granina (Lla CgA1–

128) parece implicada en la inhibición de la liberación de insulina estimulada por 

glucosa y potasio (Schmid et al. 2007) y la cromacina es un péptido corto, 21 

aminoácidos, aislado en bovino y con fuerte acción bacteriostática (Strub et al., 

1996)..  

1.5.3.- Cromogranina B.- 

La cromogranina B es una prohormona, 657 aminoácidos precedidos por un 

péptido señal de otros 20, con un grado de homología de secuencia entre 

especies algo menor que la CgA pero centrada también especialmente en los 

dominios N- y C-terminal, cuya abundancia en péptidos con actividad biológica 

comparte (Ait-Ali et al., 2002; Helle, 2004; Montero-Hadjadje et al., 2008). Su gen 

codificante, situado en humanos en el cromosoma 20, comprende 5 exones y 4 

intrones, varios de los cuales, como ya se ha mencionado previamente, presentan 

gran similitud con otros tres de la CgA (Zhang et al., 2002). 
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La concentración de la CgB en los gránulos cromafines y las vesículas 

grandes de núcleo denso varía entre especies en relación a la de Lla CgA, con la 

que también comparte una amplia presencia los tejidos neuroendocrinos y 

nerviosos: glándulas mamarias (Grönberg et al., 2010), páncreas (Karlsson et al., 

2000), tiroides (Weiler et al., 1989), corazón (Heidrich et al., 2008), etc. 

La CgB es vital para la exocitosis regulada porque participa en la 

granulogénesis (Glombik et al., 1999), y es capaz de inducir el proceso en linajes 

celulares no endocrinos de forma incluso más eficaz que la CgA en cuanto a 

número de vesículas grandes de núcleo denso por célula (Huh et al., 2003). De 

nuevo, sin embargo, los estudios con ARN interferente (Huh et al., 2003) 

demostraron que la eliminación de la proteína disminuye pero no elimina por 

completo el número de gránulos; y un modelo transgénico carente de la CgB ha 

demostrado ser capaz de llevar a cabo la exocitosis de CA, si bien los gránulos son 

capaces de almacenar y liberar menor carga de forma análoga a lo sucedido con 

la CgA (Díaz-Vera et al., 2012).  

El papel de la CgB en las cascadas de señalización de Ca2+ a nivel neuronal 

parece ser importante. Tanto la CgA como la CgB son capaces de facilitar dichas 

cascadas mediante su unión al receptor transmembrana del retículo 

endoplásmico InsP3R1 desde el lumen reticular (Thrower et al., 2003); esa unión 

permite mejorar el tráfico del segundo mensajero InsP3 e incrementar la 

respuesta de liberación de calcio. Sin embargo, sólo la CgB es expresada de forma 

diferencial en varias zonas del hipocampo donde coexiste o no con el receptor, 

modulando por presencia o ausencia la citada respuesta (Nicolay et al., 2007).  

También ha sido bien descrito el efecto que la CgB tiene sobre el 

metabolismo de la glucosa. En ratones carentes de la proteína, la secreción 

estimulada de insulina, glucagón y somatostatina aparecía disminuida a nivel de 

los islotes y de la liberación de insulina al plasma, aunque en condiciones basales 

la concentración de la hormona era mayor que en los controles. Todo ello sin que 

apreciaran diferencias en la granulogénesis, morfología o funcionalidad de los 

gránulos de insulina en los islotes β (Obermüller et al., 2010). 

Hasta una de cada cuatro placas amiloideas examinadas en cerebros de 

personas afectadas por la enfermedad de Alzheimer han resultado contener la 

CgB (Marksteiner et al., 2002), porcentaje que aumenta hasta casi un 60% en 
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modelos transgénicos que sobreexpresan precursores del péptido β-amiloide 

(Willis et al., 2008). Algo similar ocurre en relación con la enfermedad de Pick, 

una rara forma de neurodegeneración caracterizada por la presencia de 

agregaciones esféricas de proteínas Tau llamadas cuerpos de Pick, ricos en la CgB 

(Bergmann et al., 1996). Asimismo, la expresión de la CgB aparece fuertemente 

reducida en determinadas áreas del hipocampo y en el fluido cerebroespinal de 

personas afectadas por esquizofrenia (Nowakowski et al., 2002; Landen et al., 

1999), además de aparecer la proteína en varias listas de genes que pueden 

conferir propensión a sufrir la enfermedad (Kitao et al., 2000; Wu et al., 2007). 

Los polimorfismos de la proteína también han arrojado luz sobre su influencia en 

otras patologías: una variante poco común de la región central de la CgB ha sido 

identificada como factor de riesgo para la esclerosis lateral amiotrófica capaz 

además de acelerar la aparición de los síntomas casi una década (Gros-Louis et 

al., 2009), y otras dos variantes comunes, A296T y A261T, conferían un riesgo  

mayor de padecer hipertensión, solo en varones y especialmente frente a 

situaciones de estrés (Zhang et al., 2010) 

 

Fig. 6.- Diagrama simplificado de la secuencia proteica de la CgB, incluyendo sus péptidos principales 

(adaptado de Bartolomucci et al., 2010) 

 

El número de péptidos con actividad biológica identificados como derivados 

de la CgB es pequeño: 

-  CgB1-41 es un péptido de la región N-terminal que aparece en la 

CgB bovina y parece tener acción inhibitoria sobre la hormona 

paratiroidea (Russell et al., 1994). 

- CCB, CgB597-657,  es un péptido de la región C-terminal que ha 

sido aislado en varios tumores endocrinos en humanos (Nielsen et al., 

1991; Iguchi et al., 1992), y que se sospecha tiene funciones de regulación 
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neuroendocrina. Su procesamiento adicional produce secretolitina, un 

péptido muy corto, 12 aminoácidos tan solo, con actividad bacteriostática 

y posibles efectos endocrinos (Strub et al., 1995). 

Entre otros péptidos  menos documentados destacan BAM-1745,  un 

péptido que pertenece al dominio de la proteína más conservado en mamíferos 

(Grandy et al., 1992), sugiriendo un efecto fisiológico importante, pero del que 

poco se conoce más allá de su secuencia; GAWK, CgB420-493, un péptido aislado 

de pituitaria humana y cuyo interés se ha centrado en su valor diagnóstico de 

tumores endocrinos (Sekiya et al., 1989), y PE-11, un péptido muy abundante en 

cerebro humano al que se ha relacionado con esclerósis lateral amiotrófica y 

esquizofrénica (Marksteiner et al., 1999; Bartolomucci et al., 2010). Además, 

varios fragmentos centrales de la proteína han podido ser identificados por 

medio de anticuerpos en el fluido cerebroespinal de pacientes aquejados de 

esclerosis múltiple (Bartolomucci et al., 2010) 

 

1.6.- Estudio de la conducta.- 

1.6.1.- Antecedentes históricos 

En el libro noveno de su obra “La historia de los animales”, el filósofo griego 

Aristóteles describe a los animales según una particular clasificación: “De los 

animales que son comparativamente desconocidos y de vida corta, los caracteres 

o disposiciones no son tan obvios de reconocimiento como los de aquellos de 

vida más larga. Estos últimos parecen tener una capacidad natural que 

corresponde a cada una de las pasiones: astucia o simplicidad, coraje o timidez, 

temperamento bueno o malo, y otras similares disposiciones de mente. Algunos 

son también capaces de dar o recibir instrucciones – de recibirlas de otro de su 

misma clase o del hombre: aquellos que tiene la facultad del oído, por ejemplo; y 

para no limitar el asunto a los sonidos audibles, aquellos que pueden diferenciar 

el significado sugerido de una palabra y un gesto”.  

Aunque habían transcurrido más de dos mil años desde su redacción, la 

concepción enunciada por el filósofo griego de la conducta animal como algo 

intrínsecamente separado si bien similar a la conducta humana seguía estando 

vigente cuando Darwin publicó su primera versión de “El origen de las especies” 
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en 1859. Sin embargo, en un acto de coherencia con el resto de su teoría de la 

evolución por medio de la selección natural, el naturalista británico concluye el 

capítulo séptimo de su libro, dedicado al instinto, de la siguiente forma: “He 

dedicado brevemente este capítulo a demostrar que las cualidades mentales de 

nuestros animales domésticos varían, y que las variaciones son heredables. Aún 

más brevemente he intentado demostrar que los instintos varían levemente en 

estado salvaje. Nadie discutirá que los instintos son de la mayor importancia para 

cada animal. Por lo tanto no veo dificultad alguna, bajo las cambiantes 

condiciones de la vida, en que la selección natural acumule ligeras modificaciones 

del instinto en cualquier ámbito y hacia cualquier dirección”.  

Esta idea, central al cuerpo teórico de la teoría de la evolución, es 

desarrollada y extendida al animal humano por el propio Darwin en dos de sus 

obras posteriores, “El origen del hombre y de la selección en relación al sexo” y 

“La expresión de las emociones en el hombre y en los animales”, publicadas 

sucesivamente en 1871 y 1872. El segundo es un tratado ilustrado con 

fotografías, uno de los primeros jamás escritos, recoge las similitudes y 

diferencias de la emotividad animal y el valor universal de la expresión facial. El 

primero, probablemente la obra más comprometida de Darwin, es un detallado 

estudio  psicológico y ético de la sociedad y de las distintas razas humanas 

conocidas desde la perspectiva de la evolución como hecho biológico. En sus 

conclusiones finales, en mi opinión uno de los textos capitales del conocimiento 

humano, afirma: “He provisto la evidencia hasta el límite de mi capacidad; y 

debemos reconocer, así me parece, que el hombre con todas sus nobles 

cualidades, con la simpatía que siente por los más desfavorecidos, con la 

benevolencia que extiende no solo a otros hombres sino también a las más 

humilde criatura viva, con su intelecto cuasidivino que ha penetrado en los 

movimientos y la constitución del sistema solar – con todos estos celebrados 

poderes – el hombre aún porta en su forma corpórea la indeleble marca de su 

humilde origen” 

Si bien ambos tratados resultaron ser enormemente populares a pesar de 

su tamaño abultado y contenido polémico entre el público general, el propio 

Darwin afirmó a un amigo estar muy impresionado por el acuerdo general con el 
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que sus puntos de vista sobre el hombre habían sido recibidas3, otros científicos y 

naturalistas atacaron su obra por ampliar el concepto evolutivo al hombre sin 

tener en cuenta sus cualidades metafísicas diferenciales. El propio Russel 

Wallace, amigo y colega de Darwin y descubridor también, de forma 

independiente, de la selección natural, tenía ideas muy diferentes a las suyas que 

implicaban una causa no material y un devenir finalista necesarios en el 

desarrollo de la humanidad como especie. 

Sin embargo, a pesar de la visible y progresiva oposición de la comunidad 

científica de la época a gran parte de su teoría, que condujo al descrédito de la 

misma hasta la revolución neodarwinista o “síntesis moderna” de la teoría de la 

evolución a mediados del siglo veinte, la idea de que la conducta humana 

comparte un origen evolutivo común con la del resto de los animales y por tanto 

puede y debe ser estudiada con esto en mente, ha permanecido en el centro de 

la investigación en conducta. 

 

1.6.2.- La ciencia de la conducta animal 

 En la ceremonia de entrega de los premios Nobel de 1973, el ecléctico 

científico sueco Börje Cronholm fue el encargado de presentar el premio de 

Fisiología y Medicina. En su discurso puede leerse: “Los descubrimientos 

realizados por los laureados de este año se basan en estudios en insectos, peces y 

pájaros y podrían por tanto parecer de escasa importancia para la fisiología o la 

medicina humana. Sin embargo, sus descubrimientos han sido un prerrequisito 

para la investigación comprensiva que ahora se lleva a cabo en mamíferos. (…) 

Esto es cierto para todas las especies, también para aquella que con 

desvergonzada vanidad se ha bautizado a sí misma “Homo sapiens””4. Los 

galardonados así loados eran los austríacos Karl von Frisch y Konrad Lorenz y el 

holandés Nikolaas Tinbergen, conocidos conjuntamente como los padres de la 

etología.  

Karl von Frisch dejó la carrera de medicina apenas comenzada para obtener 

su doctorado en zoología en su Viena natal en 1910, mientras Konrad y Gretl aun 
                                                 
3
“The life and letters of Charles Darwin, including an autobiographical chapter, edited by his son, 

Francis Darwin”, Volúmen 1, página 133; edición de John Murray, 1887. 
4
 http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1973/presentation-speech.html 
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caminaban por las marismas del Danubio perseguidos por una fila de patos.  

Obsesionado con la percepción del mundo por los animales, realizó experimentos 

sobre la audición y la capacidad para distinguir colores en los peces antes de 

cambiar de modelo experimentar a las abejas, a las que dedicó la mayor parte de 

su labor investigadora.  

Merced a un extraordinario ojo para el detalle y una serie de ingeniosos 

experimentos realizados a lo largo de casi cincuenta años de carrera 

investigadora, von Frisch demostró que las abejas poseen la capacidad de utilizar 

el sol como brújula tridimensional incluso en un día nublado mediante su 

capacidad para percibir la radiación ultravioleta del astro y su patrón de 

polarización, y pueden comunicar al resto de miembros de la colmena la posición 

exacta y la distancia a recorrer para encontrar un depósito de alimento mediante 

variaciones casi imperceptibles en su danza (von Frisch, 1946). El grado de detalle 

de la información comunicada es tal que puede ajustarse el movimiento para 

incluir variaciones en la velocidad del viento y la posición del sol a lo largo del día. 

