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RESUMEN (en espaifiol)

En esta tesis doctoral se estudiaron los cambios producidos en la valoracion heddnica o
afectiva de los fluidos durante el condicionamiento de preferencias gustativas en ratas. Este
proceso de aprendizaje supone un aumento en la preferencia por sabores asociados previamente
con otras soluciones gustativas con alto poder nutritivo o agradables desde el punto de vista de su
palatabilidad. Para ello, se analizaron con la técnica de reactividad al sabor las reacciones oro-
faciales de aceptacion y/o rechazo de los fluidos mostradas por los animales durante su infusion
directa en la cavidad bucal. El anélisis de las respuestas oro-faciales ante los sabores permite
examinar de forma mas directa que las pruebas de consumo tradicionales los mecanismos de
aprendizaje asociativo (aprendizaje sabor-sabor y aprendizaje sabor-nutriente) que median la
adquisicion de preferencias condicionadas por los sabores. Estos mecanismos asociativos
implican tanto el procesamiento de las propiedades sensoriales de los fluidos como de su cualidad
o valoracion heddnica, pudiendo contribuir ambos procesos al desarrollo de preferencias
alimentarias y gustativas.

En la Parte | de la tesis doctoral (Capitulos 1-3) se expone el marco tedrico de la
investigacion, asi como una descripcion del paradigma de ‘“aprendizaje de preferencia

condicionada por el sabor” y los mecanismos asociativos (sabor-sabor y sabor-nutriente) que




pueden determinar esta variedad de aprendizaje. Se examinan también las diferentes técnicas o
métodos usuales para medir la magnitud de las preferencias condicionadas por los sabores, en
concreto la pruebas de preferencia o eleccidn entre sabores y la prueba de reactividad al sabor.

La Parte Il de la tesis constituye el desarrollo experimental del estudio. Se describen primero
los objetivos especificos de la investigacion (Capitulo 4), asi como los materiales y métodos
empleados en la misma (Capitulo 5), para abordar finalmente las diferentes series de
experimentos realizados. La primera serie experimental (Capitulo 6) incluye tres estudios para
evaluar el desarrollo de una preferencia gustativa por el sabor acido de limén inducida con
sacarina, sacarosa y maltodextrina, respectivamente. La segunda serie de tres experimentos
(Capitulo 7) emplea la metodologia de la devaluacion del reforzador para evaluar su efecto sobre
una preferencia gustativa previamente establecida. Tras el condicionamiento de la preferencia por
el sabor a limdn, se devaluaron respectivamente y para cada experimento las soluciones de
sacarina, sacarosa y maltodextrina mediante su asociacion con cloruro de litio (LiCl). En la tltima
serie de experimentos (Capitulo 8) se examino el efecto del valor heddnico inicial de la solucidn
condicionada utilizando para ello sabores hed6nicamente apetitivos (uva y cereza), como
estimulos condicionados, y sacarina, sacarosa y maltodextrina como soluciones reforzantes. Un
cuarto experimento cerré esta serie examinando el efecto selectivo de la devaluaciéon de los
diferentes atributos del reforzador sobre una preferencia gustativa condicionada anteriormente.

Cabe mencionar, por ultimo, que el analisis de las respuestas heddnicas realizado en la tesis
doctoral tiene una implicacion préactica potencial, pudiendo aportar informacién relevante sobre
los diferentes mecanismos de aprendizaje implicados en la adquisicion de preferencias
alimentarias en el ser humano y también a la hora de disefiar técnicas de intervencién conductual
encaminadas a promover en la poblacion hébitos alimentarios saludables y para el tratamiento de

patologias relacionadas con la conducta alimentaria
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RESUMEN (en Inglés)

In this doctoral thesis, changes observed in the hedonic or affective value of fluids
during flavour preference conditioning in rats were examined. This learning process
entails an increased preference for flavours previously associated with other highly
nutritious or pleasant taste solutions according to its palatability. To that end, the taste
reactivity test was used to assess acceptance and/or rejection orofacial reactions to fluids
shown by animals during its direct infusion into their mouth cavity. The analysis of
orofacial responses to flavour allows us to examine the associative learning mechanisms
(flavour-flavour and flavour-nutrient learning) that take part in the acquisition of
conditioned flavour preferences more accurately than with traditional intake tests. These
associative mechanisms imply not only the processing of the sensory properties of fluids,
but also their hedonic value. Thus, both mechanisms can influence the development of
food and flavour preferences.

In Part | of this doctoral thesis (Chapters 1-3), the theoretical framework of the
research is presented, together with a description of the paradigm of “conditioned flavour
preference learning” and the associative mechanisms (flavour-flavour and flavour-
nutrient) that may determine this learning variety. Additionally, the range of usual
techniques or methods used to measure the magnitude of conditioned flavour preferences
has been studied. More specifically, preference or choice tests and the taste reactivity test.

Part Il of this thesis contains the experimental development of the research. First of
all, the specific aims of the research (Chapter 4) are described; secondly, the materials
and the methodology used (Chapter 5); finally, the different series of experiments carried
out are explained. The fisrt experimental series (Chapter 6) includes 3 studies to assess
the development of flavour preference for the sour flavour of lemon induced with

saccharin, sucrose and maltodextrin, respectively. The second series of 3 experiments




(Chapter 7) uses the reinforcer devaluation method to assess its effect on a flavour
preference that had been previously established. After conditioning lemon flavour
preference, saccharin, sucrose and maltodextrin solutions respectively were devaluated in
each of the experiments by associating them with lithium chloride (LiCl). In the last
series of experiments (Chapter 8), the effect of the initial hedonic value of the
conditioning solution was examined. To do so, hedonically appetitive flavours (grape and
cherry) were used as conditioned stimulus and saccharin, sucrose and maltodextrin were
used as reinforcing solutions. The fourth and final experiment of this series examined the
selective effect of the devaluation of different reinforcing attributes on a previously
conditioned flavour preference.

Finally, it is worth mentioning that the analysis of hedonic responses carried out in
this doctoral thesis has a potential practical implication, as it provides relevant
information about the different learning mechanisms involved in the acquisition of food
preferences in human beings. Similarly, it could be used to design behavioural
intervention techniques aiming to promote healthy eating habits among the population.

Lastly, it could also be useful in the treatment of eating behaviour pathologies.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE P$ICOLOGiA )
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« . , . .
Que tus manos siempre estén ocupadas, que tus pies siempre sean veloces
y que tengas una fuerte base para cuando el viento cambie de golpe...

Que tu corazon siempre esté alegre, que tu cancion sea siempre cantada.”

Bob Dylan






Agradecimientos

Llegados a este punto, resulta imprescindible volver la vista atrds, aunque solo sea un
segundo, con la intencion de seguir avanzando y con el noble propésito de agradecer a tantas
personas no solo el haber llegado hasta aqui, sino también el haber hecho de este viaje uno de los
mejores y mds enriquecedores de mi vida. No pretendo hacer alarde de la pluma y reconozco que mi
lirica no pasa de aficionado pero, en este apartado, prometo que cada palabra sale del corazon. Hace
ya varios afios que tomé la decision de enrolarme en este barco y adentrarme en el océano de la
investigacion. Un océano de incertidumbres, de preguntas y respuestas, de amistades, de inquietudes
y de suefios por cumplir. Acordarse de todas esas personas que de algiin modo han compartido este
viaje es tarea mds dificil de [o que parece. Por esta razon, pido disculpas por anticipado si alguien que

merece estar en este cuaderno de bitdcora se queda en el tintero.

En primer lugar y como no podria ser de otra manera, siempre en cubierta, con una mano en la
brijula y la otra en el timon, el Dr. Matias Lopez ha dirigido esta nave desde la profesionalidad y la
experiencia, coordinando todas las actividades a bordo y haciéndolo siempre en un marco de

confianza, amistad y afecto, muy dificil de encontrar por estos mares.

Patricia, contramaestre, dirigiendo las maniobras siempre con solvencia, experta en tejido de
cabos, nudos marineros, mezcla de pinturas y todo lo que se ponga por delante para el buen
funcionamiento de la nave. Gracias por resquardarme, por aleccionarme y por abrirme todas las
puertas de los camarotes de este barco. Este trabajo es tanto mio como tuyo. Ahora surcas otros mares

y te deseo la mejor de las suertes en tu aventura.

El patrén del barco en el que ahora navegas, el Dr. Dominic Dwyer, merece también mi
gratitud y mi respeto, por hacer las cosas mds que bien, por haberme acogido en su flota y por
enseflarme pacientemente cémo funciona la marina lejos de nuestras velas. Caprichos del destino.

Durante mi estancia bajo su mando he tenido la oportunidad de conocer a personas geniales.



Angela, trabajadora incansable y luchadora incesante. ®Podris pensar que estoy loco
introduciéndote en estas lineas, pero lo cierto es que has hecho muchisimo en muy poco tiempo.
Gracias por tus correcciones, por tus aportaciones lingiiisticas, por ser como eres y, como dice la

cancion, “por los dias que vendrdn”.

Grumete Stefi, siempre dispuesta a ayudar en todo lo posible, realizando [abores de estiba,
mantenimiento e intendencia con la mejor de las sonrisas. La cubierta no es lo mismo cuando tii no
estds sobre ella. Ojald continiies en este barco por lo menos otros 4 afios mds. Y si eso no es posible,

otro barco estard ansioso de acogerte. Potencial tienes de sobra.

Capturados en los remotos mares de Villayon y Gijon, condenados a viajar siempre en galeras,
trabajando sin descanso en los barcos adyacentes de esta flota. Los compaiieros que hacen el mismo
viaje contigo son los mejores marineros con los que compartir vivencias, éxitos, fracasos y por qué no,
alguna botella de ron de vez en cuando. Marta y Javi, habéis sido los mejores comparieros durante
todos estos afios. De la misma forma, muchas gracias a todos los marineros que en algiin momento
habéis formado parte de este viaje. Algunos ya navegdis solos, otros estdis a la espera de encontrar un
nuevo barco, pero de todos he logrado aprender algo y a todos os deseo lo mejor: Camino, Elena, Félix,

Susana, Javichu, Nacho. ..

Sobrecargo, Luis Laplaza, viejo lobo de mar y oficial al mando de su propio barco. Agradecido
por tus consejos para este texto y sobre todo por tus abordajes, haciendo mds que entretenidos los

descansos durante estos iiltimos meses de trabajo.

Manteniendo siempre limpios, relucientes y preparados los cien cafiones por banda, Piedad y

Begofia, gracias por contribuir a que este barco navegara siempre viento en popa a toda vela.

No es de recibo olvidar a la gente que estd en tierra, aquellos que te esperan siempre con un
abrazo preparado para cuando vuelvas. Los amigos de la infancia, que sois muchos y sabéis bien
cudndo estar: Héctor, Pepe, Di, César, Maria, Fer, Antonio, Nacho, Pablo, Noe, Diana, Elisa,

Ana... por citar los mds cercanos. “La collaciada’, siempre dispuesta a apurar un trago en cualquier



taberna de puerto. “Los Primos de Riesgo”, Miguel y Jose, poniendo la miisica a este viaje que, si
alguna vez tuvo algo malo, se disipo con el primer acorde. La “Juventus de Trubia”, haciendo de los

fines de semana algo mds que un equipo, un sentimiento.

Finalmente, este viaje no habria sido posible, o al menos no hubiera llegado a buen puerto, sin
el apoyo incondicional de mi familia. Mamd, derroche de generosidad y siempre entregada a los
demds. Dispuesta a ofrecer amor incondicional fuesen cuales fuesen mis decisiones en alta mar. Papd,
gran ejemplo y mejor persona. Las ganas de navegar algiin dia como tii, han sido el motor para
embarcarme en una travesia como esta. Fran y Javi, humildes, carifiosos y altruistas. No todo el
mundo tiene la suerte de tener dos hermanos mayores de vuestra categoria y yo soy un privilegiado. Si
el mundo es un lugar maravilloso para vivir, por descubrir y donde naufragar, lo es sin duda por
personas como vosotros. Beltrdn y Paula, inocencia e ilusion por toneladas. Las razones, junto a

Sofia (que ya vienes en camino), de que todos queramos ser mejores cada dia.

Con este trabajo se acaba un viaje que ya comenzd hace 4 afios. Un viaje donde cada parada
ha servido para aprender, para continuar y para conocer a mucha gente. En mayor o menor medida,

todos ellos han contribuido a que hoy yo sea como soy.

A todos os doy las gracias.






indice de contenidos

PRESENTACION
PARTE I. INTRODUCCION Y MARCO TEORICO ........ocovinireiieeiincieiseieiessee st ssssesessseesens 7
CAPITULO 1. Aprendizaje de preferencias y aversiones alimentarias ......................... 9
1.1. Condicionamiento de aversiones gustativas. .......cccecccviirieiieeieiccciieeeee e 13
1.2. Condicionamiento de preferencias gustativas.........ccccouvveeeiriieiccciieeeee e, 15
CAPITULO 2. Paradigma de preferencia condicionada por el sabor .......................... 21
2.1. Aprendizaje Sabor-sabor ... 23
2.2. Aprendizaje Sabor-NULHENTE ......ccooi i e 25
2.3. Aprendizaje sabor-sabor vs Aprendizaje sabor-nutriente.........cccccceeeeennnnnenn. 30
2.4. Otras consideraciones sobre el paradigma de preferencia condicionada ....... 33
CAPITULO 3. Medida de las preferencias gustativas ................ccccccoeeveureeeieeseeeeennnn. 39
3.1. Pruebas de CONSUMIO ....ccccuriiiiiiiiee ettt e e e e e are e e e e nrae e e e snraeeeenes 42
3.1.1. Prueba de exposicidon a un solo fluido .......ccccceeeeeevecciiieeeeecccecreeeee e, 42
3.1.2. Prueba de eleccion entre dos fluidos. .......cvvvveeeeiieiccciiiieeee e, 43
3.2. Prueba de reactividad al Sabor .......c..euvriiiieii e, 45
3.3. Analisis del patrdn del iNgesta ......ccccuuviiiieei e 49
PARTE Il. ESTUDIO EXPERIMENTAL ...ttt s e e e e e et e e e e e eeees 53
CAPITULO 4. Objetivos de 1a inVestigacion ................cccceeuvueiveeeeeieeeeeeeeeeeeee s 55
CAPITULO 5. Material y método S€Neral ............coeoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 61
5.1. Sujetos eXperimentales. ... 63
5.2. Intervencion quirdrgica e implante de cAnulas .......cccceeeeeeeiciiiieeeee e, 64
5.3. Pruebas condUCTUAIES ........uuiiiiieie et 66
5.3.1. Test de reactividad al SAbOr ......cccvveiieiiiee e 66
5.3.2. Pruebas de CONSUMO ......cciiiiiiieiciiiiee ettt e e eeae e e enaae e 69
5.4. Procedimiento experimental ........occcviiiiieiie e 70
5.4.1. Fase de PriVacCion ........uceieeieeieciiiiiiee ettt e e crree e e e e e e e e naaea e e e e e e e 70
5.4.2. Fase de entrenamiento .......ccccciiiieieei et 71
5.4.3. Fase de devaluacCion. ........cocuieeieiiiiee ettt 73

T T Y o = T R =Y) = Lo 1) ool c ST 74



CAPITULO 6. Evaluacién del efecto de preferencia condicionada por el sabor y sus

DaSES ASOCIALIVAS .......ccoiiiiiiiiiiiiee e e e e e 77
6.1. Experimento 1. Preferencia condicionada con sacarina como El.................... 81
6.1.1. SUJETOS ¥ SOIUCIONES. .eeeieeiee ettt e e e e e e e 82
6.1.2. ProCedimiento. .....ueiiiiiiiiie ittt e e 82
ST T 2 =T W] | - o [ 1 PSPPI 85

6.2. Experimento 2. Preferencia condicionada con sacarosa como El .................... 93
6.2.1. SUJETOS Y SOIUCIONES ...vveieeieeceeeeeee et e e e ee e e e e 94
6.2.2. ProCedimiento ... ...ciiiiiuiiiieiiiiee ettt e s e st e e s snnee e 94
I T 2 (=T U L - o [ 13 USSP 96

6.3. Experimento 3. Preferencia condicionada usando maltodextrina como El ...104

6.3.1. SUJELOS Y SOIUCIONES ...vvveeieeeiectiieeee e re e e e e e e eeas 105
6.3.2. Procedimiento. ......eeiiiiiiiiieiieee ettt 105
T T 2 (=T U] L - o [ 1SR 107
6.4. Discusion de la serie experimental .........ccoccvveeieiiieeeeccieee e 115

CAPITULO 7. Efecto de la devaluacion del reforzador sobre la preferencia
(oY e [Tl Ty F- T £ PSR 119

7.1. Experimento 4. Efecto de la devaluacién de la sacarina sobre la preferencia

(oloT g Yo [ ol ToT o =T I- TF SR 123
7.1.1. SUJELOS Y SOIUCIONES ...vvveeieeeeecciiieeeee e ettt e e e e e e e e e e e e neaeaeeas 124
28 0 A o Vol =T o [ 4 1= 4 oo TSP 125
28 T TR T ] - o Lo 1P 128

7.2. Experimento 5. Efecto de la devaluacidn de la sacarosa sobre la preferencia

(oo T IToi oY o =T I- I PSR 137
7.2.1. SUJELOS Y SOIUCIONES ....vvvveeieeeeeiecirieeee e e e ettt e e ee e cnrreee e e e e e e e e neneaeees 139
2 2 A o Yol =T [ 4 1= o} o SRR 140
A T £ (T =T Lo LSRR 142

7.3. Experimento 6. Efecto de la devaluacion de la maltodextrina sobre la

preferencia CoNdiCIONAA ......uueeieiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e srrrrereeeeeeas 152
7.3.1. SUJELOS Y SOIUCIONES ..uvvvveeieeeeeieciirieeee e ettt eeeeeeenrree e e e e e e e e anereaeees 154
2 B o o ol T Y T=T o o SRS 155
2 T T 2 (T =T Lo LSRR 157

7.4. Discusion de la serie experimental ......ceeveeeeeiecciieeeecc e, 167



CAPITULO 8. Valor heddnico del sabor y desarrollo de la preferencia
(o] 4 1o [Tol oYy T-T« - 1RSSR 173

8.1. Experimento 7. Preferencia condicionada por sabores apetitivos y sacarina

(oo] 0o TN = F OO PPPPPPRRRPPPPPPPRE 177
8.1.1. SUJELOS Y SOIUCIONES ....eevvieeeciiiie ettt et e e e e s e e e e 178
L0 I o o ol <Yo T Y T=T o) o T SRR 178
0 G T 2 =T | =T o LU 181

