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Efecto del estrés en la adquisicion y consolidacion de la
memoria de reconocimiento de objetos en ratas
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Psicofarmacologia, Unidad de Investigacion Interdisciplinaria en Ciencias de la Salud y Educacion (UIICSE), FES-Iztacala, Universidad Nacional
Auténoma de México, Tlalnepantla. Ciudad de México, México

Resumen

Introduccion: Muchas tareas utilizadas en la evaluacion del aprendizaje y memoria tienen componentes estresantes. Esto
dificulta la interpretacion de resultados de los efectos del estrés sobre la mejoria, el deterioro o la ausencia de efecto en la
memoria. Se considera que la tarea de reconocimiento de objetos (RO) no contiene estimulos estresantes, por lo que pue-
de ser dtil en el estudio del efecto del estrés sobre la memoria. Objetivo: Evaluar el efecto del estrés por restriccion (R)
(15 min) sobre la adquisicién y consolidacion de la memoria en RO. Adicionalmente se evalud la posible activacion del eje
hipotalamo pituitario adrenal como consecuencia del entrenamiento en RO. Método: Ratas machos Wistar asignadas a
cuatro grupos ejecutaron la tarea de RO: dos con R pre o posentrenamiento (R+RO, RO+R), otro recibid corticosterona (C)
intraperitonealmente preentrenamiento (C+RO) y uno solo RO. Al concluir la tarea, fueron sacrificados inmediatamente y se
cuantificd la C plasmatica por ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Para descartar el efecto estresor del
entrenamiento en RO, se midid la C en cuatro grupos: uno intacto (I), dos entrenados en RO sacrificados 0 0 24 h después
(ERO-0 y ERO-24) y otro restringido 15 min (R15), sacrificado inmediatamente después. Resultados: La R deterioro la
adquisicion en los grupos R+RO y RO+R; la concentracion de C aumentdé en R+RO y C+RO. En los grupos ERO-0 y R15
aumento la concentracion de C plasmatica. Conclusiones: La R deteriord la adquisicion en RO. El entrenamiento en RO
aumento la concentracion de C en plasma similar a R15, indicando la naturaleza estresante de la tarea. Es probable que el
deterioro de memoria en el grupo R+RO se deba a la suma de la elevacion de la C inducida por la R y a los cambios in-
ducidos por el entrenamiento en RO. La inyeccion de C no modificé la memoria.
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The effect of stress on acquisition and consolidation of object recognition memory in rats

Abstract

Introduction: Many tasks used in the evaluation of learning and memory have stressful components. This makes it difficult
to interpret the effects of stress on improvement, impairment or no effect on memory. It is considered that the object recog-
nition task (RO) contain no stressful stimuli; therefore, it can be useful in the study of the effect of stress on memory.
Objective: To evaluate the effect of restraint stress (R) (15 min) on acquisition and consolidation of memory in RO. In
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addition, the possible activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis was evaluated as a consequence of the training
in RO. Methods: Male Wistar rats assigned to four groups carried of the task of RO: two with R pre or post-training (R+R0O,
RO+R), another received corticosterone (C) intraperitoneally pre-training (C+R0O) and one RO only (RO). Thereafter, they
were immediately sacrificed and plasma C was quantified. To exclude the stressor effect of training in RO, C was measured
in four groups: one intact (I), two trained in RO sacrificed 0 or 24 h later (ERO-0 and ERO-24) and another restricted 15
min (R15), sacrificed immediately after. Results: The R impaired the acquisition in the groups R+RO and RO+R; the con-
centration of C increased in R+RO and C+RO. In ERO-0 and R15, the plasma C increased. Conclusions: The pre-training
R impaired memory. Training in RO increased the plasma C similar to R15 indicating the stressful nature of the task. The C

injection did not modify memory.

Key words: Recognition memory. Acquisition. Stress. Corticosterone. Restriction.

Introduccion

El estrés facilita, deteriora o0 no influye en las etapas
de la memoria en ratas'®y humanos®, su efecto inter-
viene en los circuitos cerebrales involucrados®. La
respuesta depende de las caracteristicas del estresor’,
la duracion y naturaleza de la tarea®'?, y factores fisio-
l6gicos del sujeto que influyen en las respuestas neu-
roendocrinas y conductuales'.