El cuerpo experimental reunido por el científico austríaco fue sin duda el más 

extenso y exhaustivo existente en su época. 

Konrad Lorenz y Nikolaas Tinbergen habían llevado vidas muy parecidas en 

lo personal y lo profesional: un interés en su juventud por las aves y la vida 

salvaje que les llevó a convivir con sus objetos de estudio en su hábitat natural, 

una base en anatomía comparada que ambos extrapolaron a la fisiología y la 

conducta, una precoz carrera académica, una concepción nativista de la 

conducta, según la cual esta era resultado de una serie de instintos codificados en 

los organismos vivos y no de la experiencia y el aprendizaje… 

El 28 de noviembre de 1936, el profesor Cornelius van der Klaaw organiza 

un simposio sobre el instinto en la universidad de Leiden e invita a Lorenz como 

uno de los oradores principales, en ambos casos gracias a la insistencia de su 

joven asistente Tinbergen. El encuentro entre ambos no puede resultar más 

favorable. Lorenz diría casi cuarenta años después: “(…) este fue ciertamente el 

evento que me trajo las consecuencias más importantes durante el transcurso de 

aquel simposio. Nuestros puntos de vista coincidían de forma asombrosa, pero 
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pronto comprendí que era superior a mí en lo concerniente al pensamiento 

analítico y al diseño de experimentos simples y reveladores”5. 

Tinbergen pasó el verano siguiente en casa de Lorenz en Altenberg 

estudiando la conducta de los gansos durante la puesta de huevos, y allí nació 

una de las amistades más fructíferas de la ciencia contemporánea, que se 

prolongaría cincuenta años hasta su muerte casi simultánea y sobreviviría incluso 

a la militancia de ambos en bandos opuestos durante la segunda guerra mundial. 

Lorenz había pasado del nativismo a una visión más moderada que 

integraba la naturaleza propia del organismo, desde el estudio de la anatomía y el 

comportamiento comparados, y la experiencia adquirida a lo largo de la vida, y 

por el camino había creado toda una nueva terminología específica y esbozado 

una serie de teorías y conceptos del comportamiento como los liberadores 

sociales (Lorenz, 1935) y la impronta. 

Tinbergen, por su parte, había demostrado la veracidad de los comentarios 

de Lorenz sobre su inventiva científica mediante una serie de experimentos que 

confirmaron las predicciones y observaciones previas del austríaco (Tinbergen, 

1948), pero también aportó algo más: si von Frisch había generado el primer 

cuerpo de conocimiento riguroso, complementado y aumentado por Lorenz, él 

mismo y un número cada vez mayor de estudiosos de la conducta, y el propio 

Lorenz había generado y aportado buena parte del cuerpo teórico, el científico 

holandés fue más allá. En un artículo dedicado a su amigo en su sesenta 

cumpleaños, Tinbergen adaptó la idea aristotélica de las cuatros causas y los tres 

problemas de la biología de Huxley para definir el ámbito de estudio de la nueva 

ciencia de la conducta, ya por entonces conocida como etología (Tinbergen, 

1963). De acuerdo con su formulación, todo comportamiento debe poder 

explicarse en base a cuatro preguntas: 

1. ¿Cómo funciona desde un punto de vista operativo? 

2. ¿Por qué se produce desde un punto de vista evolutivo? 

3. ¿Para qué sirve desde un punto de vista adaptativo? 

4. ¿Cómo llega a aparecer desde un punto de vista individual? 

                                                 
5
 http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1973/lorenz.html 
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Las cuatro preguntas de Tinbergen, tradicional aunque no exclusivamente 

asociadas con el estudio de la anatomía, la filogenia, la biología evolutiva y la 

ontogenia conforman el esqueleto teórico en el cual se debe enmarcar todo 

estudio científico de la conducta. 

1.6.3. Los modelos animales en conducta 

Dos conclusiones lógicas de los postulados de Tinbergen relevantes para la 

biomedicina son: A) Cuanto más próximas estén dos especies evolutivamente 

(más similares sean su anatomía, historia evolutiva y nicho ecológico), más se 

parecerán sus conductas. B) Los cambios de conducta que se aprecien entre los 

miembros de una misma especie deben por tanto estar causadas por diferencias 

individuales.  

En este sentido, puede definirse un modelo animal en su acepción más 

habitual como “un organismo vivo con un proceso patológico heredado, 

adquirido naturalmente o inducido que se asemeja en uno o más aspectos a la 

versión del mismo fenómeno que ocurre en el hombre” (Wessler, 1976), y, por 

extensión, cualquier modificación realizada en un animal que resulte en un 

fenotipo similar a una condición humana, patológica o no,  y pueda ser utilizada 

para su estudio.  

 Dadas las complejidades científicas y filosóficas del empleo de modelos 

animales, la literatura disponible referida a este concepto desde múltiple 

enfoques es abundante y variada. Aunque no es el objetivo de esta tesis ahondar 

en la naturaleza y aplicaciones de los mismos, conviene tener presente una serie 

de características deseables a la hora de escoger un modelo animal adecuado 

para la investigación. El Consejo Nacional de Investigación de Estados Unidos 

definía ya estas directrices hace más de tres décadas6: idoneidad como análogo 

en el caso del fenómeno a estudiar, uniformidad genética de los individuos, 

amplio trasfondo documental y científico de las propiedades biológicas, buen 

potencial de generalización de los resultados, facilidad de manipulación 

experimental y escasas implicaciones éticas y ecológicas del uso del modelo. 

 En el caso concreto del estudio de la conducta, la principal dificultad de los 

modelos animales reside en la complejidad de evaluar la misma y sus estados 

                                                 
6
 http://www.nap.edu/openbook.php?record_id=6066&page=54 
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anormales, ya que existe un amplio grado de variación interespecífica debido al 

nicho ecológico (Woodward et al., 2006; Ito et al., 2007; Weinbeer y Kalko, 2007) 

así como de variación interespecífica individual (Bergmüller y Taborsky, 2010). 

Asimismo, muchos de los criterios diagnósticos de las enfermedades mentales en 

humanos son inaplicables o bien imposibles de determinar en la mayoría de 

modelos animales. Por poner un ejemplo, de los once síntomas comunes de la 

depresión definidos por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos7 al 

menos seis (anhedonia, astenia, dificultad para concentrarse, sentimientos de 

autodesprecio y culpa, desesperación y tendencias suicidas) escapan del ámbito 

de los modelos existentes 

 Con el fin de evitar en la medida de lo posible este problema, el 

procedimiento habitual de estudio de la conducta requiere definir los fenotipos 

correspondientes a un mismo origen etológico o patológico de forma observable, 

medible y verificable en el modelo y el ser humano (Gould y Gottesman, 2006), lo 

que a su vez requiere un conocimiento en profundidad de la biología del modelo 

en cuestión. 

1.6.3.1 El ratón de laboratorio como modelo animal  

El ratón de laboratorio más comúnmente empleado pertenece a la especie 

Mus musculus, con varias subespecies definidas; otras especies del género Mus, 

como M. spretus o M. pahari, así como algunas variantes del género Peromyscus 

también son de uso frecuente. Todas ellas pertenecen al orden Rodentia, 

generalmente denominados roedores, cuyo último antepasado común con los 

seres humanos parece haber existido hace unos 60 a 80 millones de años, 

durante la tercer gran división de los mamíferos placentarios que dio origen a los 

primates y dermópteros por un lado y los roedores, lagomorfos y escandentios 

por el otro (Meredith et al., 2011).  

Aunque las observaciones de naturalistas sobre el ratón común puede 

rastrearse hasta la antigua China y la domesticación de variedades para su uso 

como mascotas era ya frecuente en Extremo Oriente en el siglo XVIII, la 

                                                 
7
 http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003213.htm 
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utilización sistemática de ratones de laboratorio es considerablemente más 

reciente8. 

El primer uso documentado de ratones de laboratorio con un propósito de 

investigación biomédica ha sido rastreado hasta la investigación del francés 

Lucien Cuénot, autor de varios artículos pioneros sobre la aplicación de las leyes 

de Mendel en mamíferos (Cuénot, 1902; Cuénot, 1908). Posteriormente, tras más 

de dos décadas de estudios relacionados con la susceptibilidad genética de 

distintos ratones al cáncer, la necesidad de uniformizar las estirpes de ratones de 

laboratorio se hace evidente y el genetista americano Clarence Little crea 

mediante cruces las primeras cepas endogámicas, DBA y C57BL/R, y 

posteriormente funda un laboratorio en Bar Harbor, Maine, en 1929,  que pasará 

a llamarse The Jackson Laboratories9 y se convertirá en el primer generador y 

vendedor de cepas estables del mundo. 

Dadas la facilidad y economía de mantenimiento y reproducción, la 

existencia de cepas estables disponibles comercialmente y el amplio caudal de 

conocimiento generado por los estudios de cáncer durante las primeras décadas 

del siglo XX, el ratón se convirtió en el modelo por excelencia junto a Drosophyla 

melanogaster, hasta tal punto que su genoma fue el segundo de mamíferos en 

ser secuenciado después del humano (Chinwalla et al., 2002). 

Fisiológicamente hablando, el ratón de laboratorio es un animal nocturno 

con actividad moderada en horas de luz, ingesta de comida y agua cíclica, un 

período fértil de hasta nueve meses de duración que comienza a las ocho 

semanas de vida (algo antes en hembras) y gestaciones de tres semanas que 

producen camadas de 6 a 12 crías de media10; su vista es pobre en comparación a 

sus agudos olfato y oído (Green et al., 1966), y poseen un número variable de 

vibrisas faciales de hasta 30 mm. de longitud con una elaborada función 

somatosensorial (Curtis y Kleinfeld, 2006).  

La estructura social de los ratones en la naturaleza se denomina deme, e 

incluye un macho dominante, varias hembras reproductoras y un número 

                                                 
8
 http://www.genome.gov/10005832 

9
 http://web.archive.org/web/20060925162120/http://www.jax.org/about/timeline/1900.html 

10
 http://www.medicine.mcgill.ca/arc/forms/ed_train/Handout%20Mouse%20Module%201-

Sept%2009.pdf 
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variable de machos subordinados sin aparente jerarquía adicional entre ellos. La 

dominancia se establece mediante luchas violentas entre los machos de edad 

adecuada en edades tempranas y permanece inalterable durante períodos largos 

en ausencia de nuevos miembros ajenos al deme (Reiner y Petras, 1967); en el 

laboratorio, suele manifestarse mediante el corte selectivo del pelo facial o 

corporal, o bien de las vibrisas faciales, por parte del macho dominante ante la 

pasividad de los subordinados frente al doloroso proceso, un fenómeno 

sorprendente y robusto conocido como “barbering” o “efecto Dalila” (Sarna et 

al., 2000). 

Tanto esta dominancia como la agresión entre machos, así como la 

conducta sexual de los mismos, está fuertemente determinada por estímulos 

olfativos (Wang et al., 2006); dado que la influencia entre sexos en la conducta 

del ratón de laboratorio fue ya bien documentada hace más de medio siglo 

(Brown, 1953), y asimismo, las diferencias conductuales entre machos y hembras 

de idéntico genotipo han cobrado cada vez más relevancia en investigación 

(Cahill, 2006), la segregación de los sexos en el alojamiento y  la experimentación 

es una práctica frecuente en estudios de conducta. 

El enriquecimiento ambiental, definido como cualquier condición existente 

en el alojamiento del animal que facilite una estimulación sensorial, cognitiva y 

motora frente al alojamiento común (Nithianantharajah y Hannan, 2006), 

también es frecuente en experimentación, y ha demostrado una serie de 

beneficios desde la disminución de la variabilidad en los resultados 

experimentales (Hannan, 2010) hasta la mejora de la calidad de vida de los 

sujetos (Olsson y Dahlborn, 2002). 

En cuanto a la evaluación de la conducta en el animal propiamente dicha 

como parte de su interés como modelo, el diseño, elección y aplicación de la 

batería de tests se centra en las características naturales del mismo y la respuesta 

que se produce al presentarle diversos estímulos. 

En este sentido, un estímulo novel ha sido definido clásicamente de forma 

algo obvia pero necesaria como aquel que no puede ser distinguido de otros por 

sus propiedades fisicoquímicas sino solamente por su nula interacción anterior 

con el sujeto (Hughes, 2006). Optar por un estímulo novel frente a otro ya 

experimentado se considera neofilia y rehuir los estímulos noveles frente a los 



Introduccion 
 

 

35 

habituales neofobia (Barnett, 1958). Este tipo de respuesta se ha asociado 

tradicionalmente con el estudio de la ansiedad (van Haaren, 1993) y el miedo 

(Belzung y Griebel, 2001) 

Si bien los ratones de laboratorio han perdido parte de la neofobia que 

caracteriza a sus congéneres en la naturaleza (Kronenberger y Médioni, 1985), la 

amplia variedad de expresiones de este fenómeno ha permitido desarrollar una 

serie de tests para su interpretación y medición.  