8.2. Experimento 8. Preferencia condicionada por sabores apetitivos y sacarosa

(oo 2. o TN = PPN 189
8.2.1. SUJELOS Y SOIUCIONES .eeevveeeeciiee ettt et e et e e e e 191
L I o o Vol g T T=T o o USRS 191
L T £ (=T | =T Lo LS 193

8.3. Experimento 9. Preferencia condicionada por sabores apetitivos y

Maltodextring COMO El ......euuiiiieiee e et e e e 201
8.3.1. SUJELOS Y SOIUCIONES ....uvirieeeeeeeceitiee e et e e e e e e e e e e e neaeaeeas 202
LG I o o Vol g T T=T o) o S 202
L T T £ (=T =T Lo LS 204

8.4. Experimento 10. Efecto de la devaluaciéon del reforzador con sabores

AP EEITIVOS . vtvttiiiitiitiitt e aan 212
8.4.1. SUJELOS Y SOIUCIONES ....vvvieiieeeee et e et e e e e et e e e e e e e neaeaeeas 214
L o o Vol T T T=T o o SRR 214
S T Y U] | o [ 1SR 217

8.5. Discusion de la serie experimental .........ceeviveeecciiiiiee e, 229

CAPITULO 9. DiSCUSION GENEIAL ..........cveeeeieceeieeceeeeeeeeeee ettt 235
CAPITULO 10. CONCIUSIONES ..........ovvvveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeseeesesesesesesesesesesesesesesesesesesenenns 251

REFERENCIAS ... s 257






Indice de figuras

Figura 1. Reacciones apetitivas y aversivas UNIVErsales .......ccccecvveeeriiieeeniiieeeeiiieeessieeeeesieeeen 47
Figura 2. Implante de 12 CANUIA......coooiiiii e e e e e sraee s 65
Figura 3. Aparatologia empleada durante el test de reactividad al sabor.........cccccceeevveeerinnenn. 67
Figura 4a. Experimento 1: Prueba de CONSUMO......ccccuiiiiiiiiiieciiee et e e evae e e civae e e e eaaee e 86
Figura 4b. Experimento 1: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad............cccceuuueee. 88
Figura 4c. Experimento 1: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ...........ccccceeuneeee. 89
Figura 4d. Experimento 1: Prueba de eXtinCion.........cc.eeeivciiiiicciiie e 92
Figura 5a. Experimento 2: Prueba de CONSUMO.......cccuiiiiiiiiiieeiiee et etre e e care e e e eaaeee s 97
Figura 5b. Experimento 2: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad.............ccccuu..e... 99
Figura 5c. Experimento 2: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ......................... 100
Figura 5d. Experimento 2: Prueba de eXtinCion.........ccvevieiiiiiiiiiiiiiciiec et 103
Figura 6a. Experimento 3: Prueba de CONSUMO ......ccccuiiiiiiiiieeciiiee et esiee e e e vee e e 108
Figura 6b. Experimento 3: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad.............ccc...... 110
Figura 6¢. Experimento 3: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ......................... 111
Figura 6d. Experimento 3: Prueba de eXtinCion.........ccueeeeeiiiiiiiiiiie et 114
Figura 7a. Experimento 4: Prueba de CONSUMO ......ccccuiiieiiiiiieeiiiee e eeieeeesree e svee e e vee e e e 129
Figura 7b. Experimento 4: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad........................ 132
Figura 7c. Experimento 4: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ......................... 134
Figura 7d. Experimento 4: Prueba de exXtinCion..........cc.coeeciiiiieciiii et 136
Figura 8a. Experimento 5: Prueba de CONSUMO .....cccciiiciiiiiieee e cecrriree e et e e e e e e e annraee s 143
Figura 8b. Experimento 5: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad........................ 146
Figura 8c. Experimento 5: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ......................... 148
Figura 8d. Experimento 5: Prueba de eXtinCion..........cccoeeciiieiiiiiiee e e 150
Figura 9a. Experimento 6: Prueba de CONSUMO ......ccccuviiiiiiieeeiiiie et e e vee e e 158

Figura 9b. Experimento 6: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad........................ 161



Figura 9c. Experimento 6: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ...........cccee.n.eee. 163

Figura 9d. Experimento 6: Prueba de eXtinCion.........cccueeiviiieiiiiiiiiiiiiec e 165
Figura 10a. Experimento 7: Prueba de CONSUMO......ccuviiiiiiiiiieiiiee ettt e e vee e e 182
Figura 10b. Experimento 7: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad...................... 184
Figura 10c. Experimento 7: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ....................... 185
Figura 10d. Experimento 7: Prueba de eXtinCion...........cevvviiiiiiiiiiiiiniiec e 188
Figura 11a. Experimento 8: Prueba de CONSUMO.......c.uuiieeiiiieeeciee et e 194
Figura 11b. Experimento 8: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad...................... 196
Figura 11c. Experimento 8: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ....................... 197
Figura 11d. Experimento 8: Prueba de exXtinCion...........cooecuiieiiiiiiic et 200
Figura 12a. Experimento 9: Prueba de CONSUMO........c.uiiiieciiiee ettt 205
Figura 12b. Experimento 9: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad...................... 207
Figura 12c. Experimento 9: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ....................... 208
Figura 12d. Experimento 9: Prueba de exXtinCion..........coovciieeiiiiiiiiiceee e 211
Figura 13a. Experimento 10: Prueba de CONSUMO........ueiiiiiiiieiiiiieeeiiteeeetee e e vee e e 218
Figura 13b. Experimento 10: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad.................... 220
Figura 13c. Experimento 10: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad ..................... 221
Figura 13d. Experimento 10: Prueba de consumo tras la devaluacion ..........cccccvveveecieeeennnnee. 224

Figura 13e. Experimento 10: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad después

Lo [V | [ F= o1 o] o SN 226

Figura 13f. Experimento 10: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad después

Lo [V 1[5 T= ol o T 227



indice de Tablas

Tabla 1. Respuestas caracteristicas evaluadas en el test de reactividad.........cccccceeevveeercinnenns 47
Tabla 2. Disefio EXPEIIMENTO L ...cciiiiiiieeciieee et et e ettt e et e e e s tte e e e ebte e e s ebteeeesbeaeeesareneeennns 65
Tabla 3a. Experimento 1: Ingesta de la solucidn de limén en las pruebas de consumo ............ 67

Tabla 3b. Experimento 1: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento... 86

Tabla 3c. Experimento 1: Respuestas registradas en la prueba de reactividad .............cc..cc..... 88
Tabla 3d. Experimento 1: Consumos registrados durante la prueba de extincidn .................... 89
Tabla 4. Disefio EXPEFIMENTO 2 ...ciiiiiiiieieiieie ittt ettt e e s st e e s sbee e e e sbee e e s sbaeeeesareaeeennns 65
Tabla 5a. Experimento 2: Ingesta de la solucién de limdn en las pruebas de consumo ............ 67

Tabla 5b. Experimento 2: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento... 86

Tabla 5c. Experimento 2: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ..........c............. 88
Tabla 5d. Experimento 2: Consumos registrados durante la prueba de extincién .................... 89
Tabla 6. Disefio EXPEFIMENTO 3 ...cciiiiiieiciiee ettt et e s tre e e s s bte e e e sbre e e s sbaaeeesbeaeeeanns 65
Tabla 7a. Experimento 3: Ingesta de la solucidn de limén en las pruebas de consumo ............ 67

Tabla 7b. Experimento 3: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento... 86

Tabla 7c. Experimento 3: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ...............c.......... 88
Tabla 7d. Experimento 3: Consumos registrados durante la prueba de extincion .................... 89
Tabla 8. DiSEi0 EXPEFIMENTO 4 ....ccc.eeiieeiciieeecectteee ettt e ettt e e e et e e e e e tee e e eebteeesebtaeeeestaeeesseaeasanns 65
Tabla 9a. Experimento 4: Ingesta de la solucion de limén en las pruebas de consumo ............ 67

Tabla 9b. Experimento 4: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento... 86

Tabla 9c. Experimento 4: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ...........ccccuoee..... 88
Tabla 9d. Experimento 4: Consumos registrados durante la prueba de extincidn ................... 89
Tabla 10. Disefio EXPErIMENTO 5...ccuviiiiiiiiiie ettt e e e evee e e e s btee e s sbraeessbeaeeeanes 65
Tabla 11a. Experimento 5: Ingesta de la solucion de limdén en las pruebas de consumo .......... 67

Tabla 11b. Experimento 5: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento. 86

Tabla 11c. Experimento 5: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ...................... 88



Tabla 11d. Experimento 5: Consumos registrados durante la prueba de extincion .................. 89
Tabla 12. Disefio EXPEFIMENTO B..cceuviiiiiiiiiie it eciiee s eetee et e e st e e s sbee e e s sbee e e s sbeeeessbeaeesenns 65
Tabla 13a. Experimento 6: Ingesta de la solucién de limdn en las pruebas de consumo .......... 67

Tabla 13b. Experimento 6: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento. 86

Tabla 13c. Experimento 6: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ....................... 88
Tabla 13d. Experimento 6: Consumos registrados durante la prueba de extincién .................. 89
Tabla 14. DiSefio EXPEIIMENTO 7 ..cccuviieeiciieeecetieee et e et e e e e tte e e e e tte e e e ette e e s ebtaeesentaeeesaseneasanes 65
Tabla 15a. Experimento 7: Ingesta de la solucién de limdn en las pruebas de consumo........... 67

Tabla 15b. Experimento 7: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento. 86

Tabla 15c. Experimento 7: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ...................... 88
Tabla 15d. Experimento 7: Consumos registrados durante la prueba de extincion .................. 89
Tabla 16. DiSefio EXPEFIMENTO 8.......uviieiiiiiieiciiiee et et e et e e e e tte e e e e tte e e s ebteeesebeeeeesbeneasanes 65
Tabla 17a. Experimento 8: Ingesta de la solucion de limdn en las pruebas de consumo........... 67

Tabla 17b. Experimento 8: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento. 86

Tabla 17c. Experimento 8: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ....................... 88
Tabla 17d. Experimento 8: Consumos registrados durante la prueba de extincion .................. 89
Tabla 18. Disefio EXPEFIMENTO T..cccuiiiiiiiiiiie ittt ettt e e e stre e e s sree e e s sbre e e s sbtaeeesreaeasanes 65
Tabla 19a. Experimento 9: Ingesta de la solucion de limdén en las pruebas de consumo........... 67

Tabla 19b. Experimento 9: Consumos registrados durante las pruebas de condicionamiento. 86

Tabla 19c. Experimento 9: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ....................... 88
Tabla 19d. Experimento 9: Consumos registrados durante la prueba de extincion .................. 89
Tabla 20. DiseNo EXPEriMENTO 10...ccciiiiiiiiiiieee ettt e e e e e e ebrre e e e e e e e e s nnraee e e e e e s ennnnns 65

Tabla 21a. Experimento 10: Ingesta de las diferentes soluciones en las pruebas de consumo. 67

Tabla 21b. Experimento 10: Consumos registrados en las pruebas de condicionamiento........ 86
Tabla 21c. Experimento 10: Respuestas registradas en la prueba de reactividad ..................... 88
Tabla 21d. Experimento 10: Consumos registrados durante las prueba.........cccccevvcvveeiicieeennnns 89

Tabla 21d. Experimento 10: Respuestas en la prueba de reactividad tras la devaluacion ........ 89



Abreviaturas

EC: estimulo condicionado

EC-: Estimulo condicionado presentado sin reforzador

EC+: Estimulo condicionado presentado conjuntamente con un reforzador
El: Estimulo incondicionado

|0: Administracidn intraoral

LiCl: Cloruro de litio (nomenclatura internacional)

RC: Respuesta condicionada

RI: Respuesta incondicionada

SEM: Error tipico de la media (nomenclatura internacional)

TRT: Test de reactividad al sabor






Presentacion






Presentacion

En esta tesis doctoral se examinan los cambios producidos en la valoracién
heddnica o afectiva de los sabores tras el condicionamiento de una preferencia gustativa
en ratas. Este proceso de aprendizaje implica un cambio en la preferencia por un sabor
gue se ha asociado previamente con una solucién nutritiva o de alta palatabilidad. Para
ello se analizan las reacciones orofaciales de aceptacién y de rechazo mostradas por los
animales cuando se les administran los sabores en la cavidad bucal. El andlisis de estas
respuestas mediante la técnica de reactividad al sabor permite examinar, de forma mas
fehaciente que la prueba habitual de consumo o ingesta del fluido, los mecanismos de
aprendizaje asociativo (asociaciones sabor-sabor y sabor-nutriente) que determinan la
adquisicion de preferencias gustativas. Estos procesos asociativos implican tanto el
procesamiento de las propiedades sensoriales de los sabores como su cualidad heddnica,

pudiendo contribuir ambos mecanismos al condicionamiento de preferencias gustativas.

En el desarrollo de este estudio se emplearon, como estimulos incondicionados,
sustancias con diferentes cualidades heddnicas y nutritivas para inducir la preferencia
condicionada por el sabor. Por su alta palatabilidad y ausencia de valor nutricional, una
solucién endulzada de sacarina es un estimulo incondicionado adecuado para evaluar la
contribucién del mecanismo asociativo sabor-sabor al aprendizaje de una preferencia
gustativa. La carencia del componente sensorial de dulzor en la maltodextrina, un
polimero de glucosa con alto poder nutritivo, hace de esta substancia un estimulo
adecuado para evaluar la mediacién del proceso asociativo sabor-nutriente. Por ultimo,
una solucién endulzada de sacarosa, que posee tanto el componente sensorial como el
calérico, permite comparar la contribucién de ambos mecanismos asociativos en el

aprendizaje de preferencias condicionadas por los sabores.
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Dado que pueden influir diversas variables en la adquisicién y expresiéon de una
preferencia gustativa, en este trabajo se examiné también el efecto que tiene sobre la
preferencia adquirida la devaluacién o reduccidén del valor heddnico del estimulo
incondicionado, asi como la influencia del valor hedénico inicial del sabor que se pretende
condicionar. La devaluacion de las sustancias empleadas para inducir las preferencias
condicionadas (sacarina, sacarosa y maltodextrina) se produjo con el agente emético
cloruro de litio, observando su efecto sobre la preferencia previamente establecida. La
utilizacion de sabores apetitivos (uva, cereza) como estimulos condicionados permitid
evaluar la influencia del valor heddnico inicial o incondicionado de la solucién gustativa

sobre el condicionamiento de la preferencia.

En la Parte | de la Tesis doctoral (Capitulos 1-3) se expone el marco tedrico de la
investigacion, asi como una descripcion pormenorizada del paradigma de aprendizaje
“preferencia condicionada por el sabor” y de los mecanismos asociativos (sabor-sabor y
sabor-nutriente) que pueden mediar en esta forma de aprendizaje. Se examinan también
las diferentes técnicas o métodos empleados habitualmente para medir la magnitud de

una preferencia condicionada.

La Parte Il de la Tesis constituye el desarrollo experimental del estudio. Se describen
primero los objetivos especificos de la investigacién (Capitulo 4) y los materiales vy
métodos empleados en la misma (Capitulo 5), para abordar finalmente las diferentes
series de experimentos realizados. La primera serie experimental (Capitulo 6) incluye tres
estudios para evaluar el desarrollo de una preferencia gustativa por el sabor acido de
limén inducida con sacarina, sacarosa y maltodextrina, respectivamente. La segunda serie

de tres experimentos (Capitulo 7) emplea la metodologia de la devaluacidn del reforzador
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para evaluar su efecto sobre una preferencia gustativa previamente establecida. Tras el
condicionamiento de la preferencia por el sabor a limdn se devaluaron, respectivamente
y para cada experimento, las soluciones de sacarina, sacarosa y maltodextrina mediante
su asociacion con LiCl. En la ultima serie de experimentos (Capitulo 8) se examiné el
efecto del valor heddnico inicial de la solucién condicionada utilizando para ello sabores a
uva y cereza como estimulos condicionados, y sacarina, sacarosa y maltodextrina como
estimulos incondicionados. Un cuarto experimento cerrd esta serie examinando el efecto
de la devaluacion selectiva de los diferentes componentes del reforzador sobre las

preferencias condicionadas a los sabores apetitivos.

Cabe mencionar, por ultimo, que el analisis de las respuestas heddnicas
condicionadas presentado en esta tesis doctoral podria tener una implicacion practica
potencial, ofreciendo informacién relevante sobre los diferentes mecanismos de
aprendizaje implicados en las preferencias gustativas condicionadas a la hora de disefiar
técnicas de intervencidon conductual encaminadas a fomentar el consumo de
determinados alimentos que puedan ser de interés para promover una alimentacién

equilibrada o para el tratamiento de patologias relacionadas con la conducta alimentaria.
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Parte |

Introduccion y Marco tedrico






Capitulo 1

Aprendizaje de preferencias y
aversiones alimentarias






Aprendizaje de preferencias y aversiones alimentarias

Una de las conductas mds importantes para la supervivencia de multitud de
especies animales, incluido el ser humano, es posiblemente la alimentacién. La
busqueda de comida y la seleccion de los alimentos son actividades necesarias vy
frecuentes que constituyen uno de los mayores retos evolutivos (Rozin, 2007; Rozin y
Schulkin, 1990). En este sentido, el aprendizaje acerca de las consecuencias de la
ingesta cumple un papel primordial en la seleccion de la dieta y puede expresarse
tanto en la adquisicidon de preferencias por ciertos sabores o alimentos (preferencias
gustativas condicionadas) como en el rechazo de sustancias asociadas con
consecuencias gastricas negativas (aversiones gustativas o aversién condicionada al
sabor). En el ser humano, las preferencias y las aversiones estdn enraizadas
profundamente en el sustrato cultural y son uno de los ultimos legados que se pierden
durante la inmigraciéon de una persona o grupo a un nuevo habitat socioldgico (Rozin,
1980). Sin embargo, la herencia cultural convive hoy en dia con una gran diversidad en
lo que a gustos se refiere dentro de un mismo contexto social. Asi pues y como indica
un estudio clasico de Bayés (1983), realizado en una muestra de estudiantes de la
Universidad Auténoma de Barcelona, los alimentos que resultan los mas preferidos por
algunas personas son precisamente los mas rechazados por otras.