El estrés provoca liberacion de corticosterona (C) por
las glandulas suprarrenales'?'3. Niveles de estrés alto
0 bajo deterioran la memoria y un nivel moderado la
mejora'*. La administracion de C puede mejorar’® o
deteriorar la memoria'*'8'7, lo que depende de la dosis,
la experiencia emocional o la fase de la memoria
estudiada’®®.

La naturaleza de la tarea es importante. En el estudio
de la memoria de procedimiento hemos utilizado dos
tareas: la de evitacion inhibitoria (El) y el laberinto ele-
vado en T (LET). En la El, la administracion del choque
provoca que los animales aprendan a evitar el estimulo
aversivo durante el entrenamiento. Con esta tarea se
han estudiado diferentes estructuras cerebrales y la
participacién de sistemas de neurotransmisién como el
colinérgico®2'. Anticolinérgicos como la escopolamina
administrada intraperitonealmente?? o intraestriatal in-
dujeron amnesia®:. La escopolamina posentrenamien-
to no produjo amnesia en intensidades de 1y 1.5 mA;
con intensidades de 2 y 2.5 mA produjo amnesia?®?y
altas intensidades, 2.8 y 3.0 mA, no deterioraron la
memoria. Se ha propuesto que con altas intensidades
de choque, la actividad colinérgica no es necesaria
para la consolidacion®*. Estudios realizados con ago-
nistas GABAérgicos demostraron quela administracion
de muscimol indujo amnesia® y potencié la amnesia
inducida por escopolamina, con intensidades bajas?®.

Los componentes aversivos de la tarea con el LET
fueron comparados con estresores como la restriccion
de movimiento (R)%’, estresor traumético para los

roedores? que activa el eje hipotdlamo pituitario adre-
nal (HPA)?’. La exposicidn pre entrenamiento a 60>° o
15 min de R deterioraron la memoria pero no la ex-
posicion posentrenamiento®’. Estas dos tareas son
consideradas aversivas por la presencia de los espa-
cios abiertos y el choque, componentes considerados
estresores intrinsecos®?. La exposicion al entrenamien-
to en LET activa el eje HPA%® y el choque en El au-
menta la concentracién de C%°, por lo que los resulta-
dos podrian interpretarse como la suma de los
estresores intrinsecos mas el estresor extrinseco con
efecto en el entrenamiento.

La tarea de reconocimiento de objetos (RO) evalua
la memoria declarativa mediante la preferencia por la
novedad®*2®, Tiene la ventaja de que los ensayos pue-
den ser modificados para examinar diferentes compo-
nentes de la memoria, el efecto del estrés y la libera-
ciéon de hormonas. Se ha propuesto que carece de
estimulos aversivos por no requerir de privacion de
agua y comida®?’, El objetivo de este trabajo fue eva-
luar en una tarea de memoria de reconocimiento de
objetos, el efecto del estrés por R (15 min) sobre la
adquisicion y consolidacion de la memoria y estudiar
la posible activacion del eje HPA como consecuencia
del entrenamiento de la tarea.

Método

Sujetos

Los experimentos fueron realizados siguiendo las
normas establecidas por las guias de conducta ética
en el cuidado y uso de animales no humanos de la
Society for Neuroscience. Se utilizaron ratas Wistar
machos adultos ingenuos experimentalmente
(250-270 g) provenientes del bioterio de la Universidad
Nacional Auténoma de México, FES-Iztacala. Los su-
jetos fueron alojados en el bioterio, con agua y alimento
ad libitum, con un ciclo de luz-oscuridad (8:00 a
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20:00 h), donde permanecieron en estas condiciones
durante cinco dias previos al experimento. Al inicio de
los experimentos los sujetos (n = 56) se asignaron
aleatoriamente a diferentes grupos. Los grupos
experimentales que ejecutaron la tarea de memoria de
reconocimiento recibieron una sesion de habituacion
de 10 min en la caja de reconocimiento libre de objetos
un dia previo al entrenamiento.

Farmaco

Corticosterona en polvo C2505 (Sigma-Aldrich).