La reacción frente a un ambiente novel, especialmente la conducta 

exploratoria del animal, ha sido particularmente explotada mediante dos 

enfoques distintos: primero, exponer a un animal a un espacio nuevo del que no 

existe salida posible (campo abierto) permite cuantificar la distancia explorada y 

una serie de comportamientos y estereotipias (Walsh y Cummins, 1976); 

segundo, presentar al animal la opción de moverse entre distintos espacios cuyo 

grado de novedad es diferente (caja luz-oscuridad, hole-board, laberinto en T y en 

Y) permite cuantificar directamente la neofilia del animal (Bourin y Hascoët, 2003; 

Thiébot et al., 1973; Mitchell et al., 1984) como medida directa del tiempo pasado 

en cada espacio y el comportamiento en ellos.   

Los ambientes desagradables al animal de los que no existe una salida 

posible (test de natación forzada o de Porsolt, test suspensión por la cola) 

permiten evaluar la conducta depresiva como relación directa del tiempo que el 

sujeto lucha contra el estímulo adverso (Cryan et al., 2005; Petit-Demouliere et 

al., 2005); adicionalmente, la tendencia del animal a evitar estos estímulos 

permite, mediante una estrategia adecuada, testar la memoria y el aprendizaje: 

los laberintos de brazos múltiples (laberinto de brazos radiales) pueden utilizar un 

estímulo desagradable como la orina de un competidor en determinado brazo y 

medir cuánto tarda el animal en aprender a evitarlo (Fitzgerald et al., 1998); una 

plataforma de escape oculta que permite salir de un ambiente desagradable 

como el agua (laberinto acuático de Morris) ofrece al animal una posibilidad 

rápida de escape si consigue recordar donde se encuentra con el paso de los días 

(Vorhees y Williams, 2006); un indicio que preceda a un estímulo desagradable 

ayuda a evitar este al animal que aprenda a asociarlos (test de evitación activa) 

(Benus et al., 1989). 
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La naturaleza del estímulo también ha sido aprovechada con cierto éxito en 

los estudios de conducta. La reacción a un estímulo auditivo concreto permite 

evaluar la patología esquizofrénica y otros desórdenes neuropsiquiátricos en 

humanos y la traslación de la técnica al modelo ha resultado exitosa (Powell et 

al., 2009; Geyer et al., 2002); los estímulos olfativos, como la orina de un 

competidor o de un predador pueden resultar de interés para el estudio de la 

ansiedad, la agresión y el miedo (Stowers et al., 2013), como se ha comentado 

previamente; la preferencia por nuevos y más gratos sabores frente a la 

indiferencia se ha utilizado con éxito en modelos de adicción a sustancias y de 

depresión como análogo a la anhedonia (Edwards y Koob, 2012; Strekalova y 

Steinbusch, 2009). 

Finalmente, la exposición del animal a ejemplares desconocidos de su 

misma especie también puede aportar información. Los test de interacción social 

exponen a un sujeto a otro contenido en una jaula especial que permite evaluar 

cómo se comporta el sujeto en presencia del animal extraño (Kaidanovich-Beilin 

et al., 2011). Los test de residente-intruso permiten evaluar la agresividad del 

sujeto enfatizando su territorialidad natural mediante el aislamiento en una jaula 

y/o la privación temporal de comida y agua (Miczek et al., 2001).  
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“El hecho de que patrones complejos de comportamiento puedan ser 

generados por una minúscula concentración de moléculas navegando por el 

torrente sanguíneo, y que diferentes animales de la misma especie generen 

diferentes cantidades de estas hormonas, es algo que merece la pena 

considerar cuando se llega al momento de juzgar asuntos tales como el libre 

albedrío, la responsabilidad individual y la ley y el orden”  

Carl Sagan y Ann Druyan, “Sombras de antepasados olvidados”  
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El amplio papel fisiológico de las cromograninas, tanto en forma de proteína sin 

procesar como por medio de los múltiples péptidos derivados de cada una, indica 

una gran relevancia de estas moléculas en sistemas clave del organismo. 

Habiendo sido caracterizada el efecto de la eliminación de estas proteínas 

de forma individual a distintos niveles moleculares y fisiológicos, así como de 

ambas por medio de la electrofisiología, pretendemos extender estos estudios al 

nivel conductual, metabólico y cardiovascular mediante la caracterización de 

animales transgénicos. 

Para ello, nos hemos planteado los siguientes objetivos: 

1. Estudiar el comportamiento de los animales en diversas pruebas 

destinadas a evaluar los fenómenos de actividad, agresividad y ansiedad, 

dada su relación con las catecolaminas, así como su evolución con la edad. 

2. Caracterizar el rendimiento de los animales en pruebas 

locomotoras y de memoria usadas comúnmente en modelos animales de 

enfermedades neurodegenerativas. 

3. Determinar en la medida de lo posible la funcionalidad del 

metabolismo de la glucosa en adultos de los diversos genotipos. 

4. Caracterizar el fenotipo estructural de los animales mediante 

densitometría ósea, así como su evolución con la edad. 

5. Determinar la homeostasis cardiovascular y su evolución con la 

edad mediante mediadas de presión arterial y frecuencia cardíaca. 

 



 

 

“Mide lo que es medible y haz medible lo que no lo es“ 

Galileo Galilei 

 

“Si utilizamos aparatos excesivamente elaborados para examinar simples 

fenómenos naturales, la naturaleza misma puede escapársenos” 

Karl von Frisch 

  

  

  

  

  

  

  

  

MMaatteerriiaalleess  yy  mmééttooddooss
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3.1.- Generación, crianza y mantenimiento de los animales  
La línea de ratones carentes de la CgA (CgA-KO) fue generada por los 

doctores O’Connor y Mahata de la universidad de California en San Diego 

(Mahapatra et al., 2005) y graciosamente cedida a nuestro grupo de investigación 

en un fondo genético mixto 50% cepa 129svJ y 50% cepa c57BL/6. 

La línea de ratones carentes de la CgB (CgB-KO), fue generada por los 

doctores Huttner y Calegari del Instituto de Biología Celular Max Planck en 

Dresden, Alemania, y graciosamente cedida a nuestro grupo de investigación en 

un fondo genético cepa c57BL/6. 

Una línea de ratones carentes de ambas cromograninas (CgA/B-KO) fue 

generada en nuestro laboratorio mediante cruzamiento de 3 hembras CgA-KO 

con 3 machos CgB-KO, así como sus respectivos controles para la generación del 

control knock-out, en un fondo genético mixto 25% cepa 129svJ y 75% cepa 

c57BL/6.  

Posteriormente, las tres líneas fueron introducidas por cruces sucesivos y 

retrocruzamiento en la cepa c57BL/6 disponible en el Estabulario de la 

Universidad de La Laguna con el fin de unificar el fondo genético.  

Todas las líneas disponibles han sido y son mantenidas en homocigosis por 

cruces entre individuos de la misma generación en el citado estabulario. 

 

3.2.- Consideraciones generales en el trabajo con animales.- 

 Con el fin de reducir al mínimo las posibles fuentes de variabilidad en los 

resultados experimentales, y en cumplimiento de la normativa vigente para la 

experimentación con animales de laboratorio en España, se han implementado 

las siguientes medidas en el trabajo y cuidado de todos los animales utilizados en 

la presente tesis doctoral:  

 Todos los animales permanecieron en las dependencias destinadas 

a tal efecto en el Estabulario de la Universidad de La Laguna y fueron 

trasladados al laboratorio de experimentación en conducta de nuestro grupo 
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de investigación al menos una semana antes de comenzar los experimentos 

con ellos. 

 Una vez allí, los animales fueron alojados en condiciones lo más 

similares posible a las del estabulario: temperatura constante de 22 ºC, las 

mismas jaulas con enriquecimiento ambiental, el mismo serrín y pienso, agua y 

alimento ad libitum y ciclo luz-oscuridad de 12 horas. La limpieza de las jaulas 

se llevaba a cabo una vez a la semana e incluía cambiar el serrín sucio por 

limpio y la reposición de agua y comida. Se realizaron modificaciones 

puntuales a este régimen de alojamiento sólo en aquellos animales sometidos 

a protocolos que así lo demandaran, y sólo durante el tiempo necesario para 

llevarlos a cabo. 

 Todos los animales empleados en los experimentos llevados a cabo 

en la presente tesis eran machos de más de tres meses de edad, y ninguna 

hembra fue alojada con ellos después de su traslado a nuestro laboratorio. 

 Ningún animal fue sometido a más de tres pruebas de 

caracterización a la semana, siempre que esas pruebas se llevaran a cabo en 

un solo día, y nunca en días consecutivos. Asimismo, ningún animal sometido a 

una prueba de caracterización con una duración de cinco días consecutivos fue 

sometido a otra diaria o de la misma duración esa semana. 

 En caso de fallecimiento de un animal, se retiraba el cadáver de la 

jaula, se cambiaba el serrín y se disponía del cadáver de acuerdo a la 

normativa vigente (congelación de los restos hasta su posterior incineración en 

el Estabulario). Los animales que presentaban unas condiciones de vida en 

sufrimiento intolerable recibieron la eutanasia por dislocación cervical y se 

dispuso de su cadáver como ya se ha descrito. 

 Los animales eran siempre manipulados por la misma persona 

desde su traslado a nuestro laboratorio, tanto durante los experimentos como 

durante el mantenimiento y limpieza de las jaulas. 

 Todos los experimentos fueron llevados a cabo entre las ocho de la 

mañana y las doce del mediodía para evitar las influencias del ciclo circadiano 

en los resultados, salvo aquellos que requerían un horario diferente de 

acuerdo a su protocolo (ver más adelante). Asimismo, se utilizó un ventilador 
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durante los experimentos para generar un ruido de fondo constante que 

amortiguara sonidos repentinos y molestos que pudieran perturbar al animal. 

 

3.3.-Caracterización conductual.- 

El conjunto de pruebas y aparatos de conducta usados para la 

caracterización conductual de los ratones carentes de cromograninas es una 

adaptación del descrito por Crawley. Los protocolos empleados a su vez para 

cada prueba y aparato se describen en su apartado particular. La denominación 

inglesa y/o española de las pruebas conductuales se corresponde con la forma 

más utilizada en la literatura. 

3.3.1.- Caja luz-oscuridad (light-dark box).- 

Esta prueba permite evaluar de forma consistente la ansiedad en roedores 

aprovechando la aversión natural de los animales a las zonas muy iluminadas y su 

tendencia a explorar nuevos ambientes (Crawley y Goodwin, 1980; Hascoët et al., 

2000). 

3.3.1.1.- Equipo 

-  Caja de madera de 45 centímetros de largo por 24 centímetros 

de ancho por 21 centímetros de alto, dividida en un compartimento 

abierto pintado de blanco de 29 centímetros de largo por 24 centímetros 

de  ancho por 21 centímetros de alto y otro cerrado con tapa retirable 

pintado de negro de 14’5 centímetros de largo por 24 centímetros de 

ancho por 21 centímetros  de alto, separados por una plancha de 

madera pintada del color correspondiente a cada lado y conectados por 

una abertura cuadrada en el centro de la base de la plancha de 5 

centímetros de lado 

3.3.1.2.- Protocolo   

Al comienzo de la fase oscura del ciclo luz – oscuridad se colocan 

las jaulas con los animales a testar en la habitación de experimentación 

manteniendo la oscuridad o empleando una luz roja como fuente de 

iluminación.  
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Transcurridos 90 minutos, se coloca con cuidado a cada animal en 

el compartimento abierto de la caja situado a nivel de trabajo bajo luz 

blanca y con la tapa del compartimento oscuro cerrada. Se registra al 

animal durante 10 minutos en video y se le devuelve posteriormente a 

su jaula. Se realiza un máximo de quince pruebas cada noche para evitar 

las variaciones circadianas producidas más allá de ese tiempo. 

Entre cada animal se retiran las heces y se limpia la caja con una 

toalla de papel húmeda para evitar la neofobia. 

3.3.2.- Campo abierto (open field).- 

Dentro del catálogo de pruebas conductuales que existen para la evaluación 

de la actividad y la ansiedad en animales, el campo abierto es quizás la más 

clásica y comúnmente empleada por su facilidad de diseño y ejecución y la amplia 

y robusta cantidad de variables que pueden extraerse de ella (Walsh y Cummings, 

1976; Prut y Belzung, 2003)  

3.3.2.1.- Equipo 

- Campo abierto circular de madera pintada de blanco, 60 centímetros 

de diámetro por 50 centímetros de altura 

- Software de captación de vídeo Carmelo_Acq2.vi para LabView 8.5 

creado en nuestro laboratorio por el Dr. Yézer Morales. 

- Software de análisis de campo abierto OpenFieldOffline.vi para 

LabView 8.5 creado en nuestro laboratorio por el Dr. Yézer Morales. 

3.3.2.2- Protocolo 

Cada animal es depositado con cuidado en el campo abierto mirando 

a la pared y registrado en vídeo durante cinco minutos, al final de los cuales 

se le retira y devuelve a su jaula. Entre cada animal se limpian las heces y la 

orina del aparato con un paño húmedo sin alcohol para evitar la neofobia. 

3.3.3.- Laberinto acuático de Morris (Morris water maze).- 

Esta prueba permite evaluar la memoria espacial y el aprendizaje en 

roedores de forma incruenta. 

3.3.3.1.- Equipo 
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- Piscina circular LE 82090 (Panlab SL. Barcelona) con calefactor y 

bomba de recircularización de agua. 