A nivel general y desde una perspectiva evolutiva, los animales omnivoros, como
la rata, muestran preferencias alimentarias basdandose, en muchos casos, en los
sabores de las sustancias. Asi pues, muchos organismos estan genéticamente
predispuestos a rechazar sabores acidos y amargos, frecuentemente relacionados con
sustancias nocivas para el organismo (Birch, 1999). De la misma forma, existen otras
sustancias potencialmente perjudiciales que dificilmente podrian identificarse como

tales por su sabor, desarrollando algunas especies otro tipo de recursos adaptativos
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entre los que destaca la neofobia (rechazo de sabores novedosos). Esto es, cuando los
animales se exponen a alimentos o fluidos por vez primera ingieren pequefas
cantidades de estas sustancias para, en el caso de ser nocivas, sufrir solamente una
disfuncién gastrica transitoria y evitar la muerte (Birch y Fisher, 1996; Domjan, 2009).
Por el contrario, tan solo las preferencias por los sabores dulces y salados parecen
innatas (Rozin, 1996). Por ejemplo, en ratas, la preferencia por un sabor dulce como la
sacarosa parece emerger alrededor de las 2 semanas tras su nacimiento, sin necesidad
de experiencia previa (Hall y Bryan, 1981), mientras que ya alrededor de los 10 dias de
vida se han encontrado preferencias a favor de una solucién de salino hiperténico
frente a agua (Bernstein y Courtney, 1987).

Los animales refinan sus preferencias gustativas a través de la experiencia. De
hecho, la amplia variedad de preferencias por diferentes sabores que muestran los
adultos frente a los recién nacidos, la gran plasticidad existente a lo largo de la vida en
lo que a preferencias se refiere y el rango de diferencias individuales, se atribuyen al
efecto del aprendizaje (Capaldi, 1996; Myers y Sclafani, 2006). Los mecanismos de
aprendizaje implicados en el desarrollo de las aversiones gustativas se han estudiado
exhaustivamente a nivel conductual y neurobiolégico (ver revision de Reilly y
Schachtman, 2009) pero se ha profundizado menos en la naturaleza de los procesos
responsables de la adquisicion de preferencias gustativas, un conocimiento que puede
resultar relevante para el tratamiento conductual y farmacoldgico de diversos

trastornos de la conducta alimentaria.
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1.1. Condicionamiento de aversiones gustativas

Durante las ultimas décadas, numerosos investigadores han realizado estudios
para comprender los mecanismos conductuales y neurobiolégicos implicados en el
aprendizaje de las aversiones gustativas. Ademas, se ha identificado este tipo de
aprendizaje en una gran variedad de especies, desde invertebrados (Sahley, Rudy y
Gelperin, 1981) hasta humanos (Bernstein, 1978; Logue, 1985).

Ya en el contexto de la Segunda Guerra Mundial, el creciente interés por el
control de las plagas de roedores en las trincheras y por el estudio de los efectos de la
radiacidon en los seres vivos incentivaron diversas investigaciones para desarrollar
nuevos venenos y cebos. (Freeman y Riley, 2009, para una revision histérica). Los
resultados de los estudios relativos al control de plagas, pusieron de manifiesto la
capacidad de las ratas para asociar las cualidades sensoriales de la comida con el
malestar provocado por el veneno que se proporcionaba conjuntamente con los
alimentos, evitandolos en ocasiones sucesivas (Rzdska, 1954). Las investigaciones
relacionadas con el efecto de la radiacidn en los seres vivos mostraron que el consumo
de una solucién de sacarina se veia reducido cuando esta solucion se emparejaba con
el malestar provocado por las exposiciones a la radiacidn (Garcia, Kimeldorf y Koelling,
1955). En términos de condicionamiento clasico, el sabor de la sacarina funcionaria
como un estimulo condicionado (EC) y las consecuencias de la administracién de la
radiacion (malestar gdstrico, etc.) actuarian como el estimulo incondicionado (El).
Como resultado, la clave gustativa es capaz de anticipar los efectos nocivos de la

radiacion (la respuesta condicionada).
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Sin embargo, el aprendizaje aversivo gustativo tiene una serie de caracteristicas

que lo diferencian del condicionamiento clasico en sentido estricto y lo convierten en

un tipo de aprendizaje asociativo muy particular:

a)

b)

En primer lugar, la relacidn entre los estados internos y las claves gustativas (asi
como las olfativas) se puede adquirir de forma muy rdpida, incluso en un solo

ensayo de condicionamiento (Garcia et al., 1955).

Asi mismo, se puede producir el aprendizaje aversivo gustativo incluso con
demoras largas entre la experiencia con el EC (el sabor) y el El (Garcia y Koelling,
1966). Algunos estudios han logrado condicionamientos incluso con intervalos
comprendidos entre 4 y 12 horas (Schafe y Bernstein, 1996). Ademas,
paraddjicamente, Schafe, Sollars y Bernstein (1995) encontraron que, utilizando
intervalos breves, mas parecidos a los utilizados en el condicionamiento
pavloviano (entre 0,5 y 2 segundos), se dificultaba el condicionamiento de una

aversion alimentaria.

Otra caracteristica de este tipo de aprendizaje es la naturaleza selectiva de las
asociaciones formadas. Es decir, la adquisicidon de la respuesta parece depender
de la asociacion de un estimulo especifico (sabor, olor o apariencia del alimento)
con una consecuencia especifica (alteraciones gastrointestinales o nausea) y no

entre esas claves y otro tipo de sefiales exteroceptivas (descargas, por ejemplo).

Estas caracteristicas particulares del aprendizaje aversivo gustativo pueden

entenderse mejor desde una perspectiva evolutiva. En este contexto, la rdpida

adquisicion de las aversiones alimentarias permitiria aprender a evitar un alimento

téxico con una sola exposicion al mismo vy, por tanto, incrementar las probabilidades
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de supervivencia. Asi mismo, para que el aprendizaje de las aversiones alimentarias
tenga un sentido filogenético, el proceso asociativo que subyace al condicionamiento
deberia producirse a pesar de la inevitable demora entre la ingestion y la digestion. En
la misma linea, Garcia, Lasiter, Bermudez-Rattoni y Deems (1985) intentaron explicar la
utilidad evolutiva de la asociabilidad selectiva hipotetizando la existencia de dos
sistemas de defensa. Por un lado, un mecanismo que relacionaria los cambios
gastrointestinales con las cualidades sensoriales de los alimentos que se consumen, lo
gue dotaria al individuo de una cierta capacidad de prediccién en base a la experiencia
ante plantas y animales que utilizan toxinas para protegerse (asociacidon entre sabor y
alteraciones en el estado interno del organismo) y, por otro lado, un sistema que
relacionaria las claves ambientales con situaciones peligro y con el dolor, lo que podria
permitir defenderse de los depredadores. En definitiva, el proceso de seleccién natural

parece haber preparado al organismo

1.2. Condicionamiento de preferencias gustativas

Muchos estudios se han llevado a cabo desde que Jacques LeMagnen, discipulo
del fisidlogo francés Henri Piéron, sugiriera en 1955 que la adquisicién de una
preferencia por el sabor podria deberse a un fendmeno de condicionamiento cldsico
(Tarner, Friedman, y Mehiel, 2004). En este sentido, LeMagnen fue la primera persona
en desarrollar, en su laboratorio de neurofisiologia sensorial y del comportamiento,
instrumentos que hicieron posible el registro de la ingesta de comida y agua en
animales de experimentacién (como la rata) a lo largo de las 24 horas del dia,
mostrando como cambiaba este comportamiento bajo la influencia de los ritmos

circadianos y en funcion de las caracteristicas sensoriales de los alimentos (olfativas,
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gustativas y visuales). Estos atributos sensoriales podian funcionar como un estimulo
condicionado complejo que guiaba el comportamiento en lo que él denominaba “e/
aprendizaje de palatabilidad”, permitiendo la formacidén de preferencias y aversiones
alimentarias que determinaban la cantidad de comida o bebida que los animales
ingerian en funcidon de la consecuencias metabdlicas derivadas de esta ingesta.
Adicionalmente, su laboratorio confirmé que estos mismos factores sensoriales vy
metabdlicos funcionaban también de manera similar en los seres humanos (Bellisle,
Laffort y Koster, 2003).

Como ya se ha comentado en los omnivoros (como la rata y el ser humano) la
mayoria de preferencias alimentarias se adquieren mediante la experiencia. Segun
Capaldi (1996), el aprendizaje puede incrementar la preferencia por un determinado
alimento de diferentes formas:

La mas simple se produce por el efecto de la familiaridad, también llamado
“efecto de mera exposicidon”. Es decir, el consumo repetido de un alimento sin
consecuencias negativas incrementa la preferencia por el mismo (Capaldi, 1996). Tal es
asi, que diversos estudios realizados con cachorros prematuros indican la posibilidad
de que las preferencias gustativas empiezan a configurarse durante los periodos de
lactancia o incluso de gestacion (Hill y Mistretta, 1990). En este sentido, algunas
investigaciones realizadas con ratas, muestran una relacién entre el nivel de consumo
de sodio de las madres durante el embarazo y la preferencia que mas tarde los
cachorros muestran por la sal (Hill y Prezekop, 1988). En esta linea, también se ha
demostrado en ratas recién nacidas un aumento en la palatabilidad de determinadas
substancias, como el etanol, cuando es proporcionado previamente a las madres en

determinadas fases del embarazo (Diaz-Cenzano y Chotro, 2010). Otras investigaciones
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con animales indican que, durante el periodo de lactancia, los sabores que proceden
de los alimentos ingeridos por la madre pueden transmitirse a la leche modificando su
sabor (Galef, 1996). De esta forma, la exposicion “indirecta” a la dieta de la madre
durante el periodo de lactancia puede incidir en las preferencias alimentarias de los
cachorros en el periodo de destete. Los animales prefieren los sabores de la dieta
consumida por la madre y parecen aceptar mejor los alimentos que no les son
familiares si han experimentado una amplia variedad de sabores por medio de la leche
materna (Bilkd, Altbacker y Hudson, 1994; Hunt, Kraebel, Rabine, Spear y Spear, 1993).
Las inferencias en humanos son légicamente mdas complejas pero, al igual que en otros
mamiferos, los alimentos ingeridos por la madre durante la lactancia podrian modificar
el sabor de la leche y proporcionar a sus bebés una experiencia sensorial mas variada
que la que poseerian los nifios alimentados sélo con biberén (Mennella y Beauchamp
1996). De la misma forma, los nifios tienden a rechazar las comidas que no les resultan
familiares (neofobia), pero este rechazo puede modificarse mediante la exposicion
repetida (entre 8 y 10 veces) a estos alimentos sin experimentar consecuencias
negativas (Birch y Fisher, 1996). No obstante, aunque produzca un aumento en la
preferencia por ciertos alimentos, la mera exposicion no parece generar unas
preferencias muy robustas.

Otra de las formas por las que el aprendizaje puede incrementar la preferencia
por un alimento, es el llamado “efecto medicamento” (Capaldi, 1996). En diversos
estudios realizados con ratas, se ha observado un incremento en la preferencia por un
alimento presentado justo antes de la recuperacion de un trastorno gastrointestinal.

Sin embargo, al igual que el efecto de mera exposicidn, este fendmeno explica solo un
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pequefio porcentaje de las preferencias alimentarias, ya que la mayoria de los
alimentos no suelen asociarse con la recuperacién de una enfermedad.

Asi pues, los efectos de preferencia mas significativos se atribuyen al
condicionamiento cldsico o pavloviano, a través del cual un sabor inicialmente neutro
(o incluso moderadamente aversivo) puede llegar a ser preferido a través de
asociaciones repetidas con las propiedades (nutritivas, caléricas) de otra sustancia con
la que se combina (Myers y Sclafani, 2006; Rozin y Zellner, 1985).

De la misma forma que ocurre en las aversiones alimentarias, cabe destacar
algunas caracteristicas concretas que hacen singular el aprendizaje de preferencia

basado en el condicionamiento clasico:

a) En los primeros estudios sobre preferencias condicionadas se realizd un nimero
muy elevado de ensayos de condicionamiento. Holman (1975), en sus trabajos
basados en la asociacion de diferentes sabores, llegé a emplear hasta 20
emparejamientos. Mas adelante, se han encontrado claros efectos de preferencia
condicionada con 6 ensayos de condicionamiento (Capaldi, Myers, Campbell y
Sheffer, 1983), también con 4 (Diaz, De la Casa, Ruiz y Baeyens, 2004; Mehiel y
Bolles 1988), con tan solo 2 (Boakes, Rossi-Arnand y Garcia-Hoz, 1987) e incluso
Unicamente con 1 emparejamiento (Myers, 2007). Esto posee una gran
significatividad desde el punto de vista ecoldgico y adaptativo ya que, el hecho de
que la preferencia condicionada pueda ser adquirida en un solo ensayo,
proporciona una experiencia comparable a lo que podria ocurrir en una sola
comida cuando los animales se estan alimentando. En cualquier caso, el nUmero
de ensayos necesario no ha sido sistematicamente estudiado pero los datos

existentes sugieren un condicionamiento muy rapido.
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b) Las preferencias condicionadas son sorprendentemente resistentes a la extincion
(Delamater, 2012; Diaz y De la casa, 2011), encontrando procedimientos en los
que la preferencia adquirida puede llegar a persistir hasta 28 dias sin sintomas de

disminucion (Capaldi et al., 1983).

c¢) Dependiendo del mecanismo de aprendizaje implicado en el desarrollo de Ila
preferencia, ésta puede desarrollarse incluso con un intervalo muy amplio entre
los sabores presentados. Por ejemplo, cuando el aprendizaje se basa
exclusivamente en la palatabilidad de las substancias, se produce una
preferencia condicionada cuando el intervalo entre el sabor que se pretende
condicionar y un reforzador con alta palatabilidad es minimo, siendo frecuente
para este tipo de asociacién utilizar un procedimiento en el que los estimulos
forman un compuesto (Mehiel y Bolles 1988). No asi cuando la preferencia esta
basada en los efectos nutritivos del reforzador, observandose el efecto de
preferencia condicionada incluso con demoras de 1 a 5 horas (Capaldi y Sheffer,

1992).

El procedimiento mas comun para estudiar de forma experimental la adquisicidn
de este tipo de preferencias basadas en el condicionamiento clasico es el paradigma de
“preferencia condicionada por el sabor” (ver Sclafani, 1999). Dado que este paradigma
ha sido el procedimiento elegido para la realizacién de este estudio, merece ser

desarrollado a continuacidon con mas detalle.
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Paradigma de preferencia condicionada por el sabor

En términos generales, este paradigma de aprendizaje consiste en proporcionar
al animal un sabor novedoso (EC) emparejado con una substancia u otro sabor con
propiedades reforzantes (EI). Como consecuencia de esta experiencia, aumenta el
consumo o la preferencia por dicho sabor. Las cualidades reforzantes de la solucién
gue provoca la preferencia condicionada pueden referirse a su palatabilidad o valor
heddnico (Holman, 1975), lo que daria lugar a un tipo de aprendizaje denominado
“sabor-sabor”, y también a las consecuencias de la ingestion de la solucidn, como sus
efectos caldricos o nutritivos, un tipo de aprendizaje denominado “sabor-nutriente”
(Harris, Shand, Carroll y Westbrook, 2004). El desarrollo de la preferencia se suele
expresar como un aumento del consumo del sabor previamente asociado con la
sustancia agradable o el nutriente frente a agua (o frente a un sabor alternativo) en
una prueba de consumo posterior con ambos fluidos. Estos dos tipos o mecanismos de
aprendizaje, sabor-sabor y sabor-nutriente, y sus particularidades forman el cuerpo
experimental de esta tesis, razén por la cual se desarrollaran a continuacién de manera

mas amplia.

2.1. Aprendizaje sabor-sabor

Diversos estudios (Capaldi et al., 1983; Lyn y Capaldi, 1994) realizados con ratas
indican que cuando se ingiere un sabor, cuya preferencia inicial es baja, con una
solucién dulce de sacarosa, por ejemplo, la preferencia por dicho sabor aumenta
cuando se presenta solo. Como ya comentamos anteriormente, la preferencia por los
sabores dulces parece estar determinada genéticamente. Basandose en este hecho,
Holman (1975) observé un aumento en la preferencia por un sabor mezclado con una

solucién de sacarina de alta concentracion, en comparacion con otro sabor
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emparejado con una concentracion mas baja de sacarina. La preferencia por el primero
de los sabores aumentd debido a su asociacion con el sabor dulce de la sacarina con
una concentracién mayor, ya que esta substancia carece de poder nutritivo. Ademas,
este tipo de asociacién puede ser muy duradera en el tiempo. Esto podria explicar, en
parte, como diversas sustancias con sabores que inicialmente no son atractivos
pueden llegar a serlo, como en el caso del café. La mayoria de las personas consumen
café con azucar y/o con leche o crema y mas tarde empiezan a apreciar con gusto el
sabor amargo del café solo (Capaldi, 1996). En este sentido, si se empareja el sabor
amargo del café con el sabor dulce del azlcar o la crema, se incrementa la preferencia
por el sabor del café (los efectos derivados de la ingestion del azlcar también
contribuyen a este efecto, como veremos mds adelante). Lo mismo ocurre con el té.
Zellner, Rozin, Aron y Kulish (1983) observaron en humanos, con diferentes variedades
de té con las que no estaban familiarizados, un aumento en la preferencia por una de
ellas tras consumirla endulzada frente a otra variedad que se habia proporcionado sin
endulzar.

En estos estudios de aprendizaje sabor-sabor, los sabores fueron mezclados en
una solucidn conjunta. Pero este aprendizaje es también posible con un corto intervalo
de tiempo entre la ingesta de ambas soluciones. En un experimento clasico, Lavin
(1976) quiso observar esta situacidn con ratas y les proporcioné dos sabores diferentes
para beber de forma sucesiva y acto seguido les dio una sustancia toxica
inmediatamente después de consumir el segundo de los sabores. El resultado fue el
desarrollo de una aversién a ambas soluciones, demostrando que se habia formado
una asociacion entre los dos sabores dados inicialmente. Pero esta asociacidon se

formaba sélo si los sabores se consumian con un intervalo inferior a 9 segundos. Mas
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tarde, Lyn y Capaldi (1994) replicaron este hallazgo pero usando un reforzador
apetitivo para el condicionamiento. Tras consumir los dos sabores de forma sucesiva,
uno de ellos era emparejado con sacarosa. Después de esto, la preferencia por ambos
sabores se vio incrementada. Capaldi (1996), en un estudio realizado con estudiantes
de secundaria, asi como Havermans y Hansen (2007), con nifios que rondaban los 5
afios de edad, observaron también un incremento en el grado de preferencia por
diferentes verduras, como la coliflor o el brécoli, tras haberlas mezclado primero con
otra solucion que endulzaba su sabor. Todos estos datos sugieren que un método tan
simple como mezclar un alimento, bien con una sustancia dulce o bien con otro
alimento preferido, podria ser una buena técnica para instaurar habitos alimentarios
sanos. Sin embargo, muy pocos padres suelen emplear este sistema para moldear las
preferencias alimentarias de sus hijos. Paraddjicamente, en la cultura occidental, gran
parte de nuestra alimentacidn se basa en la mezcla de grasas y dulces, utilizando este
principio para instaurar, mantener o promover preferencias por una dieta poco

saludable (Garcia y Bach, 1999).