Aparatos

— Restrictores. Se emplearon contenedores de acrilico
cilindricos (Plas-Labs, Inc™) con hoyos ajustables a
la talla del sujeto experimental. Los sujetos fueron
restringidos en un cuarto con luz natural durante
15 min.

— Lector de placas. Para medir la concentracion de C
se utilizé un lector de placas (H Reader 1 de HLAB),
con filtro de 405 a 630 nm y una resolucién de
0.0001 de absorbancia.

— Cémara de reconocimiento de objetos. Se empled
una camara construida de PVC blanco (100 x 100 x
50 cm), con el piso cuadriculado (10 cm) que permitié
colocar los objetos siempre a la misma distancia.
Una camara de circuito cerrado (AVTECH de 4 ca-
nales AVTECH AVC792DBKIT) grabé los ensayos de
los sujetos con el fin de visualizar y hacer mediciones
mediante un software para coleccion y andlisis de
datos Observer.

— Objetos familiares y novedosos. Se utilizaron legos
infantiles de plastico de color azul para los objetos
familiares (Fig. 1A) variando el color y la forma para
el objeto novedoso (Fig. 1B). La parte interna de los
legos se saturaron de acrilico dental con el fin de
que pesaran Yy la rata no los moviera.

— Tarea de RO. Las sesiones experimentales se reali-
zaron entre las 8:00 y 11:00 h. En los ensayos de
entrenamiento se colocé al sujeto en la camara con
dos objetos idénticos (F1 y F2) y se les permitié ex-
plorarlos en una prueba de familiarizacién durante
5 min. La exploracion se definié como el acercamien-
to de los sujetos dirigiendo la nariz hacia los objetos
en un rango de 2 cm o cuando olfateaban. Dar la
vuelta a/o sentarse sobre el objeto no se considera-
ron una conducta de exploracion®®4°, El criterio de
inclusion en el grupo fue que los sujetos exploraran
por lo menos 10 s durante los ensayos de
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Figura 1. Objetos utilizados en la tarea de reconocimiento
de objetos. A: objeto familiar (OF). B: objeto novedoso (ON).

entrenamiento solo en los grupos que no hubieran

sido expuestos a tratamiento antes del entrenamien-

to. En los grupos con tratamiento previo al entrena-
miento, se respetaron los tiempos de exploracion
como efecto de este.

En el ensayo de prueba después de un periodo de
retardo de 24 h posteriores al entrenamiento se expuso
a los sujetos a un objeto familiar (OF) y a un objeto
novedoso (ON) durante 5 min.

Se registrd el tiempo de exploracion al objeto nove-
doso (TN) y al objeto familiar (TF) y se calculé un in-
dice de discriminacion para cada sujeto que se expresé
como ID =100 * (TN - TF)/(TN + TF), donde TF = tiem-
po dedicado a explorar al objeto familiar y TN = tiempo
dedicado a explorar al objeto novedoso. El indice de
discriminacion (ID) mayor a cero, muestra que los ani-
males exploraron mas al ON que al OF, por lo que se
considera buena memoria, mientras que una propor-
cion cercana a cero indica que los animales exploraron
el mismo tiempo a los dos objetos, lo que se considera
deterioro de la memoria®5:2¢,

Cuantificacion de la corticosterona

Al concluir las sesiones experimentales, los sujetos
se sacrificaron por decapitacion entre las 8:00 y
11:00 h, se obtuvieron muestras de sangre del tronco
(8 ml) que fueron centrifugadas a 3,000 rpm. Inmedia-
tamente después el suero se mantuvo a —20 °C hasta
ser procesado, por medio de una prueba de enlace de
inmunoensayo (Assay Designs, Catélogo n.2 900-097
EV, Ann Arbor, Michigan, EE.UU.); los resultados ana-
liticos son expresados en ng/ml. El limite bajo de de-
teccion fue de 0.027 ng/ml y el porcentaje inter e in-
traensayo tuvo un coeficiente de variacion de 5.3 y 9.87
respectivamente.
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Figura 2. Graficas que muestran a sujetos expuestos a restriccion (R) antes o después del entrenamiento (R+R0, RO+R)
o de la administracion de corticosterona (5 mg/kg) (C+R0). A: media (+ EEM) del tiempo de exploracion al objeto
novedoso (TN). B: media (+ EEM) del indice de discriminacion (ID) en la tarea de RO.