- Plataforma de plástico transparente de 10 cm de diámetro sobre 

soporte contrapesado de 46 centímetros de altura. 

- Leche en polvo 

- Papel charol 

- Software de captación de vídeo Carmelo_Acq2.vi para LabView 8.5  

- Software de análisis Morris01.vi para LabView 8.5 ambos creados en 

nuestro laboratorio por el Dr. Yézer Morales. 

3.3.3.2.- Protocolo 

La noche antes de empezar las sesiones de trabajo se llena la piscina 

de agua hasta una altura de 47 cm y se enciende la unidad calefactora para 

colocar el agua a 26-28ºC. Una hora antes de comenzar la primera sesión, 

se añade leche en polvo al agua en cantidad suficiente como para opacar la 

superficie de la misma, y se coloca la plataforma de plástico en su lugar 

asignado (la plataforma debe quedar aproximadamente 1 cm por debajo de 

la superficie del agua. Con el paso de los días, la evaporación y otros 

factores hacen bajar el nivel y debe añadirse agua nueva para mantener la 

profundidad correcta).  

Asimismo, la piscina es dividida externamente en 8 sectores 

considerando la parte central del lado más alejado del experimentador 

como el norte y siguiendo el patrón de los puntos cardinales, colocándose 

marcas en el punto correspondiente de la piscina para su identificación. 

Alrededor de la piscina se colocan hojas de papel charol de distintos colores 

y formas que sirvan de referencia para el animal 

Cada animal es sometido a 4 ensayos diarios durante 5 días 

consecutivos. Cada ensayo procede como sigue: 

1. Con la plataforma de plástico oculta bajo la superficie y colocada 

en el centro del sector suroeste, se introduce al animal en el agua con 

cuidado mirando hacia la pared en un punto determinado por la siguiente 

secuencia 
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2. Con el experimentador de pie en silencio en el mismo lugar desde 

donde introdujo al animal en el agua, se permite a este nadar 

durante 1 min o hasta que alcance y suba a la plataforma oculta. 

Sin el animal no llega en el minuto correspondiente, se le conduce 

con cuidado hasta la plataforma. 

3. Se permite al animal descansar en la plataforma durante 30 s. Si 

vuelve a introducirse en el agua se le retira de nuevo a la 

plataforma y se le sujeta por la base de la cola para impedir 

futuras inmersiones no deseadas. 

4. Transcurrido el tiempo de descanso, se vuelve a introducir al 

animal en la piscina por el punto correspondiente de la 

secuencia anterior. 

5. Finalizados los 4 ensayos del día, se seca cuidadosamente al 

animal con una toalla de papel y se le devuelve a su jaula hasta 

el día siguiente. 

3.3.4.- RotaRod acelerado.- 

Esta prueba permite evaluar de forma robusta y reproducible la 

coordinación motora de hasta cinco animales de forma simultánea.  

3.3.4.1.- Equipo 

- RotaRod acelerante Letica LI 8200 (Panlab, SL, Barcelona) 

3.3.4.2.- Protocolo 

Cada animal es sometido a 3 (cepas antiguas) ó 4 (cepas nuevas) 

ensayos diarios durante 5 días consecutivos con un descanso de 15 min 

entre cada ensayo.  

Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 
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E 
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E 
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E 
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El primer día se deposita al animal sobre el cilindro estático durante 

10 s antes de comenzar con el movimiento. Todo animal que no sea capaz 

de aguantar ese tiempo tras cinco intentos es devuelto a su jaula y 

descartado para el experimento. 

Superado ese tiempo, el cilindro comienza a moverse con una 

velocidad inicial de 4 revoluciones por minuto (rpm) con una aceleración 

uniforme de 7’2 rpm en cada min. El tiempo máximo del animal en cada 

sesión se calcula bien cuando el animal no puede seguir sobre el cilindro y 

detiene el reloj asociado a su carril individual o bien cuando el animal es 

incapaz de seguir el ritmo del cilindro y se aferra a él, girando sin moverse. 

Si el animal es capaz de seguir en el cilindro hasta 5 min desde comenzado 

el movimiento (40 rpm), se detiene el cilindro, se devuelve el animal a su 

jaula y se cuentan los 5 min como tiempo máximo. 

Entre cada ensayo se limpia el cilindro con una toalla de papel seca y 

se retiran las heces del carril. 

3.3.5.- Test de agresión (Resident-intruder test).- 

La agresión en ratones puede ser inducida mediante el aislamiento social y 

la privación de comida y agua sin poner en peligro la vida del animal con el fin de 

evaluar su nivel de agresividad natural. 

3.3.5.1.- Equipo 

- Jaulas para alojamiento individual. 

- Software de captación de vídeo Carmelo_Acq2.vi para LabView 8.5, creado 

en nuestro laboratorio por el Dr. Yézer Morales.  

3.3.5.2.- Protocolo 

Cinco animales de quince meses de edad de cada cepa son 

separados y colocados en jaulas individuales con serrín limpio, comida y 

agua ad libitum, y se les mantiene en condiciones estándar de alojamiento 

durante quince días sin cambiar el serrín. 
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Transcurrido ese tiempo, se espera una media hora tras el inicio del 

periodo activo nocturno, se pesa a cada animal, se marca de forma no 

traumática y a continuación se introduce en su jaula un macho control, de 

un peso no superior o inferior en más de un 5% al peso del animal 

residente, durante diez minutos. El proceso se repite con cada animal 

residente, utilizando siempre animales control que no hayan sido 

previamente expuestos a un residente. 

Finalizado el experimento, los animales residentes y los intrusos son 

devueltos a su jaula original   

3.3.6.- Test de enterramiento de canicas (Marble burying test).- 

El comportamiento de excavación en roedores es sencillo de evaluar y ha 

demostrado su utilidad para la caracterización de fármacos ansiolíticos y para el 

trastorno obsesivo-compulsivo (Deacon, 2006a; Deacon, 2006b). 

3.3.6.1.- Equipo 

- Canicas de metal negro brillante de 1’5 centímetros de diámetro. 

3.3.6.2.- Protocolo 

 Se llena una jaula para cada animal con una capa uniforme de serrín 

limpio de 5 centímetros de grosor y se colocan nueve canicas en tres filas 

de tres a igual distancia unas de otras. Las jaulas se colocan sobre una 

superficie estable, separadas unas de otras mediante un folio en blanco 

para impedir que los animales se vean entre sí durante la prueba. 

Cada animal es cuidadosamente colocado en una de las jaulas donde 

permanece 30 min. Transcurrido ese tiempo, cada animal es retirado de la 

jaula con cuidado de no mover el serrín ni las canicas, y devuelto a la suya. 

Un observador entrenado e ignorante del genotipo del animal cuenta 

entonces las canicas enterradas, semienterradas y en superficie.  

3.3.7.- Test de Porsolt (Porsolt forced swimming test).-  
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Dentro de las pruebas para evaluar la conducta depresiva en animales, el 

test de natación forzada o de Porsolt (Porsol et al., 1977) ha sido ampliamente 

utilizado por su sensibilidad a los distintos medicamentos antidepresivos y su 

robustez estadística dentro de la misma cepa (Petit-Demouliere et al., 2004). 

3.3.7.1.- Equipo 

-   Vasos de cristal transparente de 20 cm de alto por 10 de ancho 

-  Separadores plásticos de color blanco de 20 cm de alto por 10 de ancho 

-   Lámpara de luz roja 

-   Software de captación de vídeo Carmelo_Acq2.vi para LabView 8.5   

-  Software de análisis PorsoltOffline3_1.vi para LabView 8.5, ambos creados 

en nuestro laboratorio por el Dr. Yézer Morales. 

3.3.7.2.- Protocolo  

Cada vaso se llena de agua a 26ºC hasta una altura de 13 cm, suficiente 

para que cada animal quede sumergido completamente sin que su cola 

pueda asentarse contra el fondo del vaso, y se coloca sobre una superficie 

estable. Hasta un máximo de cuatro vasos pueden usarse al mismo tiempo, 

separados entre sí por los separadores plásticos para evitar que los 

animales se vean durante la prueba unos a otros. Los animales son 

cuidadosamente introducidos uno por vaso y se les registra en vídeo 

durante seis minutos.  

Finalizada la prueba, cada animal es cuidadosamente secado con una toalla 

de papel y colocado durante cinco minutos en una jaula limpia a 50 cm bajo 

la lámpara de luz infrarroja para después ser devueltos a su jaula. Los  vasos 

se vacían y enjuagan antes de volver a ser utilizados. 

3.3.8.- Test de evitación activa (Shuttle-box avoidance test) 

Un test de aprendizaje no basado en la memoria visual, distinto por ello del 

laberinto acuático de Morris, que utiliza el estímulo condicionado mediante un 

estímulo averso asociado repetidamente a señales luminosas y sonoras. 
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3.3.8.1.- Equipo 

- Caja de atenuación sónica Panlab LE26 

- Caja de evitación activa Panlab LE918 

- Generador de choque eléctrico para reja electrificable Panlab LE10026 

- Software de captación y análisis SHUTAVOID de Panlab 

3.3.8.2- Protocolo  

Cada animal es sometido durante cinco días consecutivos a una 

prueba de aprendizaje condicionado dentro de la caja de atenuación sónica. 

La caja se enciende 10 min antes de comenzar los experimentos para 

permitir que alcance la temperatura de trabajo estable.  

El animal es colocado con cuidado en el compartimento izquierdo de 

la caja de evitación activa, donde se le permite cada día 1 min de 

exploración libre con la puerta de separación entre ambos compartimentos 

abierta para permitir el libre tránsito. Transcurrido ese tiempo, comienza 

una secuencia de 30 s de exploración seguidos inmediatamente por 10 s de 

luz y un estímulo sonoro de 3000 Hz. En el momento en que cesa el 

estímulo, la rejilla electrificable del compartamiento en que se encuentra el 

animal libera una descarga de 0.5 mA que cesa en 10 s o en el momento en 

que el animal cambie de compartimento, a partir del cual comienzan de 

nuevo los 30 s de exploración. La secuencia se repite un total de 40 veces al 

día. 

Una vez concluida la sesión diaria, el animal es devuelto a su jaula. Al 

finalizar las sesiones con todos los animales, las bandejas que se 

encuentran bajo las rejillas electrificables se retiran y limpian para el día 

siguiente.  

 

3.4.- Caracterización metabólica 

3.4.1.- Test de tolerancia a la glucosa con ayuno de 6 h 
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3.4.1.1.- Equipo 

- Glucómetro OneTouch Verio Pro de LifeScan (Milpitas, USA) 

- Tiras reactivas OneTouch GlucoFilter 

- Solución de glucosa 0’25 g/mL 

- Jeringuillas de insulina estériles BD Micro-Fine  

3.4.1.2.- Protocolo 

Cada animal es pesado y colocado en una jaula individual con serrín 

limpio y agua ad libitum en la habitación de experimentación durante seis 

horas, comenzando a las nueve de las mañana y manteniendo la habitación 

en silencio y sin actividad. 

Transcurrido ese tiempo, se corta la punta de la cola del animal, se 

descarta la primera gota de sangre y se obtiene una muestra de sangre para 

el glucómetro. A continuación se inyecta al animal con 8 veces su peso en 

gramos de µL de la solución de glucosa ip (un animal de de 25 g. recibe una 

inyección de 200 µL, para una concentración de glucosa de 2 g/kg de peso). 

La solución de glucosa debe haber sido preparada con doce horas de 

antelación y mantenida a 37ºC para facilitar la rapidez de absorción. 

El animal es devuelto a su jaula, se le retira la comida pero no el 

agua y se repite la toma de muestra de sangre pasados 15, 30, 60, 90, 120, 

150 y 180 min desde la inyección, apretando con cuidado la cola desde la 

base a la punta para hacer fluir la sangre. En el caso de que la sangre se 

coagule en la cola y no se pueda obtener una nueva muestra, se puede 

frotar la punta de la cola cuidadosamente entre los dedos pulgar e índice 

para disolver el coágulo.  

Tras la última toma, se devuelve al animal a su jaula común y se le 

repone la comida. 
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Dados los intervalos de toma prescritos se puede trabajar con 

grupos de hasta doce - quince animales a la vez en función del grado de 

experiencia con la técnica y el manejo de animales. 

3.4.2.- Test de tolerancia a la glucosa con ayuno de 12 h 

Se sigue el mismo protocolo descrito en el apartado anterior, con la 

salvedad de que la separación de los animales en jaulas individuales, el 

pesaje y el comienzo del ayuno se realizan a las 21 h, y la primera toma y la 

inyección a las 9 de la mañana siguiente, manteniendo siempre el ciclo de 

luz-oscuridad. 

3.4.3.- Test de tolerancia a la insulina 

3.4.3.1.- Equipo 

- Glucómetro OneTouch Verio Pro de LifeScan 

- Tiras reactivas OneTouch GlucoFilter 

- Solución de insulina humana 0’25 U/mL en salino 0’9% 

- Jeringuillas de insulina estériles BD Micro-Fine 

3.4.3.2.- Protocolo 

Cada animal es pesado y colocado en una jaula individual con serrín 

limpio, comida y agua ad libitum en la habitación de experimentación 

durante seis horas, comenzando a las nueve de las mañana y manteniendo 

la habitación en silencio y sin actividad. 