2.2. Aprendizaje sabor-nutriente

Hay muchos estudios que indican cdomo aumenta la preferencia por un alimento
que se mezcla con otro que tiene un elevado contenido caldérico (Mehiel y Bolles, 1988;
Sclafani, 1990). En este sentido, al igual que ocurre con el aprendizaje sabor-sabor,
otro proceso de aprendizaje puede darse bajo condiciones “similares”. Cuando un
sabor es mezclado con una sustancia como el azlcar, que posee un cierto poder
calérico y también un sabor agradable, el sabor puede asociarse tanto con el sabor

dulce como con los efectos que provoca en el organismo el poder nutritivo de la
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sacarosa. Es decir, parece que los animales estarian programados para aprender a
preferir los sabores asociados con alimentos de alto contenido caldrico y, por tanto,
podrian aprender mas rapidamente a ingerir alimentos nutritivos.

En los estudios de Holman (1975), descritos anteriormente, se comprobd cémo
aumenta la preferencia por un sabor asociado con una concentracion alta de sacarina.
En este tipo de aprendizaje no existia ningin componente nutritivo involucrado,
indicando que el aprendizaje sabor-sabor y el aprendizaje sabor-nutriente podrian ser
dos procesos independientes. Esta situacién se hace dificil de comprobar en la vida
cotidiana, fuera de situaciones experimentales donde se intentan controlar las
diferentes variables que puedan influir, dado que la mayoria de sustancias caldricas
suelen tener un sabor agradable. En este sentido, algunas de las caracteristicas de la
asociacién sabor-nutriente y una metodologia especifica han ayudado a diferentes
autores a determinar la naturaleza de esta modalidad concreta de aprendizaje.

En primer lugar y dado que la asociacion sabor-sabor no es posible si se da un
cierto retraso entre la presentacion de los estimulos, algunos trabajos han demostrado
preferencias condicionadas con importantes demoras entre la presentacién del sabory
sus consecuencias, un resultado que sélo seria compatible con un mecanismo de
aprendizaje sabor-nutriente. Capaldi, Campbell, Sheffer y Bradford (1987) mostraron
gue las ratas preferian un sabor asociado con una solucién de sacarina (clave gustativa)
cuando se proporcionaba 30 minutos antes de la comida de mantenimiento (clave
nutritiva), respecto a un sabor con sacarina que no precedia a la presentacién de
alimento. También comprobaron esta situacion con diferentes azlcares como glucosa
y también con grasas de alto poder nutritivo, obteniendo resultados similares. Asi

pues, que aumente la preferencia por un sabor previamente asociado con nutrientes
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es un fendmeno evolutivamente importante, dado el retraso que se produce durante
la alimentacién entre el sabor de la comida y la digestién de los nutrientes que
contenga.

En segundo lugar, Mehiel y Bolles (1988) quisieron examinar el aprendizaje de
una asociacién sabor-nutriente dando a sus ratas diferentes sustancias (con sabor a
fresa o cereza) mezcladas con otras soluciones gustativas con un aporte calérico
similar. Por ejemplo, la preferencia por un sabor asociado con etanol (sustancia
calérica que posee un sabor desagradable para las ratas) fue tan grande como la
preferencia mostrada por los sabores asociados con sustancias como el aceite de maiz
o la sacarosa (nutritivas y con sabores agradables para las ratas) que poseen un poder
caldrico similar al etanol. Estos hallazgos sugieren que el desarrollo de la preferencia
condicionada obedece a la formacién de una asociacidén sabor-nutriente que, por otra
parte, resulta mas fuerte que la asociacidon sabor-sabor, al menos en ratas.

El tercer método para observar un aprendizaje sabor-nutriente consiste en
administrar al animal el nutriente de forma contingente con el sabor, pero evitando la
cavidad bucal. Se ha demostrado, en ratas, que la infusion intragastrica de nutrientes
de modo contingente con el consumo de una solucidon gustativa incrementa la
preferencia por el sabor de dicha solucién (Sclafani, 1990). Esto significa que, puesto
gue no se experimenta el sabor en la cavidad oral, la preferencia formada no cabe
atribuirla a una asociacion sabor-sabor, sino mas bien a los efectos derivados de la
administracion intragdstrica de la solucién gustativa, como su poder calérico o
nutritivo. Sclafani y sus colaboradores han desarrollado una linea de investigacion
relacionada con las preferencias condicionadas mediante la infusion intragdastrica de

nutrientes, encontrando que la magnitud de la preferencia condicionada depende del
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tipo de nutriente. Por ejemplo, parece que las infusiones de carbohidratos son mas
efectivas que las infusiones de otro tipo de nutrientes, como las grasas y las proteinas,
a la hora de generar preferencias condicionadas por el sabor (Sclafani, 1990). De
hecho, las infusiones intragastricas pueden incluso generar consecuencias aversivas en
los sujetos bajo ciertas condiciones, como han encontrado algunos autores al utilizar
este procedimiento de infusién (Deutch, Molina y Puerto 1976).

En humanos, por la naturaleza misma del proceso de alimentacion, el
aprendizaje sabor-nutriente parece ser el mecanismo de aprendizaje de preferencias
condicionadas mas habitual, aunque en la mayoria de ocasiones se pueden producir
ambos aprendizajes, sabor-sabor y sabor-nutriente, al mismo tiempo. Como destaca
Capaldi (1996), el aprendizaje sabor-nutriente produce preferencias por las comidas
gue tienen mas calorias. En este sentido, parece que la densidad caldrica es ain mas
importante que el nimero de calorias en si. Esto se ha comprobado de forma
experimental en ratas, observando que la preferencia por un sabor asociado con 2
gramos de una comida que contenia 4 calorias/gramo era mayor que la preferencia
por otro sabor asociado con 4 gramos de otra comida que poseia 2 calorias/gramo
(Bolles, Hayward y Crandall, 1981). La magnitud de calorias era equivalente pero las
ratas, al igual que los humanos, parecen preferir alimentos en los que las calorias se
presenten de forma mas densa. Aqui parece jugar un papel importante la asociacién
sabor-sabor, dado que la mayoria de alimentos que poseen una densidad caldrica alta
son los alimentos ricos en grasas (que poseen 9 calorias/gramo frente a los
carbohidratos y proteinas que aportan 4 calorias/gramo) y en consecuencia suelen
tener una mayor palatabilidad. Como dice Capaldi (1996), de estos datos se podrian

extraer pautas de actuacidon para promover la adquisicion de habitos alimentarios
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sanos, como por ejemplo comer verduras (que suelen ser menos preferidas)
acompafiando a la carne (que suele ser mas preferida y con un aporte calérico mayor).
Esto incrementaria la preferencia por las verduras, ya que ambos tipos de aprendizaje,
sabor-sabor y sabor-nutriente, pueden ocurrir cuando un sabor es mezclado con una
comida. Sin embargo, cuando existe un cierto retraso entre las claves gustativa y
calérica, tan solo el aprendizaje sabor-nutriente tendria lugar, razén por la cual las
preferencias mas fuertes parecen ocurrir cuando los sabores se presentan de forma
conjunta y ambos mecanismos entran en accién. Desgraciadamente, en la vida diaria
los alimentos suelen consumirse de forma secuenciada, dejando el postre para el final.
Esta situacién podria dar lugar a una cuestién interesante y es que, segun lo que
hemos visto, si comemos una ensalada y después un postre podriamos llegar a preferir
mas la ensalada por las calorias presentes en el postre. Capaldi alude entonces a lo que
se llama “el efecto postre”, que nos dice que las consecuencias nutritivas y agradables
de una comida parecen quedar asociadas al sabor del alimento consumido mas
cercano en el tiempo, aumentando la preferencia por éste ultimo. Este fendmeno
puede influir en la formacion de habitos alimentarios, ya que muchos padres prometen
a sus hijos que si se comen la verdura (u otro alimento poco preferido), podran comer
después el alimento que les gusta (habitualmente el postre). La idea es que el alimento
preferido, en base a un “Principio de Premack” alimentario, actie como reforzador del
menos preferido, que se consume antes. Lamentablemente, los resultados son
precisamente los contrarios: se incrementa la preferencia por el alimento preferido y
normalmente menos sano. En definitiva, quizd consigan que su hijo se coma hoy las
espinacas, pero no conseguiran que le gusten mas. En todo caso, en cuanto a gustos, el

logro sera que al nifio le guste ain mas el postre (Garcia y Bach, 1999).
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2.3. Aprendizaje sabor-sabor vs. Aprendizaje sabor-nutriente

Como hemos visto, en funcidn de las substancias que se utilicen, los diferentes
mecanismos de aprendizaje propuestos pueden coexistir en el mismo paradigma. De
esta forma, usando una solucién de sacarosa como El se podria obtener una
preferencia basada en la palatabilidad del sabor, pero también una preferencia basada
en las consecuencias post-ingesta del nutriente. Si esto es asi, ambos tipos de
preferencia deberian ser susceptibles de disociacién. El uso de substancias
heddnicamente apetitivas sin valor nutricional, como la sacarina, ha permitido el
estudio exclusivo de la preferencia basada en la palatabilidad, como muestran los
estudios clasicos de Holman (1975). Por otro lado, también hemos resaltado el uso de
la infusidn intragdstrica para posibilitar el estudio de la preferencia basada en
nutrientes (Elizalde y Sclafani, 1990). Profundizando un poco mas en esta cuestion, tal
divisién no sélo implica procedimientos distintos, sino que también parece estar
sustentada por procesos asociativos diferentes (Dwyer, 2005; Fedorchak y Bolles,
1987). Asi pues, segun las propiedades del EI podemos distinguir un proceso de
aprendizaje basado en la evaluacion sensorial de su sabor, que corresponderia al
mecanismo de aprendizaje sabor-sabor, pero también otro proceso basado en las
expectativas de las consecuencias post-ingesta, que corresponderia al mecanismo de
aprendizaje sabor-nutriente (Capaldi, 1996), aunque esta distincion no es tan simple si
nos centramos en los procesos implicados en cada asociacién.

Se ha sugerido que el EC puede asociarse con diferentes propiedades del El,
como pueden ser el aspecto sensorial (en relacion a los componentes gustatorios y
olfatorios, por ejemplo), el componente heddnico (cuan atractivo es el El) o sus

propiedades motivacionales (como las calorias cuando el sujeto estd hambriento),
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dependiendo de factores como el grado de experiencia con los sabores, su naturaleza
hedodnica inicial o el intervalo temporal entre la experiencia con el sabor (EC) y sus
consecuencias (El) (Delamater, 2011, 2012). Cuando se usa un El palatable, el sabor de
la solucién incluye propiedades sensoriales especificas (como el dulzor, por ejemplo),
susceptibles de asociarse con el EC, tal y como han demostrado diversos estudios
utilizando el procedimiento de devaluacién del El. Por ejemplo, Dwyer (2005), asocio
un sabor de uva (EC) con una solucion de glucosa al 2% de concentracién (El) y un
sabor de cereza (EC) con otra solucidon de maltodextrina, también a una concentracién
del 2% (El). M3ds tarde, uno de los Els fue devaluado con una inyeccién de cloruro de
litio (LiCl). En un test de eleccién de dos botellas posterior, las ratas evitaron el sabor
asociado al El que fue devaluado, pero no evitaron el otro sabor. Como resalta Dwyer,
si los sabores se hubieran asociado simplemente con las propiedades heddnicas o
motivacionales del reforzador, no se esperaria ninguna diferencia en la preferencia por
algln sabor durante la prueba de eleccidn, un dato que indica la formacidon de un tipo
de asociacion relacionada de forma directa con el mecanismo de aprendizaje sabor-
sabor, donde la asociacién se estableceria entre el sabor de la solucién EC vy las
propiedades sensoriales del sabor del El.

Por otro lado, el El también posee otro tipo de propiedades reforzantes, como
las propiedades heddnicas positivas relacionadas con las respuestas afectivas que
genera su consumo, que también pueden asociarse con el sabor EC. En este sentido,
diversos estudios han evaluado con diferentes técnicas la separaciéon de estos
aspectos, mas afectivos y emocionales, respecto de los aspectos sensoriales que
acabamos de describir, debido a que ambas cualidades del El pueden asociarse con el

sabor del EC durante el condicionamiento. Para evaluar las diferencias que puedan
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existir en las respuestas heddnicas condicionadas e incondicionadas a un sabor, existen
diversas técnicas como el analisis del patrén de ingesta o consumo del fluido
(microestructural analysis of licking behaviour, en la terminologia inglesa) (Dwyer,
2008, 2012), asi como el andlisis de las respuestas orofaciales en el test de reactividad
al sabor (Forestell y LoLordo, 2003; Grill y Norgren, 1978). Ambas técnicas se exponen
de forma mas detallada mas adelante.

Finalmente, si ademas de utilizar una solucién dulce y de alta palatabilidad como
El, la solucién también es nutritiva, esta propiedad reforzante posibilita el
establecimiento de una tercera asociacién entre el sabor EC y las consecuencias
nutritivas post-ingesta de la solucién (Delamater, Campese, LoLordo y Sclafani, 2006).
Esta tercera asociaciéon también se ha comprobado con diferentes métodos como la
infusion intragastrica de sustancias con cierto valor nutritivo, como se comprueba en la
linea que Sclafani y sus colaboradores han desarrollado, haciendo que los animales
experimenten las consecuencias caldricas post-ingesta de la solucion nutritiva sin la
oportunidad de experimentar su sabor de forma oral. Asi pues, esta situacion sélo
permite un proceso asociativo sabor-nutriente como mecanismo explicativo de este
tipo de aprendizaje.

En resumen, parece que las asociaciones relacionadas con las propiedades
reforzantes del El (asociaciones sabor-valor heddnico y sabor-nutriente) permiten
establecer preferencias condicionadas que se basan en mecanismos de aprendizaje
diferentes (Owens, Capaldi y Sheffer, 1993). En particular, la asociacién sabor-valor
heddnico estaria mas relacionada con el mecanismo de aprendizaje sabor-sabor,
mientras que la asociacidn sabor-nutriente estaria mas relacionada, légicamente, con

el mecanismo de aprendizaje sabor-nutriente. Ambos mecanismos deberian ser
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entonces independientes. Si para distinguir el aprendizaje sabor-sabor del aprendizaje
sabor-nutriente tomamos en consideracién el papel que juegan tanto la expectativa de
las consecuencias post-ingesta como la relacion de contingencia EC-El, podriamos
explicar la preferencia condicionada en base a estos términos. La idea central es que,
en el aprendizaje sabor-nutriente, los animales aprenden que el sabor EC es una sefial
de las consecuencias nutritivas post-ingesta, es decir, estaria mas relacionado con un
aprendizaje de tipo predictivo, en base a las expectativas y sensible a cambios en la
relacion de contingencia EC-El. Sin embargo, en el aprendizaje sabor-sabor, el sabor EC
no se comportaria como una sefal de palatabilidad, sino que se produciria una
transferencia de las propiedades del sabor del El hacia el sabor EC, relaciondndose mas
bien con un aprendizaje de tipo no predictivo, mds sensorial y sensible a variaciones de
la contigliidad temporal, mas que cambios en la relacién de contingencia de los

eventos (Drucker, Ackroff y Sclafani, 1994).

2.4. Otras consideraciones sobre el paradigma de preferencia condicionada

Una vez vistos los diferentes mecanismos asociativos en los que se basa este
paradigma, si nos centramos en la naturaleza de los ECs que se pueden emplear
podemos encontrar diferentes variaciones. Por un lado, la mayoria de trabajos sobre
preferencia condicionada suelen emplear como EC sabores simples, mezclas de varios
sabores o incluso olores. Se han obtenido preferencias con sabores basicos como
salado, acido, amargo y dulce (Drucker et al., 1994), aunque lo habitual con este tipo
de sabores es utilizarlos como El (Fanselow y Birk, 1982). Las mezclas de sabores o
sabores complejos, como los saborizantes comerciales mezclados con sacarina o con

sacarosa, también son habituales en experimentos sobre preferencia condicionada con
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este paradigma (Ackroff, Dym, Yiin y Sclafani, 2009; Ackroff, Lucas y Sclafani, 2005;
Tarner et al.,, 2004). Asi mismo, también se pueden utilizar claves olfatorias como
estimulos condicionados (ver Torquet et al., 2014) ya que multitud de preferencias
olfatorias parecen adquirirse también en base a la experiencia.

En cuanto a la naturaleza del El, se han utilizado tanto sabores palatables
(Holman, 1975) como nutrientes especificos, entre los que destacan los carbohidratos,
las grasas, las proteinas o el alcohol (ver revision de Sclafani, 1999), observdndose en
ambos casos preferencias condicionadas al sabor y determinando, como ya hemos
explicado, los diferentes mecanismos asociativos de aprendizaje, sabor-sabor y sabor-
nutriente.