*p < 0.01.
tp < 0.05.

Procedimiento

Se utilizaron 32 sujetos asignados a cuatro grupos
(n = 8) que recibieron los siguientes tratamientos: un
grupo que ejecutd la tarea de RO; dos grupos que
realizaron el entrenamiento de la tarea de RO con la
diferencia que uno fue sometido a R antes del entre-
namiento (estrés en la fase de adquisicion) (R+RO) y
otro fue entrenado e inmediatamente después someti-
do a R (estrés en la fase de consolidacion) (RO+R); a
un cuarto grupo se le administré 5 mg/kg intraperito-
neal (ip) antes del entrenamiento para simular la C li-
berada por la exposicion a R (C+R0O). La prueba de
memoria se realiz6 en todos los grupos 24 h después
del entrenamiento. Los animales fueron sacrificados
después de la prueba.

Adicionalmente se evalud la liberacion de C en plas-
ma después de exponer a los sujetos al entrenamiento
de RO para descartar que la sola exposicion al entre-
namiento active el eje HPA como ocurre en otras ta-
reas®. Se asignaron 24 ratas a cuatro grupos (n = 6),
que recibieron los siguientes tratamientos: un grupo
intacto (I), sin ningun tratamiento, un grupo expuesto a
15 min de R sacrificado inmediatamente después (R15);
otros dos grupos expuestos solo al entrenamiento en
RO sacrificados 0 0 24 h después (ERO-0 y ERO-24).

Estadistica

Dado que se confirmé la homogeneidad de las va-
rianzas, para analizar los efectos en el total del TN y
el ID entre grupos, se empled un andlisis de varianza
de una via (ANOVA), cuando hubo diferencias se utilizé

una prueba post hoc de Honestly Significant Difference
(HSD) de Tukey. Para analizar las diferencias entre TN
y TF de cada grupo se realizaron pruebas de t de Stu-
dent pareada. Como los datos de la concentracion de
C no presentaron homogeneidad de varianzas, se rea-
liz6 una prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prue-
ba U de Mann-Whitney. Todos los andlisis estadisticos
se realizaron mediante el software STATISTICA® (ver-
sion 7).

Resultados

En la figura 2A se muestra el tiempo de exploracion
al objeto novedoso de los diferentes tratamientos. Se
observaron diferencias significativas (F [3, 28] = 7.60;
p < 0.001) entre los grupos. Los sujetos de los grupos
R+RO y RO+R permanecieron menos tiempo exploran-
do el ON (p < 0.01) respecto al que ejecuto la tarea sin
R. La administracion de C antes del entrenamiento no
tuvo efecto. En la figura 2B se muestra el ID, se en-
contraron diferencias significativas entre los grupos
(F [3, 28] = 5.37; p < 0.01); el grupo R+RO difirié de
todos los grupos (p < 0.05), mostrando una menor dis-
criminacion al ON. Los grupos de RO+R y de C+RO
no presentaron diferencias respecto a RO.

La prueba t de Student mostréd que el grupo que
ejecutd la tarea de RO sin ningun tratamiento explord
mas el ON (t [7] = 3.53; p < 0.01). Hubo menor explo-
racion de los objetos en los grupos que fueron some-
tidos a R o que recibieron C. No obstante, se observo
que en el grupo de R+RO el TN y el TF fueron similares
(t[7] = 0.2; p = 0.843). La exploracion al ON fue mayor
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en los grupos que recibieron R después del entrena-
miento o C (t [7 = 2.93; p < 0.05) (Fig. 3).

La concentracion de C en plasma presenté diferen-
cias significativas entre los grupos (H [3, n = 31] = 15.727,
p < 0.001). Los sujetos que fueron sometidos a R o a la
administracion de C antes del entrenamiento mostraron
mayor concentracion de C plasmatica (p < 0.05), mien-
tras que en el grupo expuesto a R posentrenamiento la
concentracion fue parecida al grupo RO (Fig. 4).