Transcurrido ese tiempo, se corta la punta de la cola del animal, se 

descarta la primera gota de sangre y se obtiene una muestra de sangre para 

el glucómetro. A continuación se inyecta intraperitonealmente al animal 

con 0’75 UI/kg de peso de la solución de insulina preparada 

inmediatamente antes de usar y mantenida a 37ºC en baño caliente. 

El animal es devuelto a su jaula, se le retira la comida pero no el 

agua y se repite la toma de muestra de sangre pasados 15, 30, 60, 90, 120, 

150 y 180 min desde la inyección, apretando con cuidado la cola desde la 
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base a la punta para hacer fluir la sangre. En el caso de que la sangre se 

coagule en la cola y no se pueda obtener una nueva muestra, se puede 

frotar la punta de la cola cuidadosamente entre los dedos pulgar e índice 

para disolver el coágulo.  

Las consideraciones respecto al número de animales por grupo de 

trabajo, los intervalos de toma de muestra tras la inyección y el cuidado del 

animal durante y después del experimento son iguales a las descritas para 

los dos experimentos anteriores son las mismas que en los dos casos 

anteriores. 

3.4.4.- Jaulas fisiológicas Physiocage 

3.4.4.1.- Equipo 

- 4 jaulas fisiológicas Physiocage de Panlab. 

- Sistema Oxylet para jaulas fisiológicas 

- Software de captación y análisis METABOLISM de Panlab 

3.4.4.2.- Protocolo 

A cada animal se le retira la comida y el agua durante 6 h antes de 

comenzar el experimento. Transcurrido ese tiempo, se les pesa y se les 

coloca con cuidado en una de las jaulas fisiológicas. Previamente, se 

colocan en los puestos previstos para ello un biberón con 25 mL de agua y 

una cantidad pesada de comida estándar. Cada animal permanece en la 

jaula durante 24 h, después de lo cual es retirado y devuelto a su jaula con 

comida y agua ad libitum, se mide la cantidad de comida y agua consumidas 

y se limpia cuidadosamente con agua y un paño húmedo la jaula para su 

posterior reutilización. 

3.4.5.- Cinta de correr (Treadmill) 

3.4.5.1.- Equipo 

- Cinta de correr Panlab LE8708 de un carril con rejilla electrificable 

- Software de captación SEDACOM de Panlab 



Materiales y métodos 
 

 

56 

3.4.5.2.- Protocolo 

Cada animal es colocado en la cinta de correr y se le permite 

calentar en la misma a una velocidad de carrera continua de 15 cm/s. 

Previamente, la rejilla electrificable colocada en la parte posterior de la 

cinta es activada y fijada a un amperaje de 0’5 mA para estimular al animal 

a correr hasta el agotamiento. 

Transcurrido un periodo de calentamiento de 15 minutos, la 

velocidad de carrera se aumenta hasta 33 cm/s y se permite al animal 

correr hasta el agotamiento, definido a efectos del experimentos como la 

incapacidad para seguir corriendo durante más de cinco segundos a pesar 

de recibir el estímulo eléctrico. El animal es entonces cuidadosamente 

retirado de la cinta y devuelto a su jaula, y el aparato se limpia con agua y 

alcohol para eliminar las heces y la orina.   

3.4.6.- Densitometría 

3.4.6.1.- Equipo 

- Densitómetro de absorción dual Lunar PixiMus (Fitchburg, USA) 

- Clorhidrato de xilacina al 2% Rompun de Bayer 

- Clorhidrato de ketamina 50 mg/ml Ketolar de Pfizer 

- Vaselina pura Goibi de Cinfa 

3.4.6.2.- Protocolo 

 Se retira al animal la comida durante un período de seis horas. 

Transcurrido ese tiempo, se inyecta al animal intraperitonealmente con 10 

µL/g de peso de una solución 3:1 de ketamina:xilacina y se le coloca en una 

jaula limpia sin serrín hasta que la anestesia haga efecto. Cuando esto 

ocurre, se limpian las vías aéreas del animal de cualquier objeto extraño, se 

le cubren los ojos con vaselina y se coloca en el densitómetro. 

 Tras la medición, que dura unos 4 min, se devuelve el animal a su jaula 

con cuidado y se le pone comida en ella. Con el fin de compensar la caída 
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de temperatura corporal, conviene colocar a los animales de la misma jaula 

pegados unos a otros hasta que se pasen los efectos de la anestesia. 

3.5.- Caracterización cardiovascular 

3.5.1.-Tensión arterial y frecuencia cardíaca 

3.5.1.1.- Equipo 

- Medidor de presión arterial no invasivo Panlab LE 5007 

- Unidad calefactora Panlab 5650/6 

- Software de captación SeDaCom v. 1.4.00 de Panlab 

3.5.1.2.- Protocolo 

Cada animal es sometido a un período de habituación durante 4 días 

sucesivos con la prueba de tensión llevándose a cabo el quinto día.  

El primer día se introduce a cada animal en un cepo de restricción de 

movimiento dentro de la unidad calefactora encendida a 37ºC durante 1 h, 

con el cepo cubierto con una pieza de tela oscura. El segundo y tercer día, 

se repite el procedimiento anterior pero se coloca con cuidado la cola del 

animal en el manguito de presión correspondiente durante el mismo 

tiempo. El cuarto día se realizan mediciones de prueba en el animal cada 10 

min a partir de los 20 min de comenzada la sesión de habituación y hasta su 

finalización. El quinto día se repite el procedimiento anterior y se registran 

las medidas obtenidas. 

Tras cada sesión de habituación y la prueba del quinto día se 

devuelven los animales a sus jaulas. Entre cada sesión, los cepos de 

restricción se limpian con una toalla de papel húmeda y se retiran las heces 

del cepo y de la unidad calefactora. 

Cada medición debe producir un valor de presión sistólica, presión 

diastólica, presión arterial media y frecuencia cardíaca. Si esto no ocurre, se 

repite la medición un máximo de cinco veces a intervalos de 30 segundos 
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hasta obtener una medida correcta. Superado ese límite, el animal es 

devuelto a su jaula inmediatamente y se le descarta del experimento. 
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“La conducta es el espejo en el cual cada uno muestra su verdadera imagen” 

Johann Wolfgang von Goethe 
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4.1.- Fondo genético original 

4.1.1.-El control de la glucemia está alterado de forma diferencial 

en las cepas transgénicas.en la edad adulta 

Tanto la cepa CgA-KO como la CgB-KO presentan una 
hipersensibilidad a la insulina que se hace patente en el test de tolerancia a 
la glucosa y la insulina, respectivamente, como una menor área bajo la 
curva de glucemia  pero que no afecta a la glucemia basal (fig. 7).  

 

 Los ratones CgA&B-KO, por el contrario, presenta una 
resistencia a la insulina algo menos manifiesta en el test de tolerancia a la 
insulina que sin embargo no aparece en el de glucosa (fig. 8). 
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Figura 7. Hipersensibilidad a la insulina en las cepas CgA- y CgB-KO en su fondo genético original. A) test de 
tolerancia a la glucosa en ratones CgA-KO de 6 meses de edad. B) test de tolerancia a la insulina en ratones CgB-KO de 
5 meses de edad. En ambos casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico 
fue realizado mediante ANOVA de dos variantes para la comparación de las curvas (φp<0.05) con corrección post-test 
de Bonferroni para comparaciones múltiples en cada punto temporal de muestreo (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005). 
(Datos representados como media aritmética ± error estándar). 



Resultados 
 

 

62 

 

4.1.2.- El perfil densitométrico de las cepas transgénicas muestras 
diferencias significativas en la arquitectura ósea y tisular entre 3 y 6 
meses de edad 

Los ratones CgA-KO presentan una importante disminución de peso 
causada por un menor porcentaje de tejido graso y la reducción en la 
cantidad neta de tejido magro (fig. 9). 
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Figura 8. Resistencia a la insulina en la cepa CgA&B-KO en su fondo genético original. A) test de tolerancia a la 
glucosa en ratones CgA&B-KO de 3 meses de edad. B) test de tolerancia a la insulina en ratones CgA&B-KO de 5 
meses de edad. En ambos casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico 
fue realizado mediante ANOVA de dos variantes para la comparación de las curvas (φp<0.05) con corrección post-
test de Bonferroni para comparaciones múltiples en cada punto temporal de muestreo (*p<0.05). (Datos 
representados como media aritmética ± error estándar). 
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Figura 9. Perfil densitométrico de la cepa CgA-KO en su fondo genético original a los 3 meses de edad incluyendo 
A) la densidad mineral ósea, B) el contenido mineral óseo, C) el peso absoluto de tejido magro, D) el porcentaje de 
tejido graso frente a masa total del animal y E) el peso total del animal. En todos los casos, el número de animales 
empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante una prueba t de Student 
(**p<0.01, ***p>0.005). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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En los CgB-KO, una disminución análoga de peso aparece 
correlacionada con un contenido mineral óseo reducido y una menor 
cantidad de tejido magro (fig 10). 
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Figura 10. Perfil densitométrico de la cepa CgB-KO en su fondo genético original a los 6 meses de edad incluyendo 
A) la densidad mineral ósea, B) el contenido mineral óseo, C) el peso absoluto de tejido magro, D) el porcentaje de 
tejido graso frente a masa total del animal y E) el peso total del animal. En todos los casos, el número de animales 
empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante una prueba t de Student 
(*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 

 



Resultados 
 

 

65 

 Sorprendentemente, la cepa CgA&B-KO muestra un notable 
sobrepeso asociado a una densidad y contenido mineral óseo disminuidos 
y a un aumento de tejido magro, pero no de porcentaje de grasa corporal 
(fig. 11). 
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Figura 11. Perfil densitométrico de la cepa CgA&B-KO en su fondo genético original a los 5 meses de edad 
incluyendo A) la densidad mineral ósea, B) el contenido mineral óseo, C) el peso absoluto de tejido magro, D) el 
porcentaje de tejido graso frente a masa total del animal y E) el peso total del animal. En todos los casos, el 
número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante una 
prueba t de Student (*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.1.3.- La ingesta de comida y agua no se corresponde con las 

diferencias de peso descritas 

La ingesta de comida y agua de los ratones de las 3 cepas 
transgénicas y sus controles respectivos muestra que los ratones CgA&B-
KO son hiperfágicos e hiperdípticos, pero no es diferente en las otras 2 (fig. 
12). 

 

  

C
o

n
tr

o
l 
C

g
A

 (
1
7
)

C
g

A
-K

O
 (

1
5
)

0

2

4

6

8

C
o

m
id

a
 c

o
n

s
u

m
id

a
 (

g
)

C
o

n
tr

o
l 
C

g
B

 (
1
3
)

C
g

B
-K

O
 (

1
5
)

0

2

4

6

8

C
o

m
id

a
 c

o
n

s
u

m
id

a
 (

g
)

C
o

n
tr

o
l 
C

g
A

&
B

 (
1
3
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

1
1
)

0

2

4

6

8

A
li

m
e

n
to

 c
o

n
s

u
m

id
o

 (
g

) **

C
o

n
tr

o
l 
C

g
A

 (
1
7
)

C
g

A
-K

O
 (

1
5
)

0

2

4

6

8

A
g

u
a

 c
o

n
s

u
m

id
a

 (
m

L
)

C
o

n
tr

o
l 
C

g
B

 (
1
3
)

C
g

B
-K

O
 (

1
5
)

0

2

4

6

8

A
g

u
a

 c
o

n
s

u
m

id
a

 (
m

L
)

C
o

n
tr

o
l 
C

g
A

&
B

 (
1
3
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

1
1
)

0

2

4

6

8

A
g

u
a

 c
o

n
s

u
m

id
a

 (
m

L
) **

C
o

n
tr

o
l 
C

g
A

 (
1
7
)

C
g

A
-K

O
 (

1
5
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

P
e

s
o

 (
g

)

C
o

n
tr

o
l 
C

g
B

 (
1
3
)

C
g

B
-K

O
 (

1
5
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

P
e

s
o

 (
g

)

C
o

n
tr

o
l 
C

g
A

&
B

 (
1
3
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

1
1
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

P
e

s
o

 (
g

)

*

A ) B ) C )

Figura 12. Consumo de comida y agua en jaulas fisiológicas en las tres cepas y sus controles durante 24 horas. A) 
cepa CgA-KO y su control, B) cepa CgB-KO y su control y C) cepa CgA&B-KO y su control. En todos los casos, el 
número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante una prueba 
t de Student (*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.1.4.- Las cepas transgénicas muestran una capacidad de ejercicio 
aeróbica muy diferente 

Los ratones CgA-KO son capaces de correr durante más tiempo en 
las pruebas de resistencia aeróbica, mientras que la cepa CgA&B-KO rinde 
considerablemente peor que sus controles. No aparecen diferencias 
significativas en la cepa CgB-KO (fig. 13) 

 

4.1.5.- Las cepas transgénicas muestran una coordinación motora 
dispar  

Mientras que los animales CgA&B-KO parecen mostrar una 
disminución de la coordinación motora en las pruebas de Rotarod frente a 
los controles, los CgB-KO presentan un aumento notable, y no existen 
diferencias en los animales CgA-KO (fig. 14). 
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Figura 13. Rendimiento aeróbico de las tres cepas medida como distancia recorrida en una cinta de correr A) cepa 
CgA-KO y su control, B) cepa CgB-KO y su control y C) cepa CgA&B-KO y su control. En todos los casos, el número 
de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante una prueba t de 
Student (*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.1.6.- La evaluación del fenotipo depresivo por el test de natación 
forzada o Porsolt revela una tendencia a este en los ratones CgA y CgA&B-
KO adultos. 