Por otra parte, el paradigma de preferencia condicionada por el sabor puede
diferir también en funcién de aspectos procedimentales, como la modalidad de
administracion del El. La linea de investigacion de Sclafani y colaboradores es
ilustrativa acerca del método de administracion de nutrientes a través de una sonda
mediante infusidn intragastrica, tras haber consumido un sabor determinado (Myers y
Sclafani, 2001, 2003). De la misma forma, se han realizado infusiones con el propdsito
de administrar nutrientes de forma intrayeyunal (Ackroff, Yiin y Sclafani, 2010),
intraduodenal (Drucker y Sclafani, 1997) o via portal-hepatica (Tordoff y Friedman,
1986). En estos casos, el sabor que la solucion nutritiva pudiera poseer no deberia
interferir en la asociacidn entre sus consecuencias reforzantes post-ingesta y el sabor
gue se pretende condicionar, dado que la solucién nutritiva evitaria la cavidad bucal y
orofaringea. Sin embargo, el método mas simple y natural para adquirir una
preferencia condicionada por un sabor consiste en proporcionar de forma oral el El,

sea éste un nutriente o una solucion palatable, ya que ésta es la situacién mas habitual
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que se produce cuando los animales se alimentan. En este sentido, cuando se utiliza el
método de administracion oral, el procedimiento simultaneo es el que se emplea con
mas frecuencia en este paradigma de aprendizaje (Mehiel y Bolles, 1988). Mediante
este procedimiento, el EC y el El se administran mezclados en una solucién conjunta,
formando un compuesto. Por otro lado, también se pueden conseguir fuertes
preferencias condicionadas con un procedimiento demorado, donde la clave gustativa
va seguida de la presentacion del El tras un cierto intervalo de tiempo (Holman, 1975).
Este autor destacd que las ratas desarrollaban preferencia por un sabor cuando iba
seguido 30 minutos después de una solucién de glucosa, pero no la desarrollaban si la
solucion que se presentaba mds tarde era de sacarina. Sin embargo, mostraban una
fuerte preferencia cuando la sacarina se presentaba inmediatamente después o
mezclada con el propio sabor. Los resultados sugieren que la preferencia basada en el
sabor ocurre sélo si no existe retraso entre el sabor del EC y el sabor del El, o si el
intervalo entre los sabores es muy breve, mientras que las preferencias basadas en los
efectos post-ingestivos pueden ocurrir aun cuando exista un cierto retraso entre el
sabor del EC y el nutriente del El (Elizalde y Sclafani, 1988). Se han obtenido
preferencias significativas incluso cuando el intervalo entre la exposicién a la clave
gustativa y el nutriente varia entre 1 y 5 horas (Capaldi y Sheffer, 1992). Esta capacidad
para adquirir preferencias basadas en los nutrientes cobra mucho sentido si lo
entendemos en términos fisioldgicos como un proceso analogo a la ingestion vy
digestion, entre las que también existe un intervalo temporal.

Por otro lado, el estado motivacional de los sujetos experimentales también
juega un papel importante en la preferencia condicionada por el sabor usando este

paradigma. Asi pues, los animales pueden ser entrenados o sometidos a prueba bajo
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diferentes programas o niveles de privacién de comida y/o agua. Aunque la privacion
de agua también reduce el consumo de alimento (Bolles, 1961), la privacion de comida
podria facilitar el condicionamiento del sabor cuando se usan nutrientes como El. En
este sentido, el incremento de la necesidad energética de los animales podria
potenciar el valor reforzante del nutriente (Davidson, 1998). Respecto a las
preferencias basadas exclusivamente en el sabor, el estado motivacional en este caso
no parece ser una variable influyente (Fedorchak y Bolles, 1987). Estos autores
examinaron en ratas cdmo influye el nivel de privacidon de comida en la preferencia por
un sabor emparejado con sacarina o con sacarosa. Cuando se realizaba la prueba bajo
privacion de alimento se producia una fuerte preferencia por el sabor que se habia
emparejado con la sacarosa. Asi mismo, esta preferencia se veia reducida cuando los
animales realizaban el test después de 24 horas de acceso libre a la comida. Sin
embargo, este efecto no se encontré cuando se utilizd sacarina como El, apreciandose
una preferencia similar por el sabor emparejado con la sacarina independientemente
del nivel de privacidon de los animales durante el test. Ademas, bajo privacion de
alimento, la extincidon de la preferencia condicionada parece producirse con mayor
celeridad (Harris et al., 2004). Estos autores, manipulando el nivel de hambre de las
ratas durante la prueba, demostraron que la preferencia por un sabor emparejado con
sacarosa durante el entrenamiento descendia tras presentaciones no reforzadas del
mismo en animales hambrientos, a diferencia de la preferencia mostrada por animales
saciados. Dado que el sabor emparejado con sacarosa formaria distintos aprendizajes
(sabor-sabor y sabor-nutriente) y que el estado de privacion de comida durante el test
parece seleccionar el mecanismo sabor-nutriente, el decremento en la preferencia

condicionada sélo en animales hambrientos durante el test proporciond evidencia de
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que la presentacién del sabor no reforzado parece ser mas efectiva en la preferencia
basada en el aprendizaje sabor-nutriente que en el aprendizaje sabor-sabor.

Otro factor que puede determinar el curso de la preferencia condicionada es la
valoracion heddnica inicial del sabor. Por ejemplo, se ha observado que la experiencia
repetida con un sabor preferido de forma innata, como el sabor dulce, provoca un
incremento cuantitativo en su valoracion heddnica. Sin embargo, en el caso de sabores
inicialmente desagradables, como el sabor amargo de la quinina, no esta claro que
pueda producirse un cambio cualitativo de desagradable a agradable en su valor
heddnico (Myers y Sclafani, 2003).

Respecto a los diferentes disefios utilizados en este paradigma, en los disefios
intra-sujeto los animales recibirian dos tipos diferentes de ensayos durante el
condicionamiento: ensayos reforzados en los que un sabor (EC+) seria emparejado con
el El y ensayos no reforzados en los que un segundo sabor (EC-) se presentaria en
ausencia del El (o emparejado con otro El diferente). El resultado del condicionamiento
se suele medir mediante un test de dos botellas que contienen los dos sabores
utilizados (EC+ vs. EC-). Sin embargo, esta medida del condicionamiento ha sido
cuestionada (p.ej., Delamater, 2007) dado que no descartaria de forma definitiva que
la preferencia obtenida por el EC+ fuese parcialmente debida a una evitacion
aprendida del EC-, el cual ha sido explicitamente no emparejado con el El (Harris et al.,
2004). En los disefios entre-grupos nos encontrariamos con una situacion parecida, ya
gue estos disefios suelen utilizar grupos que reciben diferentes condiciones durante el
entrenamiento. En la condicion emparejada se presentaria el sabor (EC) junto con la
solucion palatable y/o nutritiva (El), mientras que en la condicidn desemparejada se

presentarian los mismos estimulos pero en diferentes dias. La utilizaciéon del mismo
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sabor en ambas condiciones podria ofrecernos una medida mas fiable, a través de la
condicion desemparejada, acerca de la “linea base” de consumo del sabor que
también se estaria utilizando como EC en la condicion emparejada, lo que nos
ofreceria un mayor control que los disefios intra-sujeto pero, al igual que en éstos,
algunos autores indican que la contingencia negativa entre el sabor y el El en la
condicion desemparejada podria tener el potencial suficiente para producir un
aprendizaje inhibitorio (si hay sabor, entonces no habria El) que podria reducir la
preferencia por el sabor (Albertella y Boakes, 2006). Para solucionar esto, podriamos
pensar en otro tipo de control que podria consistir en el uso de un grupo al que se le
ofrece el consumo del sabor en cuestidn, por simple exposicion. Nuevamente, este
ultimo grupo nunca podria ser un control satisfactorio, ya que estos sujetos no
tendrian experiencia con el El respecto al grupo emparejado; por lo tanto, las
diferencias entre las condiciones podrian atribuirse a diferencias en la experiencia con
la solucién palatable y/o nutritiva que se utilizase como El.

En cualquier caso, la preferencia condicionada al sabor se ha estudiado usando
una gran variedad de estimulos y métodos. Las preferencias por un sabor neutro
pueden estar asociadas tanto al sabor palatable de una sustancia (nutritiva o no) como
a las acciones post-ingesta de un nutriente. En ambos casos se observa una adquisiciéon
rapida, aunque soélo la expresiéon de la preferencia basada en nutrientes se ve
potenciada por la privacion de comida. Finalmente, la forma de medir dicha
preferencia condicionada al sabor es importante, siendo el test de elecciéon de dos
botellas (EC+ vs. EC-) un procedimiento que podria presentar algiun problema de

interpretacion en funcidn de las diferentes condiciones de control.
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Un factor que quizds no ha sido exhaustivamente estudiado pero que podria
resultar relevante a la hora de determinar la naturaleza de los mecanismos asociativos
qgue intervienen en el condicionamiento de preferencias gustativas, es el tipo de
prueba empleada para evaluar la magnitud de la preferencia. De forma convencional,
la bibliografia nos muestra la utilizacion recurrente de pruebas en las que se registra el
consumo de la soluciéon gustativa, de forma aislada, frente a agua o frente a un sabor
alternativo. Pero, como ya se ha mencionado, existen diferentes mecanismos
asociativos a través de los cuales puede establecerse una preferencia gustativa, por lo
que se hace necesaria la utilizacidon de determinadas técnicas que evalien “algo mas”
que el consumo propiamente dicho, que podria también estar determinado por
variables como el estado motivacional del organismo o la naturaleza del sabor
empleado.

Dado que esta tesis doctoral se centra en el anadlisis de los cambios heddnicos (o
cambios en la palatabilidad de los fluidos) producidos durante el aprendizaje de
preferencias por los sabores, conviene mencionar aqui dos técnicas que de modo
especifico se han desarrollado para examinar la valoraciéon heddnica de los sabores
durante el condicionamiento de aversiones y de preferencias gustativas. Se trata del
analisis del patrén de ingesta (licking behaviour) y la técnica de reactividad al sabor.
Esta ultima técnica, junto con la prueba tipica de consumo o ingesta, son los
procedimientos empleados en este estudio experimental. A continuacidn se realiza un
repaso mas detallado de las diferentes técnicas empleadas para estimar el

condicionamiento de preferencias y aversiones gustativas.
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3.1. Pruebas de consumo

Para medir la magnitud del aprendizaje gustativo, tanto en el caso de las
preferencias condicionadas por los sabores como de las aversiones, la mayor parte de
las investigaciones al respecto han empleado, de forma habitual, dos tipos de pruebas

de consumo (Bures, Bermudez-Rattoni y Yamamoto, 1998).

3.1.1 Prueba de exposicion a un solo fluido

En esta prueba estd disponible para el animal una botella con el sabor EC que fue
emparejado con el El durante el condicionamiento. Su consumo se compara con el de
un grupo control que ha recibido el sabor EC sin la presentacién del El (o que lo ha
recibido de forma no contingente). Otra opcidn alternativa seria comparar el consumo
del sabor EC con el consumo de agua durante los dias de habituacién (fase previa al
condicionamiento en la cual los animales beben diariamente, en tubos calibrados, para
habituarlos a la metodologia utilizada). La principal limitacién de este procedimiento
es que, cuando la preferencia o la aversidon condicionada es débil, el programa de
privacién puede hacer que los animales beban el fluido igualmente, al disponer de una
sola opcién. En la misma linea, cuando se desarrolla una fuerte preferencia o aversiéon
por el sabor durante el condicionamiento, es probable que las diferencias en la
magnitud del aprendizaje se vean oscurecidas en la prueba por los efectos
denominados “techo” y “suelo”. Esto es, que los sujetos beban el maximo de fluido
disponible si hablamos de preferencia o que, por el contrario, se elimine totalmente el
consumo si la aversién es fuerte. Una posible solucidon a este problema seria analizar la

resistencia a la extincién o utilizar el procedimiento de eleccidon de dos o mas botellas.
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3.1.2. Prueba de eleccion entre dos fluidos

Siguiendo las pautas de los trabajos pioneros de Ritcher y Campbell (1939) con
roedores, se presentan simultdneamente dos botellas con un contenido diferente. El
animal, generalmente, tiene la oportunidad de escoger entre agua destilada (u otro
sabor alternativo) y el fluido que fue asociado al El durante la fase de entrenamiento,
registrando su consumo. Sin embargo, esta prueba también tiene alguna limitacién. En
los procedimientos de preferencia condicionada que utilizan mds de un sabor como
ECs, sabiendo que la mayor preferencia por el EC+ puede deberse, en parte, a una
evitacion aprendida del sabor EC-, metodolégicamente hablando también podria
ocurrir lo que se llama “efecto de preferencia de lado” (Simmen, Pasquet y Hladik,
2004), por la presentacion del fluido condicionado siempre en el mismo lado de la caja.
Para evitar esta situacion, la posicién de las botellas deberia variar alternativamente y
de forma contrabalanceada a lo largo de los ensayos, tanto en la fase de
condicionamiento como en la fase prueba. Por otro lado, podria darse el caso en el que
los animales escogieran una botella al azar y continuaran bebiendo de ella sin probar la
alternativa (en aprendizajes gustativos no muy intensos y concretamente en los
procedimientos de condicionamiento de preferencias en los que se utilizan sabores
apetitivos en lugar de sabores neutros o moderadamente aversivos). Una solucion a
este problema pasaria por colocar, de manera igualmente accesible, botellas con los
sabores intercalados pero limitadas en cantidad, con la intencién de que tengan que
beber de varias botellas para saciarse. Algunos autores han estudiado si la utilizacion
de mas de 2 botellas podria resultar beneficiosa a la hora de estimar la preferencia,
encontrando mejores resultados con 3 botellas que con 2, pero sélo si la solucién

condicionada esta presente en 2 de las 3 botellas disponibles, conteniendo agua la
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botella restante (S-A-S). Este resultado parece ldgico, dada la existencia de una mayor
disponibilidad de la solucién condicionada que de agua (o solucidn alternativa). De
hecho, si se invierte el procedimiento y se proporcionan 2 de las botellas con agua y
tan solo 1 con la solucién condicionada (A-S-A), los resultados no mejoran los del test
de 2 botellas convencional. Ademas, para condicionar soluciones moderadamente
aversivas, como por ejemplo el acido citrico, ni siquiera la mayor disponibilidad de la
solucién condicionada parece ser mas efectiva (Tordoff y Bachmanov, 2003). De la
misma forma, estos autores indican que la utilizacion de 6 botellas (3 con la solucidn
condicionada y 3 con agua) tampoco fue mejor que el test convencional de 2 botellas.
Asi pues, dado que utilizar mas de 3 botellas parece inefectivo, unido a que en nuestra
linea de investigacién también se utiliza acido citrico como sabor EC y entendiendo,
ademas, que la disponibilidad relativa de la solucién al utilizar 3 botellas parece un
sesgo importante, en esta tesis se ha optado por la utilizacidon del test 2 botellas,
alternando el lado de presentacion para evitar el efecto de preferencia de lado.

Al margen de las diferentes modalidades de pruebas de consumo existentes,
cuando se desarrolla una preferencia condicionada por un sabor, existe también un
componente emocional o afectivo que nos informa del valor heddnico de las
soluciones implicadas en el procedimiento. Sin embargo, las pruebas de consumo que
acabamos de describir pueden no reflejar adecuadamente la valoracién heddnica de
los fluidos proporcionados a los animales, al igual que sucede en el caso de una
aversion condicionada al sabor. Para analizar esta asociacién sabor-valor heddnico en
base a las respuestas heddnicas condicionadas e incondicionadas a un sabor, surgen
otro tipo de técnicas mas sofisticadas como el analisis de las respuestas orofaciales en

el test de reactividad al sabor y el analisis del patrén de ingesta o consumo.
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3.2. Prueba de reactividad al sabor

Los cambios producidos en la valoracién heddnica de los fluidos tras el
condicionamiento pueden detectarse de forma muy fiable examinando las reacciones
orofaciales de aceptacion y de rechazo que muestran los animales cuando se les
infunde un sabor directamente en la cavidad bucal a través de una cdnula implantada
para este fin, una técnica denominada prueba de reactividad al sabor (Grill y Norgren,
1978). Tradicionalmente, esta prueba ha dado muy buenos resultados a la hora de
evaluar los cambios heddnicos que se producen en el aprendizaje aversivo gustativo,
razén por la cual se hace necesaria su introduccién aludiendo a estos términos.

En el aprendizaje aversivo gustativo, la reduccién en la ingesta de un sabor
asociado previamente con un agente emético o inductor de ndusea, como el cloruro
de litio (LiCl), se ha considerado un indice fiable del condicionamiento de la aversién.
Sin embargo, se puede observar una reduccion similar en el consumo del sabor tras su
emparejamiento con drogas reforzantes sin que, por el contrario, cambie su valoracién
heddnica (Parker, 1982, 1995 y 2003; ver Verendeev y Riley, 2012, para una revision de
la aversion al sabor con drogas reforzantes). En este sentido, cuando la aversion al
sabor estd mediada por el condicionamiento de ndusea, ademas de la reduccién en el
consumo tendria lugar también un cambio en la palatabilidad o valoracién hedédnica de
la solucién condicionada que podria estimarse a partir de las reacciones orofaciales
caracteristicas del rechazo de una solucién gustativa (Parker, 2014). Sin embargo, al
contrario que las drogas eméticas, diferentes drogas con propiedades reforzadoras
(como la cocaina o las anfetaminas) no producen en la rata este tipo de respuestas de
rechazo, evitando el sabor como resultado de una respuesta condicionada de miedo,

ya que las ratas evitan consumir cualquier sustancia relacionada con un cambio en su
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estado fisiolégico interno (Lin, Arthurs y Reilly, 2014; Parker, Limebeer y Rana, 2009).
Esta disociaciéon en cuanto a los procesos que subyacen al aprendizaje aversivo
gustativo, evitacion del sabor y aversion propiamente dicha, ha sido posible mediante
el estudio de la valoracidon heddnica de los sabores (Parker, 2014 para una revision
reciente). Para este fin, se hace necesario matizar que las pruebas convencionales de
consumo requieren, segun Konorski (1967), de dos tipos de conductas, preparatorias
(o de aproximacién al tubo con la bebida) y consumatorias (o de ingesta del fluido).
Dado que cuando el animal evita consumir el fluido (esto es, no se aproxima al tubo
que contiene la bebida), éste no realiza respuesta consumatoria alguna, se hace
necesaria la utilizacion de una prueba que mida especificamente las respuestas
consumatorias. El test de reactividad al sabor (Grill y Norgren, 1978) permite evaluar
los cambios que se producen en la palatabilidad de los fluidos como consecuencia de
su administracidén forzada. En esta prueba, se miden las reacciones orofaciales que
produce una solucién cuando se infunde directamente en la cavidad bucal a través de
una canula implantada a la rata (Parker, 1980). Cuando una solucién agradable, como
la sacarosa, se infunde directamente en la cavidad bucal de las ratas, éstas muestran
reacciones de ingesta o aceptacion entre las que destacan los movimientos ritmicos de
la boca, el lameteo de las patas delanteras y las protrusiones de la lengua (Berridge,
2000; Berridge y Grill, 1983 y 1984). Sin embargo, cuando la solucién infundida ha sido
emparejada con un estado de ndusea, muestran reacciones de rechazo, similares a las
producidas por sustancias desagradables como la quinina, de las cuales las mas
caracteristicas son las arcadas, las sacudidas de la cabeza o el frotamiento de la
barbilla con las paredes o con el suelo de la jaula experimental (Grill, 1985). Ambos

tipos de respuestas son comunes en multitud de especias, encontrandose patrones
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conductuales similares tanto en bebés humanos, como en primates y roedores
(Steiner, Glaser, Hawilo y Berridge, 2001). Incluso se han encontrado patrones
similares en otros animales como los caballos (Jankunis y Whishow, 2013) o los gatos
(Van den Bos, Meijer y Sprutit, 2000) y llegando a establecer patrones conductuales en
términos de reactividad al sabor en otros animales, como. En la Figura 1 se puede

observar un ejemplo del tipo de reacciones que acabamos de comentar.