Finalmente, la figura 5 muestra la concentracion de
C en plasma de los grupos expuestos al entrenamiento
en RO o a la R 15 min; se observaron diferencias
(H [4, n = 30] = 13.21; p < 0.05). Los grupos que reci-
bieron R o el entrenamiento en RO y que fueron sacri-
ficados inmediatamente después mostraron mayor
concentracion de C respecto al grupo intacto (p < 0.05),
no asi los que fueron sacrificados a las 24 h, lo que
denota que el entrenamiento en la tarea de RO esti-
mula al eje HPA de forma similar a la exposicion a R
cuando se registra inmediatamente.

Discusion

Nuestros resultados demostraron deterioro en la ad-
quisiciéon de la memoria de reconocimiento de los su-
jetos expuestos a R antes del entrenamiento, evalua-
dos en la fase de prueba 24 h después, segun el TN
y el ID, pardmetros empleados en esta prueba. Lo
anterior es consistente con lo reportado en otros estu-
dios*' donde demostraron que el efecto de R en RO
provoco deterioro cuando se aplicé antes del entrena-
miento y la fase de prueba se realiz6 en intervalos de
3 h, pero no cuando se realizd la prueba 5 min des-
pués. Efectos similares se encontraron en este labora-
torio con la exposicion a 15 min de R preentrenamiento
y una demora de fase de prueba de dos horas que
también provoco deterioro de la memoria de RO*.
Como puede observarse para esta tarea las demoras
entre la fase de entrenamiento y la prueba son deter-
minantes para poder evaluar el ID y el TN*3, ya que los
intervalos largos pueden influir en la reduccién del ID%;
sin embargo, con esta tarea se pudieron observar efec-
tos del estrés 24 h después. La exposicion a R antes
del entrenamiento se ha observado en otras tareas
como LET, ya que 15 o0 60 min de R ocasionaron de-
terioro de la memoria cuando el entrenamiento se rea-
lizé inmediatamente después®®20,

En la consolidacion de RO no se observo un efecto
significativo en el ID, lo que implica que los sujetos
discriminaron en forma similar al grupo que realiz6 la
tarea sin R. Cuando se compararon TN y TF durante
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Figura 3. Medias (+ EEM) del tiempo de exploracion al
objeto novedoso (TN) o al objeto familiar (TF) en sujetos
sin restriccion (RO), expuestos a restriccion
preentrenamiento o posentrenamiento (R+R0O, RO+R) o
5 mg/kg de corticosterona (C) preentrenamiento (C+R0)
que realizaron la tarea de RO.

*p < 0.01 frente a TN de su grupo.

tp < 0.05 frente a TN de su grupo.

Efecto del estrés sobre la concentracion de
corticosteronaen plasma
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Figura 4. Medianas de la concentracion de corticosterona
(C) en plasma de sujetos que realizaron la tarea de
reconocimiento de objetos sin restriccion (RO), expuestos
a restriccion preentrenamiento o posentrenamiento
(R+R0O, RO+R) 0 5 mg/kg de C preentrenamiento (C+R0).
*p < 0.05 frente al grupo de RO.

la prueba, los sujetos del grupo RO+R visitaron mas el
ON, pero exploraron menos que el grupo sin R, esto
puede estar relacionado con un efecto de ansiedad
inducido por la caja utilizada para desarrollar la tarea,
ya que los sujetos muestran menor tiempo de explora-
cion. El efecto de R sobre la consolidacion evaluado
con el ID, coincide con los resultados obtenidos en
otros estudios con 60 min de R precedidos por el en-
trenamiento en RO en ratones?.

145



146

Rev Mex Neuroci. 2019;20

Efecto estresor del entrenamiento en RO y de la exposiciona R
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Figura 5. Medianas de la concentracion de corticosterona
(C) en plasma de ratas sometidas a restriccion (R15) o
entrenamiento en reconocimiento de objetos (R0O) sin
restriccion (1) (ERO-0y ERO-24), sacrificadas alas 0 0 24 h.
*p < 0.05 frente a |.

Los sujetos a los que se les administr6 C
preentrenamiento no presentaron deterioro de RO;
efectos similares se han reportado en una tarea de
alternacion espacial’®. La concentracién en plasma
medida 24 h después en los grupos que realizaron la
tarea de RO aumentd solo en los grupos que fueron
expuestos a R o C preentrenamiento. Esto implica que
la sola elevacion de C no es suficiente para generar
cambios en la memoria de RO y aunque la concentra-
cién es similar parece que el efecto en la memoria
dependid del momento de la presentacion de la R.