Ambas cepas presentan un tiempo de natación considerablemente 
reducido frente a sus controles, lo que contrasta con la práctica igualdad 
que se aprecia entre la cepa CgB-KO y su control (fig. 15). 

 

4.1.7.- El test de laberinto acuático de Morris permite apreciar las 
diferencias en la memoria espacial entre las 3 cepas transgénicas. 

Aunque los ratones CgA-KO pasan significativamente más tiempo en 
el agua y con peores porcentajes de acierto que sus controles, esta 
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Figura 15. Evaluación del fenotipo depresivo mediante el tiempo de natación en el test de natación forzada o de 
Porsolt- A) cepa CgA-KO y su control, B) cepa CgB-KO y su control y C) cepa CgA&B-KO y su control. En todos los 
casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante 
una prueba t de Student (*p<0.05, ***p<0.005). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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Figura 14. Coordinación motora de las tres cepas medida como tiempo hasta caer de un RotaRod acelerado 
A) cepa CgA-KO y su control, B) cepa CgB-KO y su control y C) cepa CgA&B-KO y su control. En todos los 
casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado 
mediante ANOVA de dos variantes para la comparación de las curvas (φp<0.005). (Datos representados 
como media aritmética ± error estándar). 
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diferencia desaparece en los CgB-KO y también virtualmente en los CgA&B-
KO (fig. 16). 

 

4.2.- Fondo genético unificado 

4.2.1.- El fenotipo alterado en el control de la glucemia observado 
en las cepas originales se mantiene con el fondo genético unificado 

Por un lado, los test de tolerancia a la glucosa realizados en ayuno 
moderado a los 8 meses de edad y en ayuno prolongado a los 12 muestran 
una clara desviación de las cepas transgénicas frente al control: con ayuno 
moderado (6 horas de ayuno en fase diurna a los 8 meses de edad), los 
niveles basales se mantienen estables pero la curva de respuesta de los 
ratones CgA-KO manifiesta una clara hipersensibilidad a la insulina (fig. 17).  
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Figura 16. Evaluación de la memoria espacial de las tres cepas mediante el lberinto acuático de Morris. A) cepa 
CgA-KO y su control, B) cepa CgB-KO y su control y C) cepa CgA&B-KO y su control. En cada columna, el gráfico 
superior indica el porcentaje de acierto de los animales al encontrar la plataforma de escape oculta dentro del 
tiempo destinado a ello, mientras el inferior detalla el tiempo total de natación hasta alcanzar la plataforma cada 
día de experimentación En todos los casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El 
análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de dos variantes para la comparación de las curvas (φp<0.005) 
con corrección post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples en cada punto temporal de muestreo 
(*p<0.05, *p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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Al mismo tiempo, un ayuno prolongado (12 horas de ayuno en fase 
nocturna a los 12 meses de edad) reduce la glucemia basal de las 3 cepas 
transgénicas, CgA-KO y los CgA&B-KO radicalmente, y estas presentan 
además un perfil muy similar de resistencia a la insulina (fig. 18). 
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Figura 17. Test de tolerancia a la glucosa realizado a las tres cepas en el fondo genético unificado con ayuno 
moderado (6 horas, fase luminosa) a los 8 meses de edad. A) curvas de glucosa mostrando la hipersensibilidad a 
la insulina liberada por la inyección de glucosa en la cepa CgA-KO. B) glucemia basal tras el ayuno y previo a la 
inyección. En ambos casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue 
realizado mediante ANOVA de dos variantes para la comparación de las curvas con corrección post-test de 
Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 en cada punto temporal de 
muestreo (***p<0.005), y ANOVA de una variante para la comparación de la glucemia basal. (Datos representados 
como media aritmética ± error estándar). 
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Por otro, los resultados del test de tolerancia a la insulina tras ayuno 
moderado (6 horas de ayuno en fase diurna a los 12 meses de edad) 
permite observar una marcada hipersensibilidad a la insulina en las cepas 
CgB-KO y CgA&B-KO. Sorprendentemente, la cepa CgA-KO no muestra este 
mismo fenotipo y sus resultados no difieren de los de los controles (fig. 19). 
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Figura 18. Test de tolerancia a la glucosa realizado a las tres cepas en el fondo genético unificado con ayuno 
prolongado (12 horas, fase oscura) a los 12 meses de edad. A) curva de glucosa mostrando la hipersensibilidad a 
la insulina liberada por la inyección de glucosa en la cepa CgA-KO. B) curva de glucosa mostrando la 
hipersensibilidad a la insulina liberada por la inyección de glucosa en la cepa CgB-KO. C) curva de glucosa 
mostrando la hipersensibilidad a la insulina liberada por la inyección de glucosa en la cepa CgA&B-KO.D) glucemia 
basal tras el ayuno y previo a la inyección.  El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de dos variantes 
para la comparación de las curvas (φp<0.01), y ANOVA de una variante para la comparación de la glucemia basal, 
seguido en ambos casos por una corrección post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa 
transgénica con la cepa c57 en cada punto temporal de muestreo y en la glucemia basal (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.005). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.2.2. La evolución temporal de la distribución de la masa corporal 
revela una importante influencia de las cromograninas en la fisiología. 

El contenido y la densidad mineral ósea de los ratones CgA-KO 
aparece aumentado desde los 4 meses, algo que también se aprecia en los 
ratones CgA&B-KO de esa edad pero no persiste en el tiempo. El porcentaje 
de grasa corporal es inferior al de los controles en los CgA-KO de 4 meses, 
los CgB-KO de 8 y los CgA&B-KO de 4 y 8 meses, normalizándose a los 12, y 
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Figura 19. Test de tolerancia a la insulina realizado a las tres cepas en el fondo genético unificado con ayuno 
moderado (6 horas, fase luminosa) a los 12 meses de edad. A) curva de glucosa mostrando la práctica igualdad 
en la respuesta de la cepa CgA-KO con la c57. B) curva de glucosa mostrando la hipersensibilidad a la insulina 
inyectada en la cepa CgB-KO. C) curva de glucosa mostrando la hipersensibilidad a la insulina inyectada en la cepa 
CgA&B-KO.D) glucemia basal tras el ayuno y previo a la inyección. El análisis estadístico fue realizado mediante 
ANOVA de dos variantes para la comparación de las curvas (φp<0.01), y ANOVA de una variante para la 
comparación de la glucemia basal, seguido en ambos casos por una corrección post-test de Bonferroni para 
comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 en cada punto temporal de muestreo y en la 
glucemia basal (*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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la cantidad neta de tejido magro es considerablemente mayor en los CgA-
KO desde los 8 meses, con alguna disminución puntual en los CgB-KO de la 
misma edad (figs. 20, 21 y 22). 
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Figura 20. Perfil densitométrico de las tres cepas en el fondo genético unificado a los 4 meses de edad 
incluyendo A) la densidad mineral ósea, B) el contenido mineral óseo, C) el peso absoluto de tejido magro y D) el 
porcentaje de tejido graso frente a masa total del animal. En todos los casos, el número de animales empleados se 
indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de una variante seguido por una 
corrección post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 
(*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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Figura 21. Perfil densitométrico de las tres cepas en el fondo genético unificado a los 8 meses de edad 
incluyendo A) la densidad mineral ósea, B) el contenido mineral óseo, C) el peso absoluto de tejido magro y D) el 
porcentaje de tejido graso frente a masa total del animal. En todos los casos, el número de animales empleados 
se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de una variante seguido por una 
corrección post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 
(*p<0.05, **p<0.01, ***p>0.005). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.2.3. Las cepas transgénicas presentan perturbaciones en el control 
de la frecuencia cardíaca y la presión arterial que se manifiestan a lo largo 
de la vida del animal 

En el caso de los ratones CgA-KO, la cepa muestra hipertensión 
temprana (diastólica a los 4 y sistólica a los 4 y 8 meses de edad) que se 
modera al año de vida hasta niveles no significativos. Por su parte, la cepa 
CGB-KO desarrolla al año de vida una hipertensión sistólica y diastólica que 
se venía apuntando a los 4 y 8 meses. 

Finalmente, los resultados de la cepa CgA&B-KO resultan distintivos 
por la progresión desde una hipertensión grave a los 4 meses de edad a 
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Figura 22. Perfil densitométrico de las tres cepas en el fondo genético unificado a los 12 meses de edad 
incluyendo A) la densidad mineral ósea, B) el contenido mineral óseo, C) el peso absoluto de tejido magro y D) el 
porcentaje de tejido graso frente a masa total del animal. En todos los casos, el número de animales empleados se 
indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de una variante seguido por una 
corrección post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 
(*p<0.05, **p<0.01, ***p>0.005). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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una moderada a los 8, y finalmente a un fenotipo normotensivo pero 
severamente bradicárdico a los 12 (figs. 23, 24 y 25) 
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Figura 24. Evaluación cardiovascular de las tres cepas en el fondo genético unificado a los 8 meses de edad 
incluyendo A) la frecuencia cardíaca, B) la presión arterial sistólica y C) la presión arterial diastólica. En todos los 
casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante 
ANOVA de una variante del área bajo cada curva seguido por una corrección post-test de Bonferroni para 
comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados 
como media aritmética ± error estándar). 
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Figura 23. Evaluación cardiovascular de las tres cepas en el fondo genético unificado a los 4 meses de edad 
incluyendo A) la frecuencia cardíaca, B) la presión arterial sistólica y C) la presión arterial diastólica. En todos los 
casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante 
ANOVA de una variante del área bajo cada curva seguido por una corrección post-test de Bonferroni para 
comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (*p<0.05, **p<0.01, ***p>0.005). (Datos 
representados como media aritmética ± error estándar). 



Resultados 
 

 

78 

 

 

4.2.4.-La coordinación motora en ratones de 12 meses de edad 
aparece mejorada en las cepas transgénicas CgA- y CgA&B-KO. 

Tanto los ratones CgA-KO como los CgA&B-KO muestran una notoria 
mejora del tiempo de caída en las pruebas de RotaRod acelerado frente al 
control, y los ratones CgB-KO una ligera y no significativa (fig. 26) 
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Figura 25. Evaluación cardiovascular de las tres cepas en el fondo genético unificado a los 12 meses de edad 
incluyendo A) la frecuencia cardíaca, B) la presión arterial sistólica y C) la presión arterial diastólica. En todos los 
casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante 
ANOVA de una variante del área bajo cada curva seguido por una corrección post-test de Bonferroni para 
comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (***p<0.005). (Datos representados como media 
aritmética ± error estándar). 
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4.2.5.- La actividad de las 3 cepas medida en un campo abierto varía 
considerablemente con la edad.  

El análisis de la actividad exploratoria se centra en 3 parámetros: las 
transiciones que lleva a cabo el animal entre los distintos sectores 
imaginarios del área de exploración, la distancia total recorrida por el 
animal y los eventos de rearing, en los que el animal se alza sobre las patas 
traseras y apoya contra las paredes del campo abierto con el fin de 
explorar sus alrededores. 

Los ratones CgA-KO deambulan significativamente menos que los 
c57 a los 4 y 8 meses de edad. Sin embargo, sus resultados a los 12 meses 
invierten completamente la tendencia en todos los parámetros de análisis. 
Los ratones CgB-KO, por su parte, sufren una disminución paulatina de la 
actividad a lo largo de los 3 puntos de la secuencia temporal, con menor 
distancia y exploración que los controles a los 4 y 12 meses. La cepa 
CgA&B-KO es particularmente similar a estos, salvo por un marcado 
aumento de los eventos de rearing a los 12 meses. 
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Figura 26. Resultados de la prueba de RotaRod acelerado realizado en las tres cepas transgénicas en el fondo 
genético unificado a los 12 meses de edad En todos los casos, el número de animales empleados se indica entre 
paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de una variante del área bajo cada curva seguido 
por una corrección post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa 
c57 (*p<0.05, **p<0.01). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 



Resultados 
 

 

80 

 

4.2.6.- La evaluación del fenotipo depresivo en las 3 cepas 
trangénicas revela diferencias entre sí y con los controles. 