Figura 1. Reacciones apetitivas y aversivas universales

A

Nota. (A) Reacciones orofaciales universales apetitivas o de aceptacion (protrusiones de la
lengua) ante un sabor dulce y (B) Reacciones orofaciales universales aversivas o de rechazo
(arcadas) ante un sabor amargo (de Berridge, 2000).
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Se han realizado algunos estudios con la técnica de reactividad facial para
examinar el aprendizaje de preferencias gustativas en roedores. Por ejemplo, Myers y
Sclafani (2001), con el procedimiento de administraciéon intragastrica de glucosa,
constataron una preferencia por un sabor asociado con la infusién de glucosa y un
aumento de las respuestas heddnicas cuando se infundia dicho sabor directamente en
la boca de los animales. En linea con lo anterior, en uno de los estudios pioneros sobre
cambios en la palatabilidad, Pelchat, Grill, Rozin y Jacobs (1983) analizaron cémo
variaban los patrones de reactividad facial tras emparejar una solucidn de sacarosa con
3 estimulos diferentes: cloruro de litio, una descarga eléctrica aplicada a las patas del
animal o lactosa. La primera vez que la sacarosa se infundié de forma intraoral, las
ratas mostraron conductas de ingesta de la solucion (principalmente movimientos
ritmicos de la boca y protrusiones de la lengua). Después de la infusién y de forma
contingente, se administré a cada animal uno de los tres estimulos incondicionados.
Tras un Unico ensayo de condicionamiento, las ratas a las que se les administré una
descarga eléctrica o lactosa, siguieron mostrando reacciones apetitivas cuando se les
infundia la sacarosa. Sin embargo, las ratas que habian recibido litio disminuyeron las
reacciones apetitivas y realizaron respuestas de disgusto (arcadas, frotamientos de la
barbilla y sacudidas de la cabeza). Asi pues, éste y otros trabajos han permitido
observar, con el test de reactividad al sabor, aspectos tan dispares como el cambio en
la palatabilidad de la sacarosa como consecuencia de las asociaciones establecidas
durante el condicionamiento (Forestell y Lolordo, 2003), las diferencias sexuales
existentes en cuanto a la preferencia por la sal (Flynn, Schulkin y Havens, 1993), asi
como el cambio en el patrén de respuestas heddnicas tras el consumo voluntario de

sacarosa en ratas con diferentes edades (Willmouth y Spear, 2009).
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3.3. Analisis del patrén de ingesta

Con el propésito de evaluar la valoraciéon heddnica de las sustancias se ha
desarrollado también otra técnica centrada en el analisis del patrén de ingesta o
microestructura de la respuesta consumatoria (Davis, 1989; Dwyer, 2012). Las ratas,
cuando ingieren un fluido, lamen de la botella que lo contiene con una frecuencia o
cadencia determinada. Si tomamos en consideracidon la pausa o intervalo entre las
sucesivas respuestas de lametear o lametones, estas respuestas tienden a producirse
en conjuntos o grupos (cluster, en inglés). El nUmero de respuestas por agrupaciéon
(tamariio del cluster), depende de la naturaleza heddnica de la solucién. Si se trata de
una solucion agradable, como la sacarina, el tamafio del cluster esta positivamente
relacionado con su concentracién, es decir, aumenta cuanto mayor es la concentracién
de la solucion endulzada. Por el contrario, el tamafio del clister decrece cuando se
consumen sustancias aversivas como la quinina (Davis y Smith, 1992) y también
soluciones dulces que han sido condicionadas aversivamente. Sin embargo, este
patron de respuestas de lamer no esta relacionado directamente con el consumo de la
solucién, ya que el mayor consumo de una solucidn dulce se produce a
concentraciones moderadas de la solucion.

Basandonos en lo anterior, el andlisis de la frecuencia de las respuestas de lamer
(microestructura de la respuesta) constituye una medida alternativa al test de
reactividad al sabor para evaluar la valoracién heddnica de las soluciones (Dwyer,
2012). De hecho, esta técnica resulta especialmente indicada para diferenciar los
procesos de evitacién de un sabor (por su asociacion, por ejemplo, con una droga
reforzadora) y la aversion condicionada con sustancias eméticas o inductoras de

nausea. Cuando un sabor dulce se asocia con los efectos de una droga emética, el
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tamafio del cluster y el consumo de la soluciéon disminuyen. Sin embargo, cuando se
asocia el sabor con una droga con propiedades reforzadoras, el consumo de la solucién
disminuye pero el tamafio del cluster permanece inalterado (Dwyer, Boakes y
Hayward, 2008). Al igual que se comprueba en el test de reactividad, las drogas a dosis
reforzantes no provocarian aversién al sabor pero si evitacion de la solucidn gustativa.
Las investigaciones con el paradigma de preferencia condicionada por el sabor
también demuestran la utilidad de esta técnica para medir cambios en la palatabilidad
de los fluidos. Dwyer (2008) realizé una serie experimental utilizando este paradigma
para demostrar cdmo podia variar el tamafio del clister sin que el consumo se viese
alterado. Para ello, emparejé un sabor con una soluciéon de maltodextrina al 16% (CS+)
y otro sabor con la misma solucién pero al 2% (CS-). En la prueba, se presentaron
ambos sabores emparejados con las diferentes concentraciones de maltodextrina (16%
y 2%). Analizando los resultados, observé un mayor consumo del sabor CS+ frente al
sabor CS-, pero solo cuando los sabores se presentaban con una concentracion del 2%
de maltodextrina (con maltodextrina al 16% no hubo diferencias). Sin embargo, el
tamarfio del cluster siempre fue mayor para el sabor CS+, independientemente de la
concentracion con la que se presentaban los sabores. Como ya comentamos, el
consumo de una sustancia dulce o agradable depende de su concentracion. En este
sentido, el consumo de una solucién dulce se incrementa al aumentar su
concentracion hasta un limite por encima del cual la ingesta disminuye (esto es, sigue
una funcién en forma de U invertida). En cambio el tamafio del clister aumenta de
forma lineal con el incremento de la concentracién de la solucién. Presentar en la
prueba una clave condicionada con maltodextrina junto con la presentacién de la

maltodextrina por si misma, afectd al consumo de los sabores a bajas dosis, pero no a
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concentraciones mas altas, mientras que el patrén de ingesta se vio afectado a
cualquier concentracién. Estos resultados sugieren que en el condicionamiento de una
preferencia aumenta la valoracion heddnica del sabor CS+, justo lo contrario a lo que
ocurre en el aprendizaje aversivo gustativo, donde se observa una disminucién de la
valoracion heddnica del sabor condicionado. Asi pues, tanto el test de reactividad al
sabor como el analisis de la del patrén de ingesta parecen técnicas idéneas para
evaluar la valoracién hedénica o palatabilidad de los sabores durante el

condicionamiento de preferencias gustativas.
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Objetivos de la investigacion

Esta tesis doctoral tuvo como objetivo principal examinar con el paradigma de
preferencia condicionada por el sabor en ratas los cambios que se producen en la
valoracion afectiva o palatabilidad de los fluidos tras el condicionamiento de una
preferencia gustativa. Para ello, tras evaluar mediante una prueba de consumo el
desarrollo de la preferencia adquirida por un sabor, por su asociacién previa con una
solucidn reforzante, se analizaron con la técnica de reactividad al sabor las reacciones
oro-faciales de aceptacion y/o rechazo del fluido como indice de su valor hedénico o

afectivo. Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos:

19) Examinar con la técnica de reactividad al sabor las preferencias gustativas
condicionadas con sustancias ricas en nutrientes, como sacarosa y maltodextrina (un
polimero de glucosa) y con sustancias de elevada palatabilidad pero sin valor nutritivo
o caldérico como sacarina. Se desea contrastar, mediante el andlisis de las respuestas
orofaciales, si el cambio en la valoracién heddnica del sabor tras el condicionamiento
de la preferencia obedece a su asociacién con las cualidades sensoriales especificas del
reforzador, como su dulzor (un tipo de aprendizaje o asociacidn sabor-sabor), o con la
anticipacion de sus propiedades reforzantes o nutritivas (aprendizaje sabor-nutriente).
La hipdtesis de partida es que la combinacién de un sabor novedoso (de baja
palatabilidad como el 4cido citrico) ya sea con sacarina (a través de la asociacion sabor-
sabor), con maltodextrina (por la asociacion sabor-nutriente) o con sacarosa
(participando ambos procesos de aprendizaje) serd suficiente para generar una
preferencia condicionada por ese sabor en términos de consumo de la solucién frente
a un sabor alternativo. De ser correcta esta hipodtesis, si el incremento en la valoraciéon
hedodnica de la solucion estd mas relacionado con los aspectos sensoriales del

reforzador que con sus cualidades nutritivas, se deberia producir también un aumento
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de las respuestas apetitivas ante la infusién del sabor en la prueba de reactividad
cuando dicho sabor se asocid con sacarina o sacarosa, pero no en el caso de la
maltodextrina, una solucién nutritiva sin la cualidad de dulzor. Por el contrario, si lo
gue hace mas heddnicamente atractivo al sabor es su asociacién con un reforzador con
valor nutritivo, en ese caso el aumento de las respuestas apetitivas debiera producirse
cuando se combina el sabor con las soluciones de maltodextrina y sacarosa, pero no
con sacarina. La primera serie experimental de la tesis doctoral (Experimentos 1, 2y 3)
fue disefiada para probar esta hipdtesis con cada una de las substancias seleccionadas
(sacarina, sacarosa y maltodextrina), ademads de evaluar la eficacia de la prueba de
reactividad al sabor para detectar cambios en la valoracién heddnica de los fluidos

durante el condicionamiento de preferencias gustativas.

29) Observar la influencia que ejerce sobre una preferencia gustativa la
devaluacién de la solucién reforzante tras el condicionamiento de la preferencia. La
técnica de devaluacién permite reducir las propiedades heddnicas de la solucidén por su
asociacién con sustancias inductoras de nausea como cloruro de litio (LiCl). En este
caso, al devaluar las distintas soluciones reforzantes con las que se ha instaurado la
preferencia condicionada (sacarina, sacarosa y maltodextrina), se plantea como
hipdtesis que el efecto de la devaluacién del reforzador podria transferirse al sabor
previamente condicionado dependiendo de la naturaleza de la solucidn devaluada y
reflejarse tanto en las pruebas de consumo como en la prueba de reactividad al sabor.
En este caso, si el cambio en el valor heddénico del sabor estda determinado por el
componente sensorial del reforzador, deberiamos observar un descenso en las
reacciones apetitivas al sabor condicionado sélo cuando las soluciones de sacarina y

sacarosa se emparejan con el sabor durante el condicionamiento de la preferencia,
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pero no en la condicién de maltodextrina. Sin embargo, si las respuestas heddnicas se
relacionan con el aspecto motivacional derivado del componente nutritivo de las
soluciones, deberia producirse un descenso en este tipo de repuestas hacia el limén
cuando se devallan la sacarosa y la maltodextrina, pero no la sacarina. Por otro lado,
el procedimiento de devaluacidn deberia tener el potencial suficiente para generar una
aversion (tanto hacia las substancias devaluadas directamente como hacia el sabor
emparejado con ellas), un efecto que deberia observarse tanto a nivel de consumo de
la solucién como de las respuestas aversivas que produzca durante su infusion en la
prueba de reactividad. La segunda serie experimental de la tesis (Experimentos 4, 5y
6) evalua esta cuestion, el efecto de la devaluacién del reforzador (sacarina, sacarosay
maltodextrina) sobre la preferencia previamente establecida por el sabor asociado y

las reacciones heddnicas que evoca esta solucidn en la prueba de reactividad.

39) Finalmente, otra de las variables que podrian influir en la adquisicién y
expresion de la preferencia condicionada por un sabor es su valor heddnico o
palatabilidad inicial, es decir, apetitivo o aversivo. Para evaluar esta cuestion se ha
propuesto la utilizacion de diferentes saborizantes no edulcorados para observar si el
desarrollo de la preferencia condicionada, utilizando sabores heddénicamente positivos
desde un principio, se produce en los mismos términos y condiciones que cuando se
utilizan sabores moderadamente aversivos, como la solucién de limén empleada como
estimulo condicionado en las dos primeras series de experimentos. Para ello, en esta
ultima serie (Experimentos 7, 8, y 9) se examina la adquisicion de una preferencia
gustativa con sabores inicialmente apetitivos (uva y cereza) asociados con sacarina,
sacarosa y maltodextrina, como solucion reforzante, para promover la preferencia

condicionada y determinar los mecanismos asociativos (sabor-sabor y sabor-nutriente)
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responsables de este aprendizaje. Si el valor heddnico inicial del sabor influyese en los
cambios heddnicos generados por el condicionamiento, esta variable no deberia
afectar al consumo de la solucion durante el desarrollo de la preferencia dado que las
soluciones empleadas como reforzadores (sacarina, sacarosa y maltodextrina) poseen
idéntico potencial para generar una preferencia condicionada por los sabores en
cuestion (uva o cereza). Sin embargo, podria tener cierto efecto a la hora de evaluar las
respuestas apetitivas ante los sabores en la prueba de reactividad. Aun asi, seria de
esperar, como en los estudios anteriores, un aumento en la valoracién afectiva de los
sabores cuando se asocian con una solucién nutritiva como sacarosa y maltodextrina,
pero no en el caso de su emparejamiento con sacarina. Finalmente, el Experimento 10
pondrd a prueba el efecto de la devaluacion de cada componente de la solucién
reforzante por separado, desarrollando una preferencia por una sabor de uva o cereza
utilizando sacarosa como estimulo incondicionado y observando mas tarde cémo
influye la devaluacién del componente sensorial o gustativo del reforzador sacarosa
(devaluando la sacarina), de su componente nutritivo (devaluando la maltodextrina) o
de ambos aspectos (devaluando directamente la solucion de sacarosa). La hipdtesis es
que, si la preferencia condicionada formada durante el entrenamiento con sacarosa
estd mediada por ambos procesos de aprendizaje (sabor-sabor y sabor-nutriente), al
devaluar cada uno de los componentes de la asociacidon por separado el efecto deberia
observarse en las tres condiciones de devaluacidon en términos de consumo, esto es,
una reduccién en la cantidad ingerida del sabor previamente condicionado, pero el
patron de reacciones orofaciales mostradas en la prueba de reactividad dependeria de

la naturaleza del componente, sensorial o nutritivo, devaluado.
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Material y método general

Dado que todos los estudios incluidos en esta tesis emplean el paradigma de
aprendizaje de preferencia condicionada por el sabor, hay una serie de aspectos
metodolégicos comunes a todos ellos, por lo que en este apartado se expone el
procedimiento general reservando las particularidades metodoldgicas de cada estudio

para la seccidn del método de la parte experimental de la tesis.

5.1. Sujetos experimentales

Los sujetos empleados en el estudio experimental fueron ratas macho de la cepa
Wistar (Rattus Norvegicus), con una edad comprendida entre dos y tres meses al
comienzo de los experimentos. Los animales fueron criados en el Bioterio de la
Universidad de Oviedo. A su llegada al laboratorio, se estabularon de individualmente
en jaulas de polipropileno estandar (35 x 20 x 19 cm), con el suelo y las paredes
transparentes y con el techo formado por una rejillas de aluminio. El suelo de las cajas
estaba cubierto de serrin absorbente. Se controld la temperatura ambiente (219C) y el
ciclo de luz/oscuridad (12-12 horas) de la habitacién donde estaban alojados los
animales. Todos los experimentos se realizaron durante la fase de luz del ciclo, en
horario de mafana. Las ratas fueron sometidas a un programa de privacién de agua
durante todos los experimentos, dandoles acceso a la misma en botellas de cristal
durante 60 minutos diarios, 1 hora después de finalizar las sesiones experimentales.
Todos los procedimientos experimentales se realizaron atendiendo a las directrices del
Consejo Europeo (European Council Directive 86/609/EEC) y a la normativa espafiola

concerniente al uso de animales para la experimentacion (RD-12301/2005).
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5.2. Intervencion quirurgica e implante de canulas

La técnica de reactividad al sabor, como se ha mencionado antes, requiere de la
infusién directa y forzada de los fluidos en la cavidad bucal de los animales para
registrar sus reacciones orofaciales. Con este fin, se llevd a cabo la implantacién de una
canula de polietileno (Intramedic Clay Adams, PE90) en la cavidad bucal de cada rata,
intervencién que fue realizada en diferentes fases de los experimentos en funcién de
su duracién y objetivos. Para proceder a la implantacion de las canulas se administré a
las ratas un farmaco anestésico por via intraperitoneal, clorhidrato de ketamina (50
mg/kg; Imalgene 50mg/ml) combinado con un relajante muscular, clorhidrato de
medetomidina (0,15 mg/kg; Domtor 1mg/ml). Al finalizar la intervencién y durante
todo el postoperatorio, se administrd a los animales por via subcutanea un antibiético
(enrofloxacino; 0,3 mg/kg; Alsir 2,5%) y un farmaco para combatir cualquier efecto
inflamatorio (ketoprofeno; 1,5 mg/kg; Ketofen 1%).

Para la implantacién de la canula se rasuré la nuca a las ratas a unos 3 cm de la
escapula y se limpid la zona con un producto antiséptico. Para perforar la piel y
conducir de manera subcutanea la canula hasta el interior de la cavidad bucal
(aproximadamente a la altura del primer molar), se usé una aguja-guia de 10 cm de
longitud a través de la cual se introducia la canula de plastico que serviria para infundir
el fluido. La canula tenia una longitud de unos 12 cm, un diametro interior de 0,86 mm
y un didmetro exterior de 1,27 mm. Una vez introducida la cdnula se retiraba la aguja-
guia, quedando comunicada la boca del animal con el exterior a través de la canula,
como muestra la Figura 2. Para evitar que la cdnula pudiera desajustarse, se colocaba

en su extremo y antes de la operacién, un tope de plastico que quedaba fijado al
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interior de la cavidad bucal. Asi mismo, el extremo de la cdnula que quedaba al
exterior, por detras de la cabeza, se ajustaba a la piel mediante un tope de goma.