Hay tareas que por sus caracteristicas aversivas ge-
neran activacion del eje HPA durante el entrenamien-
t0%:33, En diversos estudios que utilizan la tarea de RO
para evaluar la memoria emplean una caja cuadrada o
rectangular, esta misma tarea se ha utilizado como
campo abierto para evaluar la respuesta de
ansiedad*445,

El efecto del estrés por R en la adquisicion de la
memoria en RO se puede explicar por el estado emo-
cional del animal durante el entrenamiento*. Existen
estudios que relacionan la presentacion de estresores
como la restriccion, cercanos a la fase de la adquisi-
cion con la expresion diferencial de receptores a glu-
cocorticoides bajos y receptores a mineralocorticoides
altos en hipocampo, que pueden generar alteracion en
el procesamiento de la informacién*’. En nuestros re-
sultados es probable que el efecto de la R se sume al
estrés producido durante el entrenamiento en ROy que
ambos modifiquen la codificaciéon de la informacion
emocional en las estructuras cerebrales involucradas
durante la adquisicion*®.

Los resultados obtenidos en el ID y el TN sugieren
que para que ocurra deterioro de memoria se requiere
que los sujetos sean expuestos a la suma de factores
estresantes; en este caso el estrés extrinseco produ-
cido por la R e intrinseco ocasionado por el entrena-
miento en RO. En estas condiciones es probable que
se modifique el estado emocional durante el entrena-
miento en RO y sensibilice el eje HPA, de tal forma
que durante la exposicion en la sesién de prueba de
RO se favorezca la liberacion de C*°.

La cercania entre ambos estresores es fundamental,
porque en otros estudios, cuando se administraron 60
0 75 min de R antes del entrenamiento en RO, no se
vio efecto en la memoria,? tampoco 60 min de R apli-
cados 24 h antes en la tarea de alternacion espacial
tuvieron efecto'®.

En el presente estudio se observd mayo concentra-
cion de C en los animales evaluados inmediatamente
después del entrenamiento, respecto a los evaluados
24 h después. Los resultados muestran que el entre-
namiento en la tarea de RO activa la respuesta de
estrés en los periodos inmediatos a la tarea y se com-
porta como un estresor que se restablece por retroali-
mentacion negativa, ya que a las 24 h la concentracion
de C vuelve a condiciones basales.

Aunque los sujetos fueron habituados a la camara
24 h antes del entrenamiento durante 10 min, la reex-
posicién a la camara de RO provoco activacion del eje
HPA el dia del entrenamiento. El animal en el entrena-
miento se enfrenta a dos objetos similares que son
extrafios 0 novedosos para él, la liberacién de C es un
indice importante de estrés en ratas y sugiere que el
confinamiento en un ambiente nuevo es estresante®.
La respuesta del sujeto a una camara que durante la
habituacion estaba vacia y durante el entrenamiento se
expone a dos objetos, implica un nuevo contexto, y es
probable que esta exposicion le provoque activacion
de la atencion, la ansiedad y de factores relacionados
con la respuesta de estrés como la liberacion de
glucocorticoides*42,

Ennaceur®® considera que la tarea de RO se realiza
en bajas condiciones de estrés y otros autores sefialan
que la habituacién al contexto experimental reduce la
respuesta de agitacion®'. Sin embargo, los resultados de
nuestro estudio indican lo contrario, ya que la situacion
emocional del sujeto persiste en el entrenamiento de la
tarea de RO, lo que permite disociar el estrés intrinseco,
inherente a la tarea o situacion de aprendizaje®, ya que
la exposicion solo al entrenamiento es comparable al
efecto ocasionado por la R.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren
que 15 min de R antes del entrenamiento en RO dete-
rioran la memoria declarativa a las 24 h y desencade-
nan la liberaciéon de C en plasma. La inyeccion de C
pre entrenamiento en dosis de 5 mg/kg reproduce las
concentraciones plasmaticas bajo estrés, pero no tiene
efecto sobre la memoria. Se demostro el efecto estre-
sor del entrenamiento de la tarea de RO.
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El estudio se realiz6 con el apoyo del Programa de
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