La cepa carente de CgB presenta una muy marcada disminución del 
tiempo de natación en el test de Porsolt ya desde los 4 meses. La cepa 
CgA&B-KO muestra una acusada caída del tiempo de natación entre los 4 y 
los 8 meses, pero se estabiliza a esa edad. En el caso de los CgA-KO, el 

c
5
7
 (

3
8
)

C
g

A
-K

O
 (

4
1
)

C
g

B
-K

O
 (

3
7
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
7
)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

N
ú

m
e

r
o

 d
e

 d
e

a
m

b
u

la
c

io
n

e
s

*
***

c
5
7
 (

3
8
)

C
g

A
-K

O
 (

4
1
)

C
g

B
-K

O
 (

3
7
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
7
)

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

***

D
is

ta
n

c
ia

 (
c

m
)

c
5
7
 (

3
8
)

C
g

A
-K

O
 (

4
1
)

C
g

B
-K

O
 (

3
7
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
7
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

E
v

e
n

to
s

 d
e

 r
e

a
r
in

g

*

c
5
7
 (

3
7
)

C
g

A
-K

O
 (

3
4
)

C
g

B
-K

O
 (

3
0
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
4
)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

N
ú

m
e

r
o

 d
e

 d
e

a
m

b
u

la
c

io
n

e
s

***

c
5
7
 (

3
7
)

C
g

A
-K

O
 (

3
4
)

C
g

B
-K

O
 (

3
0
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
4
)

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

D
is

ta
n

c
ia

 (
c

m
)

c
5
7
 (

3
7
)

C
g

A
-K

O
 (

3
4
)

C
g

B
-K

O
 (

3
0
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
4
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

E
v

e
n

to
s

 d
e

 r
e

a
r
in

g

c
5
7
 (

3
4
)

C
g

A
-K

O
 (

3
8
)

C
g

B
-K

O
 (

3
1
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
3
)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

N
ú

m
e

r
o

 d
e

 d
e

a
m

b
u

la
c

io
n

e
s

*

**

c
5
7
 (

3
4
)

C
g

A
-K

O
 (

3
8
)

C
g

B
-K

O
 (

3
1
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
3
)

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

D
is

ta
n

c
ia

 (
c

m
)

**

*

c
5
7
 (

3
4
)

C
g

A
-K

O
 (

3
8
)

C
g

B
-K

O
 (

3
1
)

C
g

A
&

B
-K

O
 (

3
3
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

E
v

e
n

to
s

 d
e

 r
e

a
r
in

g

***

***

A )

B )

C )

Figura 27. Registro de la actividad de las 3 cepas en el fondo genético unificado en un campo abierto, 
incluyendo el número de deambulaciones entre sectores (primera columna), la distancia total recorrida (segunda 
columna) y el número de eventos de rearing producidos (tercera columna). A) 4 meses, B) 8 meses y C) 12 meses 
de edad. En todos los casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico 
fue realizado mediante ANOVA de una variante del área seguido por una corrección post-test de Bonferroni para 
comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005,). (Datos 
representados como media aritmética ± error estándar). 
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tiempo varía mucho menos entre tanda y tanda y en ningún caso de forma 
significativa (fig. 28) 

 

4.2.7.- Los resultados del laberinto acuático de Morris en todas las 
cepas no muestran diferencias en la memoria espacial. 

Las curvas de éxito en alcanzar la plataforma son virtualmente 
idénticas y sólo se aprecia una ligera mejoría de la cepa CgA-KO en el 
tiempo pasado en el agua antes de encontrar la plataforma de salida (fig. 
29). 
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Figura 29. Evaluación de la memoria espacial de las tres cepas a los 12 meses de edad en el fondo genético 
unificado. A) Porcentaje de éxito en alcanzar la plataforma de escape oculta en cada día de experimentación, B) 
tiempo de natación de los animales hasta alcanzar la plataforma oculta cada día de experimentación El análisis 
estadístico fue realizado mediante ANOVA de dos variantes para la comparación de las curvas del área bajo las 
curvas con corrección post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples en cada punto temporal de 
muestreo. (Datos representados como media aritmética por animal y día ± error estándar). 
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Figura 28. Evaluación del fenotipo depresivo mediante el test de natación forzada o de Porsolt realizada en las 
tres cepas transgénicas en el fondo genético unificado. A) 4 meses de edad B) 8 meses de edad y C) 12 meses de 
edad. En todos los casos, el número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue 
realizado mediante ANOVA de una variante seguido por una corrección post-test de Bonferroni para 
comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005). (Datos 
representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.2.8.- El aprendizaje condicionado a los 16 meses resulta 
notablemente más rápido en los ratones CgB-KO 

Los resultados del test de aprendizaje condicionado muestran que 
esta cepa es capaz de aprender antes y con un porcentaje mayor de éxito a 
evitar el estímulo desagradable que los controles y las cepas CgA- y CgA&B-
KO (fig. 30) 

 

4.2.9.- No existe un fenotipo de ansiedad estadísticamente sólido en 
los ratones de 12 meses. 

Ninguna de las 3 cepas presenta diferencias significativas en cuanto 
a tiempo en la zona iluminada de la caja luz-oscuridad y número de 
transiciones entre zonas (fig. 31) 
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Figura 30. Evolución del aprendizaje condicionado en machos de 16 meses de las 3 cepas transgénicas en el 
fondo genético unificado. A) Porcentaje de cambio condicionado a lo largo de los 5 días de experimentación y B) 
Porcentaje de cambio condicionado el último día de aprendizaje. En ambos casos, el número de animales 
empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de una variante del 
área bajo cada curva y del porcentaje de cambio condicionado el último día seguidos por una corrección post-test 
de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (φp<0.05, *p<0.05). (Datos 
representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.2.10.- Los resultados del test de enterramiento de canicas indican 
un déficit en este proceso en los ratones carentes de CgB. 

La cepa CgB-KO entierra significativamente menos canicas en el 
tiempo prescrito para la prueba que los controles, mientras que los (fig. 32) 
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Figura 31. Estudio de la ansiedad en la caja luz-oscuridad en las tres cepas transgénicas del fondo genético 
unificado a los 12 meses de edad. A) Número de transiciones entre los compartimentos oscuro e iluminado y B) 
Tiempo pasado en el compartimento iluminado. En ambos casos, el número de animales empleados se indica 
entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de una variante seguido por una corrección 
post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57. (Datos 
representados como media aritmética ± error estándar). 
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4.2.11.- Los test de residente-intruso muestran una tendencia a la 
agresividad incrementada en los ratones CgB- y CgA&B-KO. 

Los animales de esas dos cepas realizan un número mucho mayor de 
ataques en el período de interacción descrito con los animales intruso de la 
cepa c57 (fig. 33). 

 

 
Figura 33. Evaluación de la tendencia a la agresividad en las tres cepas transgénicas del fondo genético 
unificado a los 12 meses de edad mediante el test residente-intruso. El número de animales empleados se indica 
entre paréntesis. El análisis estadístico fue realizado mediante ANOVA de una variante seguido por una corrección 
post-test de Bonferroni para comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (**p<0.01, 
***p<0.005). (Datos representados como media aritmética ± error estándar). 
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Figura 32. Comportamiento de enterramiento en las tres cepas transgénicas del fondo genético unificado a los 
10 meses de edad.  El número de animales empleados se indica entre paréntesis. El análisis estadístico fue 
realizado mediante ANOVA de una variante seguido por una corrección post-test de Bonferroni para 
comparaciones múltiples de cada cepa transgénica con la cepa c57 (*p<0.05). (Datos representados como media 
aritmética ± error estándar). 
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4.2.12.- Las 3 cepas de ratones transgénicos presentan un 
porcentaje de barbering en el rostro y el pelaje considerablemente mayor 
que los c57. 

El barbering o efecto Dalila es el corte sistemático y repetido de las 
vibrisas y/o el pelaje de los individuos de una jaula por parte de un 
individuo dominante, generalmente más pesado (Sarna et al., 2000). Es un 
proceso doloroso y complejo, prolongado en el tiempo y que requiere la 
completa sumisión de los ratones dominados. 

En el caso de las 3 cepas transgénicas, más de un 40% de las jaulas 
presentaban barbering en al menos la mitad de los individuos (fig. 34). El 
patrón de corte se repetía en todos los habitantes de la jaula y era 
diferente entre jaulas distintas.  
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Figura 34. Porcentaje de jaulas con presencia de barbering en las tres cepas transgénicas. Los números sobre 
cada barra indican el número de jaulas con barbering frente al número total de jaulas de cada genotipo.  



 

 

 

 

“El problema con los hechos es que haya tantos de ellos” 

Samuel McChord Crothers , El lector gentil,  

  

“Cuando creíamos que teníamos todas las respuestas, de pronto, cambiaron todas las 

preguntas”  

Mario Benedetti  
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 La caracterización de los organismos transgénicos a cualquier nivel, tal y 

como se ha intentado documentar y justificar adecuadamente en la introducción 

de la presente tesis doctoral, ha sido y es una herramienta poderosa para la 

investigación en biología y medicina. Sin embargo, conforme nuestro 

entendimiento de la naturaleza ha ido incrementándose por la empresa conjunta 

y esencial de la ciencia también lo ha hecho su complejidad y nivel de detalle. Es 

pues nuestra bendición y nuestra condena como científicos que, en palabras del 

humanista alemán Albert Schweitzer, “según vamos adquiriendo conocimiento, 

las cosas no se hacen más comprensibles sino más misteriosas”. Interpretar por 

tanto una serie de resultados que abarcan la práctica totalidad de funciones 

fisiológicas de un ser vivo, especialmente un animal altamente social y cercano 

evolutivamente a los seres humanos, en base a la ausencia de una o dos de entre 

miles de proteínas podría parecer fútil en el mejor de los casos y arrogante en el 

peor.  

 Pero tal es la naturaleza de la ciencia que debe ser posible, mediante el 

razonamiento y un cuidadoso estudio de los hechos y la documentación 

existente, encontrar explicaciones a los fenómenos naturales o, al menos, realizar 

predicciones que nos permitan, mediante su confirmación o refutación, 

acercarnos a la verdad. En la escasa medida de mis posibilidades, esa es mi 

intención para este capítulo de mi tesis doctoral 

5.1.- Los complejos orígenes de las alteraciones fenotípicas en ratones 

carentes de cromograninas. 

El análisis de cualquier fenotipo alterado observado en los resultados de los 

experimentos según se han descrito es necesariamente complejo debido a varios 

factores que ya han sido mencionados brevemente en la introducción de esta 

tesis: el papel de las cromograninas en el almacenamiento y liberación de 

catecolaminas, con las múltiples funciones fisiológicas que estas presentan, su 

función en la granulogénesis y acumulación de otras sustancias no catecolaminas 

en los gránulos, y su naturaleza como polipéptidos y prohormonas con un 

número importante de péptidos derivados con actividad fisiológica conocida y 

desconocida. A estos tres elementos hay que sumarles además otro, del que muy 

poco se conoce en este caso, y que casi siempre aparece cuando se trabaja con 

animales transgénicos: posibles mecanismos de compensación fisiológica por la 
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pérdida de una o las dos cromograninas durante el desarrollo embrionario o a lo 

largo de la vida de los animales. 

 Además, la existencia de dos juegos de resultados, uno en cada fondo 

genético disponible en su momento, que a veces resultan diferentes para la 

misma prueba cuando no francamente opuestos, indica muy claramente la 

influencia del mismo en la fisiología del animal y dificulta aún más el extraer 

conclusiones circunscritas solamente al papel de las cromograninas en la 

fisiología. Puesta por tanto la venda, vayamos ahora a analizar la herida. 

5.2.- Las cromograninas participan en la regulación del metabolismo de la 

glucosa.  

En los test de tolerancia a la glucosa y a la insulina se evalúan 

fundamentalmente la respuesta del organismo al estímulo en dos fases: primero, 

la liberación de insulina inducida por el exceso de glucosa; segundo, la capacidad 

de la insulina para devolver los niveles de glucosa a números cercanos a su nivel 

basal (GTT) o bien para disminuirlos rápidamente (ITT). En este sentido, un 

cuidadoso examen de las curvas temporales de respuesta a la inyección en cada 

prueba revela en primer lugar una crucial diferencia entre los períodos moderado 

y prolongado de ayuno en el test de glucosa, tanto en la glucemia basal como en 

las curvas temporales. En primer lugar, los datos experimentales en ayuno 

moderado nos hablan de una hipersensibilidad a la insulina liberada en la cepa 

CgA-KO, un resultado que ya había sido descrito en el fondo genético original 

para los ratones carentes de CgA (Gayen et al., 2009), que aparecía en animales 

mayores de 6 meses y cuyo fenotipo podía ser rescatado mediante la adición de 

pancreastatina, un péptido antagonista de la liberación de insulina derivado de la 

CgA, con lo que se podría considerar explicada dicha reacción.  

El fenotipo de los animales CgB- y CgA&B-KO es más llamativo: los ratones 

CgB-KO habían demostrado presentar una incapacidad para liberar 

adecuadamente insulina en respuesta a una inyección de glucosa, con una 

respuesta apenas detectable (Obermüller et al., 2009) en animales de 3 a 6 meses 

de edad. Aunque en dichas cepas en su fondo genético original se aprecia una 

leve hipersensibilidad (CgB-KO) y resistencia (CgA&B-KO) a la insulina liberada por 

inyección de glucosa, en ambos casos de edad igual o inferior a 6 meses, dicho 

fenotipo no aparece en el fondo genético unificado con ayuno moderado. La 
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hipersensibilidad a la insulina inyectada (recordemos que la pancreastatina sólo 

es antagonista de la liberación de insulina, no de la insulina en sí) que si muestran 

ambas cepas pero no la CgA-KO en tal situación es más difícil de explicar. Una 

posible solución sería que el organismo haya desarrollado en estas cepas un 

mecanismo de compensación a la liberación defectuosa de insulina, como un 

aumento de receptores de la molécula, que se manifieste a edades avanzadas o 

una modificación de la liberación de glucagón o somatostatina. De hecho, ambas 

moléculas también presentan perturbaciones en su liberación según la 

descripción del artículo de Obermüller. Sin embargo, esta es una hipótesis 

requeriría experimentos adicionales fuera del alcance de esta tesis.  