Tras la operacion, las ratas fueron controladas durante un periodo de 3 dias de
recuperaciéon de la intervencién. Durante este periodo, se limpiaban diariamente las
canulas con agua destilada y se inyectaba a las ratas, si era preciso, nuevamente el

farmaco antibidtico y el antiinflamatorio.

Figura 2. Implante de la canula

Nota. Implante de la canula con aguja-guia (arriba) y situacion final en la cavidad bucal de la
rata (abajo)
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5.3. Pruebas conductuales

5.3.1. Test de reactividad al sabor

Las pruebas de reactividad al sabor se realizaron en una cabina del laboratorio
privada de luz natural y provista de un aparato o dispositivo experimental, disefiado
por nuestro laboratorio, con el fin de infundir los sabores y registrar las reacciones oro-
faciales de los animales. El aparato, reproducido en la Figura 3, constaba de un marco
de madera pintada de negro (con unas medidas de 150 x 64 x 50 cm) en cuyos laterales
se encontraban instalados dos puntos de luz de 50W de potencia con el objetivo de
proporcionar una tenue iluminacién. La parte superior del aparato estaba cubierta por
una lamina de plexiglds (plastico transparente) y en su parte inferior tenia instalado un
espejo (60 x 45 cm) con una inclinacién de 45 grados, que permitia la grabacién de los
animales durante las sesiones experimentales.

Las ratas se situaban en la parte superior del aparato, alojadas en un
compartimento de plexiglas transparente con forma de cuadrilatero (22,5 x 26 x 20
cm). La tapa de este compartimento, también de plexiglas y de color oscuro, poseia un
agujero en el centro a través del cual se introducia un tubo de polietileno de unos 40
cm de longitud (1,19 mm de didmetro interior y 1,70 mm de didametro exterior)
conectado por uno de sus extremos a una jeringuilla de plastico (BD 5 ml) que contenia
la solucion gustativa y que se encontraba acoplada a una bomba de infusién (KD
Scientific, modelo KDS-100-CE) para administrar el fluido en la boca de los animales
(Figura 3). El otro extremo del tubo se conectaba directamente a la canula del animal
antes de comenzar el proceso de infusién del fluido. Las sesiones se grababan con una

videocamara (Sony Handycam) orientada hacia la parte inferior del aparato, donde se
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situaba un espejo. La videocdmara, que se encontraba conectada a un ordenador,
permitia almacenar directamente en el mismo las grabaciones de las reacciones oro-

faciales de las ratas.

Figura 3. Aparatos empleados durante el test de reactividad al sabor

Nota. Aparato experimental (arriba) y bomba de infusion (abajo) para la administracién de los
fluidos por via intraoral.
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Las reacciones orofaciales realizadas por los animales durante la infusién de los
fluidos fueron registradas y posteriormente cuantificadas con el programa informatico
The Observer XT 9.0 (Noldus Information Technology b.v.), disefiado para el registro y
analisis de la actividad conductual de los animales. En la tabla siguiente (Tabla 1), se
presentan las respuestas mds caracteristicas evaluadas en el test de reactividad al
sabor y en qué términos se definen (Bures et al., 1998):

Tabla 1. Respuestas caracteristicas evaluadas en el test de reactividad al sabor (adaptado de
Bures et al., 1998).

Respuestas de ingesta o apetitivas

Movimientos ritmicos de la boca (mouth movements):
Descenso de la mandibula inferior de forma ritmica y acompasada, relacionado con el acto de
ingerir el fluido.

Protrusiones o desplazamientos hacia delante de la lengua (tongue protrusions):
Extensiones centrales de la lengua sobre el labio superior.

Protrusiones laterales de la lengua (lateral tongue protrusions):
Extensiones laterales de la lengua combinadas con la retraccion unilateral del labio superior.

Lameteo de las patas anteriores (paw licking):
Extensiones centrales de la lengua directamente sobre las patas delanteras, aproximdandolas a
la cavidad bucal.

Respuestas de rechazo o aversivas

Arcadas (gaping):
Bajada de la mandibula con exposicién de los incisivos inferiores, retraccién de la comisura de
la boca y expulsién del fluido.

Frotamiento de la barbilla (chin rubing):
Rozamiento de la barbilla contra la superficie del suelo o las paredes con expulsién del fluido

Movimiento de las patas delanteras (paw treading):
Movimientos sincroinzados de las patas delanteras.

Movimiento de cabeza (head shakes):
Sacudidas de la cabeza de lado a lado y con la boca abierta, expulsando el fluido .

Limpieza con las patas (paw wipes):
Uso de las patas anteriores para eliminar el fluido de la cavidad bucal.

Movimientos bruscos de las extremidades anteriores (forelimb flails):
Agitacion de las patas delanteras con la intencién de eliminar el fluido del pelaje.

Goteo pasivo (passive drip):
Ausencia de respuestas de ingesta con goteo hacia el suelo del fluido acumulado en la boca.
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5.3.2. Pruebas de consumo

Las pruebas de consumo que se llevaron a cabo en todos los experimentos de
esta tesis consistieron en pruebas convencionales de eleccién entre dos botellas que
se presentaban de forma simultdnea y con diferente contenido, en funcién de la serie
experimental. En este sentido, las botellas podian contener una soluciéon gustativa
frente a agua o frente a un sabor alternativo. En todas las pruebas, ya fuesen antes o
después del entrenamiento, los sujetos eran expuestos a las botellas con los fluidos
durante 5 min. La posicién inicial de las botellas con las soluciones fue
contrabalanceada de manera que, para la mitad de los sujetos de cada grupo, la
botella que contenia un sabor se colocaba en el lado izquierdo de la rejilla de la jaula
de alojamiento y la botella que contenia el agua (o el sabor alternativo) se colocaba en
el lado derecho. Para el resto de los animales se invertia la posicién de las botellas.
Ademas, con el fin de asegurarse de que los sujetos pudieran beber de ambas
soluciones y evitar cualquier predisposicidn para beber en una localizacion concreta, se
intercambid la posicion de las botellas a la mitad del tiempo total de exposicidn, es
decir una vez trascurridos 180 s. De esta forma, se corregia la posibilidad de que lo
animales escogieran una de las botellas al azar, evitando el sabor alternativo al no
haberlo probado. Si el procedimiento requeria de pruebas de consumo sucesivas, en la
siguiente prueba se contrabalanceaba el orden de presentacién de las soluciones,
siguiendo el mismo protocolo descrito pero invirtiendo el lugar inicial de presentacién
de cada solucion.

El consumo de cada uno de los sabores se calculaba restando al peso inicial
registrado antes de la exposicion a la botella con el fluido el peso final de la misma una

vez transcurridos los 5 min de duracion de la prueba.
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5.4. Procedimiento experimental

Aunque el método empleado varia de un experimento a otro en funcién de los

objetivos perseguidos, en general se puede dividir en las siguientes fases:

5.4.1. Fase de privacion

Dada la medida utilizada en este trabajo para evaluar la preferencia
condicionada (consumo) y el hecho de que los sabores se presentaban diluidos en agua
destilada, consideramos conveniente inducir a los animales un estado motivacional
estrechamente relacionado con la respuesta de ingesta del fluido; asi pues, en todos
los experimentos se implantd un programa de privacion de agua en el cual se restringié
su acceso a 60 minutos diarios, transcurrida una hora tras el final de cada sesidn
experimental (a excepcién de los dias en los que los animales fueron operados para la
implantaciéon de las canulas, que tuvieron agua ad libitum para evitar que sufriesen
una fuerte deshidratacion tras la intervencién quirdrgica). Seguidamente y con el fin
habituar a los animales al procedimiento, se realizaron 4 sesiones para familiarizar a
los animales a ingerir liquido de los tubos calibrados que se emplearian mas tarde
durante el condicionamiento y las pruebas. Los animales tenian acceso a un tubo con
agua que se intercambiaba de lado en la jaula en mitad de la sesidn,
contrabalanceando su posicion inicial a lo largo de las sesiones. En las dos primeras
sesiones los tubos se exponian durante 5 min en cada lado, mientras que en las dos
ultimas sesiones el tiempo se redujo a 2.5 min en cada lado, la misma duracién que se
emplearia mds tarde en el condicionamiento y en la prueba con los sabores. De este
modo, ademas de habituar los animales a beber en ambos lados, se evitaba cualquier

efecto de preferencia por una localizacion concreta de los tubos en la jaula de
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alojamiento. En estas sesiones se registro la cantidad de agua consumida con el fin de
establecer una linea base de consumo de liquido. Este programa de privacién de agua
se mantuvo a lo largo de la realizaciéon de cada experimento, manteniendo a los
animales motivados para beber durante todas las fases en las que la respuesta de

ingesta se hacia necesaria.

5.4.2. Fase de entrenamiento

Esta fase tenia por objeto establecer la preferencia condicionada por un sabor
(EC) por su asociacidon con otra solucién gustativa (El) con propiedades reforzantes
(nutritivas) o sin ellas, segun el objetivo de cada experimento realizado. Para este fin,
el procedimiento general en todas las series experimentales siguid un esquema similar
basado en 4 ciclos de entrenamiento de 2 dias cada uno. Durante estas sesiones los
sujetos recibian los sabores bajo dos condiciones de presentacién diferentes, o bien de
forma conjunta combinados en la misma disolucién (condicién emparejada) o por
separado en disoluciones diferentes (condicion no-emparejada). Los sujetos de la
condicidn emparejada tenian acceso el primer dia de cada ciclo a un tubo con el sabor
que se pretendia condicionar (solucién dacida de limén) mezclado en la misma
disolucién con la sustancia que actuaba como El en cada experimento (sacarina,
sacarosa o maltodextrina). Con el objetivo de igualar el consumo entre los grupos
durante los ensayos, el segundo dia de cada ciclo se proporcionaba a los sujetos de
esta condicion experimental agua en el tubo calibrado. Los sujetos de la condicién no-
emparejada, por su parte, recibian durante el entrenamiento la exposicion a los fluidos
(EC y EIl) por separado y en dias alternos, es decir, uno de los sabores cada dia del

entrenamiento.
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En ambas condiciones experimentales, la localizacién del tubo de bebida con el
fluido se contrabalanced a lo largo de los ciclos y en cada sesion. En el primer dia del
primer ciclo, la mitad de los sujetos de cada condicién recibia la solucién gustativa
correspondiente en el lado derecho de la jaula y la otra mitad de los sujetos recibia la
misma solucion en el lado izquierdo; en el segundo dia del ciclo, se repetia la misma
operacion pero con la solucién gustativa alternativa. Asi pues, en el primer dia del ciclo
siguiente la posicion inicial del tubo con la solucidn gustativa se invertia respecto al
ciclo anterior. De este modo y dado que el entrenamiento constaba de 4 ciclos, todos
los sujetos tenian acceso a ambas soluciones, en ambos lados de la jaula y con el
mismo numero de exposiciones. Ademads, como las sesiones de entrenamiento tenian
una duracién total de 5 min, una vez transcurrida la mitad del tiempo de exposicién (a
los 2.5 min) se intercambiaba la disposicion de los tubos de bebida en las jaulas
experimentales. Con este sencillo método, los animales se veian obligados a beber de
ambos lados de la jaula en cada sesion.

El consumo de cada fluido, al igual que en las pruebas posteriores, se calculaba
restando al peso inicial de las botellas (antes de la presentacion) el peso final de las
mismas una vez transcurridos los 5 min de exposicion.

Como se sabe, la exposicidn repetida a un sabor novedoso produce un aumento
en su consumo y en su preferencia frente a agua o un sabor alternativo. Por lo tanto, la
utilizacion de la condicidon de control no-emparejada nos permite determinar el efecto
de la experiencia simple con el sabor (reduccién de la neofobia, por ejemplo) y si la
preferencia desarrollada por la condicion emparejada responde a su asociacion con las

propiedades de la solucion que le acompafia.
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5.4.3. Fase de devaluacion

En algunos de los experimentos realizados se empled un procedimiento conocido
como “devaluacién asociativa del reforzador” (Colwill y Rescorla, 1985) para modificar
el valor heddnico de la solucién gustativa que actia como El durante el desarrollo de la
preferencia condicionada. La técnica consiste en asociar el consumo del sabor con los
efectos eméticos de una inyeccion de LiCl, dando lugar al rechazo posterior del mismo
y a la produccion de reacciones oro-faciales aversivas cuando se infunde la solucidn
por via intraoral durante una prueba de reactividad al sabor. La aplicacidn de la técnica
a nuestro estudio se hizo siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion.

La fase de devaluacién en los experimentos que requerian de este procedimiento
constd de 4 sesiones experimentales agrupadas en dos ciclos de 2 sesiones cada uno.
El primer dia de cada ciclo, los animales de la condicién de devaluacién tuvieron acceso
durante 5 minutos a un tubo de bebida que contenia la solucién reforzante.
Inmediatamente después se les administraba una inyeccién de litio cloruro (LiCl), por
via intraperitoneal, en una concentracién de 0.15M y a una proporcion de 20 ml/kg de
peso corporal. Los sujetos de control para la devaluacidn, consumieron también la
solucién reforzante durante 5 minutos pero eran inyectados con una solucién vehiculo
de suero salino en una concentracion isoténica (0,9%) y a la misma proporciéon de
volumen por peso que los animales de la condicién devaluada (20 ml/kg). El segundo
dia de cada ciclo de devaluacidn, tanto los sujetos inyectados con LiCl como los sujetos
de control tuvieron acceso sin limite a agua en sus jaulas de alojamiento para la
recuperacién de los efectos adversos de las soluciones inyectadas.

Durante las sesiones de devaluacion se contrabalanced también la disposiciéon de

los tubos con la sustancia devaluada en las jaulas de alojamiento, proporcionando el
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fluido a la mitad de los sujetos de cada grupo en la parte derecha de las jaulas y al
resto en la parte izquierda. Como la exposicion total del fluido era de 5 minutos,
transcurrida la mitad del tiempo se cambiaba la disposicidn de los tubos en las jaulas al
lado contrario para evitar cualquier efecto de preferencia por la disposicion de los
tubos con la bebida. Asi mismo, la posicién inicial de los tubos también fue
contrabalanceada a lo largo de los ciclos, de forma que en el primer dia del segundo
ciclo, los tubos se colocaban de inicio en el lado contrario respecto al primer dia del
primer ciclo, cambiando nuevamente su disposicidon una vez transcurridos los primeros

2.5 min.

5.5. Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos de los datos obtenidos en los experimentos se realizaron
con el programa informatico IBM SPSS Statistics 21. Una vez registrados los consumos
durante las pruebas de eleccién con dos botellas (pruebas de consumo y de extincién),
en cada experimento se llevd a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) de medidas
repetidas para determinar si los cambios producidos durante el condicionamiento en
cuanto a la preferencia por los sabores eran estadisticamente significativos. Un analisis
de las comparaciones multiples con el ajuste de Bonferroni indicd entre qué grupos y
en qué fases se producian estas diferencias. En cuanto a la frecuencia de las respuestas
de aceptacion y de rechazo de las soluciones gustativas (prueba de reactividad al
sabor), se compararon los valores de los grupos mediante una prueba T de
comparacion de medias para muestras independientes, determinando asi la existencia
o no de diferencias estadisticamente significativas cuando la comparacion se realizaba

entre 2 grupos. Cuando la comparacion implicaba mas de 2 grupos, se efectué un
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anadlisis de la varianza (ANOVA) para indicar la existencia o no de diferencias
significativas. Posteriormente y con la intencién de determinar entre qué grupos se
daban estas diferencias, se realizaron pruebas post hoc con el estadistico de Student-
Newman-Keuls, siempre y cuando se cumpliera el supuesto de homogeneidad de las
varianzas. Cuando no fue posible asumir varianzas iguales, se utilizd el estadistico
Games-Howell para observar entre qué grupos se producian diferencias significativas.

En todo momento se adoptd como indice de significacidon un valor de p < 0.05.
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Evaluacion del efecto de preferencia condicionada por el sabor y sus bases asociativas

Esta primera serie experimental consté de tres estudios que se realizaron con el
objetivo principal de examinar el efecto de preferencia condicionada por el sabor con
la metodologia de la reactividad oro-facial o prueba de reactividad al sabor. En
segundo lugar se pretendia probar si el desarrollo de la preferencia gustativa obedecia
al establecimiento de una asociacidén sabor-sabor o una asociacion sabor-nutriente
(véase la Introduccidn). Para ello se proporciond a los sujetos experimentales un sabor
(acido citrico) combinado con una sustancia no caldrica como el edulcorante sintético
sacarina (Experimento 1) o con sustancias con propiedades caldricas o nutritivas como
sacarosa (Experimento 2) y maltodextrina, un polimero de glucosa (Experimento 3).
Mediante la estimacion de los consumos de los sabores en las pruebas de eleccion con
dos botellas y el andlisis de las reacciones orofaciales de los sujetos en la prueba de
reactividad al sabor se pretende obtener informacién acerca de los diferentes tipos de
asociaciones implicadas en esta variedad de aprendizaje asociativo

Como se ha mencionado, en esta serie de tres experimentos, para producir la
preferencia condicionada por el sabor se utilizé como estimulo condicionado (EC) una
solucién moderadamente desagradable de acido citrico (limén) en combinacién con las
sustancias gustativas mencionadas (sacarina, sacarosa o maltodextrina) que actuaban
como estimulo incondicionado El. El Experimento 1 nos permitia obtener informacién
acerca del mecanismo de aprendizaje sabor-sabor, dado que se utiliza sacarina como
El, una sustancia con sabor dulce y por naturaleza agradable para las ratas pero sin
poder calérico alguno. En el Experimento 2 se empled sacarosa como El, una sustancia
gue posee tanto el componente de alta palatabilidad, por su sabor dulce, como el
aspecto nutritivo, lo que nos permite obtener informacion sobre la accién de ambos

mecanismos de aprendizaje, asociaciones sabor-sabor y sabor-nutriente. Por ultimo, la
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utilizacién en el Experimento 3 de una solucion de maltodextrina, un polisacdrido con
un poder nutritivo similar a la sacarosa pero sin sabor dulce, nos informa acerca del
mecanismo de aprendizaje sabor-nutriente. El analisis de las respuestas heddnicas en
la prueba de reactividad al sabor nos permite también obtener informacién acerca de
la accidn de las propiedades heddnicas del El en el aprendizaje de preferencia por el
sabor y en qué medida este aprendizaje se relaciona con el componente sensorial
(mecanismo sabor-sabor) o el componente nutritivo (mecanismo sabor-nutriente) de

las soluciones utilizadas para producir la preferencia condicionada.
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6.1. Experimento 1

Preferencia condicionada con sacarina como El

El objetivo de este primer experimento fue determinar, con nuestra metodologia
de reactividad al sabor, si se produce un cambio en la preferencia por una sustancia
gustativa moderadamente aversiva (acido citrico) debido a su asociacion con sacarina,
una substancia sin poder caldrico pero con sabor dulce. Para ello, durante la fase de
condicionamiento, la mitad de las ratas participantes en el experimento recibié la
solucién de acido citrico (EC) combinada en la misma disolucion con sacarina (El)
mientras que los restantes animales recibieron en dias sucesivos presentaciones de la
solucion d4cida de limén y de sacarina por separado. En la prueba ambos grupos
recibieron una eleccién entre el acido citrico (EC) y agua. Si se produce el
condicionamiento de la preferencia gustativa, deberia observarse un aumento en el
consumo de limén (EC) en el grupo que lo consumié previamente combinado con
sacarina. Una prueba final de reactividad al sabor, administrando el limdn por via
intraoral a los animales, nos permitiria conocer si dicha preferencia condicionada

responde a un aumento en la palatabilidad o valoracién heddnica del fluido.
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6.1.1. Sujetos y soluciones

Los sujetos empleados en este estudio fueron 24 ratas macho de la cepa Wistar
(Rattus Norvegicus) procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Las ratas
tenian unos tres meses de aproximadamente y un peso medio al comienzo del
experimento de 324 gramos (rango 253-395 g). A su llegada al laboratorio, todos los
animales fueron alojados y controlados en las condiciones que se han descrito en el
capitulo 5 sobre materiales y método general.