La glucemia basal y las curvas temporales en las tres cepas muestran un 

desplome frente a los ratones control tras ayuno prolongado. Este hecho resulta 

muy interesante ya que el control de la glucemia en esta situación pasa a 

depender, no solo de la insulina, sino de un conjunto de moléculas que podemos 

definir como hiperglicémicas, que aumentan la glucemia en sangre desde el 

hígado así como la producción energética del tejido graso, para compensar la 

falta de alimento como la hormona del crecimiento, los glucocorticoides o, y esto 

parece decisivo, las catecolaminas. Es factible por tanto que un menor nivel de 

catecolaminas en plasma, resultado de una menor secreción regulada, produzca 

en todas las cepas una menor glucemia basal y sin embargo permita una rápida 

recuperación transitoria al inyectar la sobredosis de glucosa. Mención aparte 

merece la cepa CgB-KO, sin embargo, cuyo curva temporal muestra una 

incapacidad para recuperar concentraciones tan elevadas de glucosa como las 

otras dos y recupera sus niveles basales más rápidamente. El motivo más factible 

para esta diferencia remite nuevamente al artículo de Obermüller, donde la 

secreción de glucagón a esas concentraciones de glucosa se reduce 

prácticamente a la mitad en los animales transgénicos que en los controles, lo 

que permitiría que la insulina liberada como resultado de la inyección actuara 

más velozmente sobre la glucemia. 

Esta explicación presenta sin embargo dos problemas: 1) la concentración 

en plasma de catecolaminas para los animales transgénicos en condiciones 

normales y en estrés no se conoce, y por lo tanto no podemos ir más allá del 

ámbito de la especulación al respecto de sus efectos fisiológicos (volveré sobre 
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esto más adelante); 2) a priori, cualquier mecanismo presente en las cepas CgA- o 

CgB-KO debería también aparecer en el doble mutante, y eso no se da en el caso 

del ayuno prolongado, donde, de ser cierta la hipótesis del glucagón, la curva de 

glucosa debería ser igual que la de los ratones CgB-KO. Resulta evidente la 

necesidad de datos adicionales sobre las concentraciones de glucagón, insulina y 

catecolaminas en plasma durante los experimentos para poder avanzar en el 

conocimiento de la relación de las cromograninas con el control fino de la 

glucemia en sangre. 

5.3.- Existe un efecto poco claro de las cromograninas sobre la 

arquitectura de los animales. 

Las pruebas densitométricas presentan cierta variabilidad en los resultados 

especialmente centrada en el fondo genético. Esto era de esperar, si se tiene en 

cuenta que las variaciones más inmediatas entre los distintos fondos son 

morfológicas, de tamaño y color. Si bien las alteraciones de porcentaje de tejido 

graso, que aparecen dispersas en los varios genotipos, edades y fondos genéticos, 

pueden de nuevo rastrearse al menos parcialmente hasta la pancreastatina, que 

además de su mencionado antagonismo a la liberación pancreática de insulina 

presenta también un antagonismo a la lipogénesis en tejido graso de esta, es 

imposible con los datos disponibles formular una hipótesis sencilla que explique 

las variaciones observadas.  

Un aspecto interesante que aparece repetidamente en las pruebas es la 

alteración del contenido y la densidad mineral ósea, y en relación a este 

fenómeno existe una pequeña cantidad de artículos en la bibliografía que 

mencionan el papel de las catecolaminas en los huesos a distintos niveles. 

Recientemente se ha descrito, por ejemplo, una importante presencia de 

receptores adrenérgicos β2 en los huesos con la función de estimular la 

formación de osteoclastos, células multinucleadas encargadas de la remodelación 

ósea (Aitken et al., 2009), y el bloqueo farmacológico de dichos receptores o la 

inactivación de los genes que los codifican incrementa la masa ósea (Qin et al., 

2010), lo que en principio podría ser coincidente con el efecto causado por un 

menor nivel de catecolaminas en plasma.  

5.4.- Al menos dos mecanismos diferentes implican a las cromograninas 

en la homeostasis vascular. 
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En los resultados de la tensión arterial y la frecuencia cardíaca se pueden 

observar tres claras tendencias asociadas a la edad: 1) la evolución de la cepa 

CgA&B-KO a bradicárdico; 2) el paso de las cepas CgA- y CgA&B-KO de un 

fenotipo hipertenso a uno normal y 3) el desarrollo de la hipertensión en los 

ratones CgB-KO.  

En el análisis de estos fenómenos volvemos a contar de nuevo con la ayuda 

de la bibliografía: un estudio de homeostasis vascular fue realizado en los ratones 

carentes de CgA en su fondo genético original por parte del equipo de los 

doctores Mahata y O’Connor (Gayen et al., 2009). En el artículo, la presión 

arterial y la frecuencia cardíaca estaban elevadas en reposo y durante una 

situación de estrés, y la sensibilidad barorrefleja se veía claramente disminuída. 

Ambos fenotipos pudieron ser rescatados con una adición de catestatina, como 

ya se ha mencionado un péptido derivado de la CgA que inhibe la liberación 

regulada de catecolaminas, de forma análoga a lo anteriormente comentado para 

la pancreastatina y la glucemia. Asimismo, los niveles de adrenalina y 

noradrenalina excedían ampliamente los de los controles en reposo, pero no 

aumentaban ante el estrés. Nuestros resultados, más limitados en el detalle, 

corroboran estos en cierto modo, aunque el aumento de la frecuencia cardíaca 

no aparece en ningún momento, lo que nos permite compartir la hipótesis 

elegantemente formulada de una inestabilidad global que implica factores 

simpáticos y parasimpáticos en el fenotipo hipertenso de los ratones CgA-KO. 

En el caso de la CgB, un estudio de polimorfismos del gen en humanos y de 

una cepa de ratones CgB-KO generada por el mismo equipo de investigación 

(Zhang et al., 2009) muestra también hipertensión en los ratones y, 

extrañamente, una mayor tendencia a la hipertensión en humanos en aquellos 

alelos de CgB que se correlacionaban con un mayor nivel circulantes de 

catecolaminas en plasma. Nuevamente, nuestros resultados corroboran en cierta 

forma los descritos. 

Todo lo anterior indica que ambas cromograninas participan al menos de 

dos maneras en la homeostasis vascular: 1) la acumulación de catecolaminas y su 

secreción regulada; 2) la actividad de sus péptidos derivados.  

Un número de incógnitas surge de nuestros datos que tienen difícil 

respuesta con la información disponible: las progresiones invertidas de la presión 
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arterial observadas en CgA- y CgA&B-KO por un lado y CgB-KO por el otro podrían 

tener relación tanto con la catestatina como con otros péptidos derivados de CgA 

como vasostatina I y II, que producen vasorrelajación periférica; sin conocer 

cómo afecta a los niveles circulantes de catecolaminas la pérdida de cada 

cromogranina, y sin conocer tampoco si ambas catecolaminas se ven afectadas 

por igual por esa carencia, es imposible discriminar el efecto real de unas y otras 

en la homeostasis vascular; por último, queda por explicar la bradicardia de la 

cepa CgA&B-KO en este mismo contexto. 

5.5.- El análisis del fenotipo emotivo y cognitivo en los ratones carentes 

de Cgs apoya la existencia de una actividad de estas independiente de las 

catecolaminas en el sistema nervioso central. 

La cepa CgB muestra una clara propensión a la depresión y la ansiedad a lo 

largo de su primer año de vida, además de la agresión incrementada, y rinde peor 

en el test de enterramiento de canicas, un modelo de comportamiento 

compulsivo cuyo núcleo fisiológico se asocia al hipocampo (Deacon y Rawlins, 

2005), en el conjunto de datos más amplio y sistemático perteneciente al fondo 

genético unificado. Estos resultados son casi opuestos a los que se encuentran en 

modelos de sobreabundancia de catecolaminas, como los ratones carentes de las 

mediáticas MAO-A y –B, dos de las enzimas encargadas de la degradación de 

estos neurotransmisores (Bortolato et al., 2009; Godar et al., 2011), lo que podría 

llevar a pensar que una disminución de adrenalina y noradrenalina a nivel del 

sistema nervioso central estaría detrás de ese fenotipo. Pero ocurren varias 

circunstancias que me hacen dudar de esto: 1) los extraños perfiles conductuales 

de las otras dos cepas transgénicas, con los ratones CgA-KO mostrando una pauta 

de actividad cambiante en el campo abierto y la abundancia de barbering (sobre 

la que volveremos más adelante) y un CgA&B-KO extremadamente agresivo y 

aparentemente depresivo en la edad madura pero sin fenotipo ansioso, incluso 

desinhibido en los comportamientos exploratorios a los doce meses. 2) Las 

diferencias en coordinación motora observadas en la pruebas de RotaRod, donde 

una influencia de una menor abundancia de dopamina sería una explicación bien 

documentada si existiera una menor aptitud en los animales transgénicos, 

muestran en realidad una mejora en los tiempos para los CgA- y CgA&B-KO. 3) La 

enorme mejora en aprendizaje condicionado de la cepa CgB-KO. Los casos 
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estudiados en la literatura de un efecto de las catecolaminas en el aprendizaje 

condicionado se remontan se remontan a finales de los años 50 y todos los que 

he consultado inciden en la relevancia de la noradrenalina para el 

establecimiento de la memoria condicionada. De hecho, se ha documentado 

como el déficit de noradrenalina causa un menor aprendizaje por aversión sin 

afectar a la memoria espacial (Kobayashi et al., 2000), lo contrario de lo que 

esperaría encontrar si el amplio fenotipo conductual que aparece en esta cepa 

fuera causado por una deficiencia catecolaminérgica. 4) El ya mencionado 

fenómeno del barbering y sus efectos en la conducta. En la modalidad que 

presentan los animales que hemos empleado, ejercida por un solo macho 

dominante que elimina de forma violenta las vibrisas sensoriales y/o parte del 

pelo del animal de forma repetida y consistente, se considera una manifestación 

extrema de dominación social (Sarna et al., 2000; Kalueff et al., 2006) y un 

modelo interesante de la tricotilomanía (Kurien et al., 2005). Aunque existen 

precedentes que hablan de la influencia de las catecolaminas, la dopamina en 

este caso (Tammimäki et al., 2010), en la aparición del barbering, se da 

justamente en un modelo transgénico cuyos niveles de dopamina variaban por 

encima y por debajo de los de los controles en diversas áreas cerebrales de forma 

que la mera concentración no podría ser la única responsable del fenómeno, 

debiendo participar también al menos mecanismos de regulación postsináptica. 



 

 

 

“Nuestra incapacidad para discernir un bien universal no demuestra una 

falta de perspectiva o de ingenio, sino meramente que la naturaleza no 

contiene ningún mensaje moral enmarcado en términos humanos. La 

moralidad es un asunto de filósofos, teólogos, estudiantes de las humanidades, 

seguramente de todo ser racional. Las respuestas no se leerán pasivamente de 

la naturaleza; ni surgen o pueden hacerlo de los datos de la ciencia. La 

realidad fáctica del mundo no nos enseña como nosotros, con nuestra 

capacidad para el bien y el mal, debemos alterarlo o preservarlo de la forma  

más ética” 

 Stephen Jay Gould. “Dientes de gallina y dedos de caballo” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

CCoonncclluussiioonneess



Conclusiones 
 

 

99 

 

 

1. Las cromograninas A y B son componentes proteicos de la matriz de vesículas de 

núcleo denso directamente involucrados en la formación de los mismos y en la 

acumulación de diversas substancias en su interior. 

2. La función fisiológica de estas proteínas excede sin embargo su papel en la 

matriz intravesicular e incluye la participación en el mantenimiento de la 

glucemia, la homeostasis vascular y un número de fenotipos conductuales. 

3. La implicación de las cromograninas en el mantenimiento de la glucemia se 

produce al menos de dos maneras diferentes: el péptido pancreastatina, 

derivado de la cromogranina A, y una función hiperglicémica indirecta durante el 

ayuno prolongado probablemente mediada por las catecolaminas liberadas de 

los gránulos. 

4. De forma muy similar, el efecto de estas proteínas sobre la homeostasis 

vascular parece centrarse en los péptidos derivados de la cromogranina A 

y el efecto de las catecolaminas liberadas. 

5. La amplia variedad de perturbaciones conductuales y cognitivas asociadas 

a la perdida de una o ambas proteínas, así como el perfil fenotípico tan 

diferente que presenta cada cepa, apuntan a la existencia de una acción 

independiente de catecolaminas sobre varios puntos del sistema nervioso 

central. 

6. La determinación de las catecolaminas en plasma en las tres cepas a lo 

largo de la serie temporal de experimentos es vital para poder establecer 

más precisamente las funciones específicas de cada proteína. 

 



 

 

 

“Bernardo de Chartes solía decir que nosotros (los Modernos) somos como 

enanos subidos a los hombros de gigantes (los Antiguos), y así somos capaces 

de ver más y más lejos que ellos. Y esto no es en absoluto por la agudeza de 

nuestra visión o la estatura de nuestro cuerpo, sino porque nos sostienen y 

elevan la magnitud de los gigantes” 

John de Salisbury 
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