Como estimulo gustativo (EC) se utilizd una solucion moderadamente aversiva de
limén obtenida al diluir acido citrico en agua destilada a una concentracién del 3%.
Para inducir la preferencia se empleé como El una solucidn de sacarina diluida también

en agua destilada al 0,1%.

6.1.2. Procedimiento

El experimento contd de varias fases como se muestra en la Tabla 2. Dado que
los aspectos de procedimiento comunes a todos los experimentos se describieron en la
seccion del método general (capitulo 5), aqui sélo se comentaran detalles especificos
de las manipulaciones experimentales realizadas.

Se sometid en primer lugar a las ratas a un programa de privacién de agua de 4
dias de duracién. Durante estas sesiones, las ratas recibieron una exposicidon de
duracion limitada a agua en tubos calibrados situados en las jaulas de alojamiento para
familiarizarlos con la situacién experimental y habituarlos a beber a ambos lados de las
jaulas. En las primeras 2 sesiones la duracién de la exposicidén a los tubos con agua fue

de 10 minutos, reduciéndose a 5 minutos en las dos Ultimas sesiones. Durante el curso
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del experimento tuvieron acceso permanente a la comida de mantenimiento.
Posteriormente, los animales fueron asignados a dos grupos en base al consumo de
agua registrado en la fase de privacion, con el fin de evitar diferencias significativas
entre los grupos en cuanto a los niveles de consumo de fluido. Asi pues, los diferentes
grupos se conformaron seguln el tratamiento experimental que recibirian mas tarde:
sujetos que reciben una exposicion diaria a los dos sabores combinados en la misma
disolucién o presentacidon conjunta (Grupo CON) y sujetos que reciben los dos sabores
por separado en dias alternos o presentacién separada (Grupo SEP).

Antes de comenzar la fase de condicionamiento, todos los sujetos recibieron una
prueba previa o pre-test para evaluar la preferencia incondicionada por el limén. Esta
prueba de eleccién consistid en la exposiciéon simultanea, durante 5 minutos, a dos
tubos calibrados que contenian respectivamente la solucién de acido citrico y agua. En
la seccion de método general se describe la forma de llevar a cabo esta prueba, la
disposicidn de las botellas con los fluidos en las jaulas y su contrabalanceo. Al finalizar
la prueba se registraron los consumos de ambos grupos para determinar la preferencia
por el limdn. La fase de condicionamiento comenzé al dia siguiente.

Las sesiones de condicionamiento consistieron en 4 ciclos de entrenamiento con
dos sesiones cada uno. El primer dia de cada ciclo, los sujetos de la condicidn conjunta
(Grupo CON) recibian una exposicién a los dos sabores (limdén y sacarina) mezclados en
la misma disolucién mientras que el segundo dia de cada ciclo recibian una exposicion
a agua en los tubos de bebida. Por su parte, los sujetos de la condicién separada
(Grupo SEP) recibian el primer dia de cada ciclo la solucién de acido citrico, mientras

que el segundo dia recibian la solucidn de sacarina.
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Una vez realizadas las 8 sesiones de esta fase, se efectué una prueba de
preferencia entre limén vy agua, similar al pre-test realizado antes del
condicionamiento, con el fin de determinar si el entrenamiento dio lugar a un cambio
en la preferencia condicionada por el acido citrico.

Tras esta prueba se procedié a intervenir quirargicamente a los animales para
implantarles la canula intraoral de cara a la prueba de reactividad al sabor. En el
apartado de metodologia general (Capitulo 5) se describe con detalle cdmo se lleva a
cabo el procedimiento quirdrgico. Debe sefialarse que tras la operacion quirdrgica dos
sujetos asignados al Grupo CON fueron eliminados del estudio al haber perdido las
canulas durante el periodo de recuperacion. El nimero de sujetos en cada grupo
quedo del siguiente modo: Grupo CON (n=12) y Grupo SEP (n= 10).

Después de la implantacidn de las canulas a los animales y tras su recuperacion
de la intervencion, se llevd a cabo una sesion de habituacion para familiarizar a los
animales con el procedimiento de infusidn intraoral. Durante esta sesidn se infundio a
los animales 1 ml de agua destilada durante 1 minuto (tasa de infusion 1 ml/min). La
prueba de reactividad al sabor se realizé al dia siguiente y consistido en administrar a
todos los sujetos una infusiéon de 3 ml de la solucién de limén durante 3 minutos (tasa
de infusién 1 ml/min), al tiempo que se grababan las reacciones oro-faciales para su
reproduccién y cuantificacién posteriores.

Finalmente se realizé una fase de extincidon para examinar los cambios en la
preferencia de los animales por el limén tras una experiencia repetida con esta
sustancia sin combinarla con sacarina. Esta prueba consté de 3 ensayos que se
realizaron en dias sucesivos y consistieron en la exposicidon simultanea al sabor de

limén frente a agua en una prueba de eleccidn similar a la realizada el dia de la prueba.
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Tabla 2. Disefio del Experimento 1

Grupo Pre-test Entrenamiento x 4 Test Canulacién TRT Extincion x 3
SEP Agua Limon Sacarina Agua Implantacidn 3ml Agua
Vs Vs decanulaen .., Vs
Limén + la cavidad 10
CON Limén SeEEriTE Agua Limoén oral Limén

Nota. SEP: presentacidn por separado; CON: presentacidn conjunta; TRT: test de reactividad al
sabor; 10: administracion intraoral.

6.1.3. Resultados

6.1.3.1. Prueba de consumo

Como se muestra en la Figura 4a, en la prueba inicial de preferencia
incondicionada por el limén (pre-test), los sujetos de ambos grupos, CON y SEP,
mostraron un consumo similar de esta solucién. Durante la prueba de eleccién entre
limén y agua realizada tras el condicionamiento, los sujetos del Grupo CON
consumieron en mayor medida la solucién de limén que los sujetos del Grupo SEP,
indicando que la experiencia conjunta con los sabores (limén + sacarina) habia
producido un incremento en la preferencia condicionada por el limén. Un andlisis de
varianza (ANOVA) de dos factores con medidas repetidas, siendo el Crupo (CON y SEP)
el factor inter-sujetos y las Sesiones (pre-test y test) el factor intra-sujetos, mostré un
efecto significativo del factor Sesiones [F(120 = 16,741; p = 0,001] asi como de la
interaccion Grupo x Sesiones [F(1,20) = 6,685; p = 0,018]. Posteriormente, el analisis de
las comparaciones multiples en base al ajuste de Bonferroni reveld diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos de sujetos en la sesidon de prueba
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realizada tras el condicionamiento [F(1,20) = 5,826; p = 0,025], pero no en la sesién pre-
test [F1,20) = 0,626; p = 0,438]. Estos resultados indican que la experiencia conjunta del
limdén con sacarina durante la fase de condicionamiento favorecié el desarrollo de una
preferencia condicionada por la solucién citrica.

Los consumos correspondientes al pre-test y a la prueba final se presentan en la
Tabla 3a. Asi mismo, los consumos registrados durante la fase de condicionamiento se

muestran también el al Tabla 3b.

Figura 4a. Experimento 1: Prueba de consumo

Prueba de consumo
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Nota. Consumo medio (ml) de la solucion de limén para ambos grupos, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacion por separado), en cada la pruebas de consumo inicial (Pre-test) y
en la prueba de consumo realizada tras el condicionamiento (Test). Las barras de error
representan el error tipico de la media (*SEM).
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Tabla 3a. Experimento 1: Ingesta de la solucién de limén en las pruebas de consumo

Grupo Pre-test Test
SEP 2,16 (+0,21) 2,91 (+0,61)
CON 1,89 (£0,25) 5,21 (+0,70)

Nota. Consumo medio de la solucidon de limén (ml) para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacién por separado), durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test)
y la prueba tras el condicionamiento (Test). Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (xSEM).

Tabla 3b. Experimento 1: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

Grupo 1A 1B 2A 28 3A 3B aA a8

sep 4,23 7,49 4,62 8,56 5,22 8,13 6,11 8,67
(+0,52) (+0,72)  (¢0,28) (+0,52) (£0,38) (¥0,44)  (0,40)  (0,36)

CoN 3,55 7,35 4,82 8,00 6,51 6,63 7,70 7,41
(£0,29) (£0,55)  (x0,39) (£0,42) (£0,24) (t0,45)  (£0,38)  (%0,40)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn gustativa correspondiente a cada grupo durante la
fase de condicionamiento. El grupo CON (presentacion conjunta) recibid limdn + sacarina en
los ensayos Tipo A y agua en los ensayos Tipo B. El grupo SEP (presentacion separada) recibié
limén en los ensayos Tipo A y sacarina en los ensayos Tipo B. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (xSEM).
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6.1.3.2. Prueba de reactividad al sabor

Respuestas apetitivas

La prueba de reactividad al sabor mostré que los animales de ambos grupos
presentaban una tasa similar de respuestas apetitivas o de aceptaciéon durante la
infusidn intraoral de la solucién de limén. La Figura 4b muestra el nimero medio de
respuestas apetitivas para cada grupo en esta prueba (obtenido al contabilizar el
tiempo total que los sujetos permanecen mostrando protrusiones de la lengua,
movimientos de la boca y lameteo de las patas). El analisis de estos datos con una
prueba T-test de comparaciéon de medias para muestras independientes mostré que el
numero de reacciones apetitivas no presentaba diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos [t(20) = 0,490 ; p=0,629].

Figura 4b. Experimento 1: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor
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Nota. Duracion media (en segundos) de las respuestas apetitivas durante la infusidon de la
solucion de limén para cada grupo, grupo CON (presentacién conjunta) y grupo SEP
(presentacidn separada), en la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error representan
el error tipico de la media (+SEM).
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Respuestas aversivas

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 4c, tampoco hubo
diferencias significativas entre los dos grupos en cuanto al nimero de respuestas
aversivas o de rechazo del sabor (nUmero total de arcadas, frotamientos de la barbilla
y movimientos de las patas delanteras) mostradas por los animales durante la prueba

de reactividad oro-facial [t;;0) = 1,397 ; p = 0,178].

Figura 4c. Experimento 1: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Ndamero medio de respuestas aversivas

CON SEP

Nota. Numero medio de respuestas aversivas o de rechazo al acido citrico mostradas por los
sujetos de ambos grupos, SEP (presentacion separada) y CON (presentacion conjunta), durante
la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error representan el error tipico de la media
(£SEM).
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Examinando estos resultados, parece que la valoracion heddnica de una soluciéon
gue se ha condicionado con sacarina no esta relacionada con la transferencia de las
propiedades sensoriales (su sabor dulce) de la substancia gustativa utilizada para
desarrollar dicha preferencia. Esto indicaria que la asociaciéon sabor-cualidades
heddnicas podria no estar relacionada con mecanismo de aprendizaje sabor-sabor
cuando se desarrolla una preferencia condicionada con sacarina como El.

La Tabla 3c presenta los valores promedio para los diferentes tipos de respuestas

analizadas en esta prueba.

Tabla 3c. Experimento 1: Respuestas registradas en la prueba de reactividad

Grupo Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP 39,10 (+11,50) 2,10 (+0,60)
CON 46,55 (+9,23) 1,08 (£0,39)

Nota. Duracién media de las respuestas apetitivas y aversivas mostradas por los animales de
cada grupo, SEP (presentacion separada) y CON (presentacién conjunta), ante la infusidn de
limén en la prueba de reactividad al sabor. Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (*SEM).
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6.1.3.1. Prueba de extincion

Finalmente, durante los ensayos de extincién se observd una reduccion
progresiva de la preferencia condicionada previamente al limdén; esto es, se redujo
paulatinamente el consumo de esta solucién en el Grupo CON en comparacion con el
Grupo SEP tal y como se muestra en la Figura 4d. Un andlisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas con la variable grupo como factor inter-sujetos y las sesiones de
extinciéon como variable intra-sujetos (4 sesiones incluyendo el consumo del dia de la
prueba al considerarse un ensayo de extincion mas) volvid a mostrar un efecto
estadisticamente significativo del factor sesion [F(360=4,931 ; p=0,004] y del factor
grupo [F(1,20=36,622 ; p=0,000]. La interaccidn grupo*sesiones no resultd significativa
[F(3,60=0,752 ; p=0,862]. En este caso, el analisis de las comparaciones multiples con el
ajuste de Bonferroni indicd que, efectivamente, hubo diferencias significativas entre
los consumos de los dos grupos en las cuatro sesiones de extincion [Fs(1,20>4,615 ;
ps<0,05]. Este dato pone de manifiesto la elevada resistencia a la extincién de la
preferencia gustativa por el limén producida tras el condicionamiento.

Los consumos medios de la solucidn de acido citrico de cada grupo en los

diferentes ensayos de extincion se muestran en la Tabla 3d.
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Figura 4d. Experimento 1: Prueba de extincion

Pruebas de consumo y extincién
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Nota. Consumo medio (ml) de la solucidon de limoén para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacion por separado), durante la prueba inicial (Pre-test), la prueba de
preferencia (Test) y la prueba de extincién (Ext 1, 2 y 3). Las barras de error representan el
error tipico de la media (xSEM).

Tabla 3d. Experimento 1: Consumos registrados durante la prueba de extincién

Grupo Extincién 1 Extincién 2 Extincién 3
SEP 1,95 (+0,40) 1,63 (+0,22) 1,45 (+0,24)
CON 3,80 (+0,49) 3,42 (£0,43) 2,85 (£0,55)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidon de limoén para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacién por separado), durante la prueba de extincidn. Las barras de
error representan el error tipico de la media (+SEM).

92| Pagina



Evaluacion del efecto de preferencia condicionada por el sabor y sus bases asociativas

6.2. Experimento 2

Preferencia condicionada con sacarosa como El

Continuando con esta serie experimental y dado que en el primer experimento
se evalud el cambio en la preferencia por el acido citrico utilizando una solucién de
sacarina como El, en este segundo experimento se utilizé una solucién de sacarosa
para establecer la preferencia condicionada. Esta solucién, aparte de poseer un sabor
dulce como la sacarina, posee también un componente nutritivo que podria influir en
el desarrollo de la preferencia por el sabor y su valoracidon heddnica. En esta ocasion, la
mitad de las ratas recibié durante el entrenamiento la solucion de acido citrico (EC)
combinada con la sacarosa (El) en la misma disolucién, mientras que la otra mitad
recibio el cido citrico y la sacarosa por separado en distintas sesiones. Al igual que en
el experimento anterior con sacarina como El, la preferencia por el acido citrico
deberia verse aumentada en una prueba de preferencia posterior en el grupo (Grupo
CON) que recibe este sabor mezclado con sacarosa en comparacién con el grupo

(Grupo SEP) que lo recibe independientemente de la sacarosa.
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6.2.1. Sujetos y soluciones

Los sujetos empleados en este experimento fueron 24 ratas macho de la cepa
Wistar (Rattus Norvegicus) procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Las
ratas tenian tres meses de edad aproximadamente y un peso medio al comienzo del
experimento de 325 gramos (rango 277-394 g). Como en el primer experimento, a su
llegada al laboratorio todos los animales se alojaron y mantuvieron en las condiciones
descritas en el apartado de materiales y método general del Capitulo 5.

El estimulo gustativo (EC) utilizado en este experimento fue nuevamente una
solucién de acido citrico diluido en agua destilada a una concentracién del 3%. Como
sabor inductor de la preferencia (El), se utilizd una soluciéon de sacarosa diluida

también en agua destilada al 8%.

6.2.2. Procedimiento

El procedimiento seguido en el Experimento 2 fue analogo al que se ha descrito
para el Experimento 1, como se indica en la Tabla 4.

Concluida la fase de privacion de agua y en base a su consumo, los animales
fueron asignados a dos grupos (CON y SEP) que diferian en el tratamiento
experimental que recibirian durante la fase de condicionamiento; esto es, si la solucién
de dacido citrico se presenta mezclada o conjuntamente con la solucién de sacarosa
(Grupo CON) o si ambas soluciones se presentan independientemente o por separado
(Grupo SEP). Antes de comenzar la fase de condicionamiento se realizé un pre-test de

5 minutos en el cual las ratas debian escoger entre una botella con acido citrico y una
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botella con agua destilada. Esta prueba inicial tenia como objetivo examinar la
preferencia incondicionada de los animales por el sabor a limén.

La fase de condicionamiento transcurri6 exactamente igual que en el
experimento anterior pero utilizando la solucién de sacarosa en lugar de la solucién de
sacarina como El. El primer dia de cada ciclo de condicionamiento, el Grupo SEP recibié
una exposicion a la solucidn de limén mientras que el segundo dia de cada ciclo recibié
la solucidn de sacarosa. El Grupo CON recibié las dos soluciones formando un
compuesto (limon + sacarosa) la primera sesidn de cada ciclo y agua el segundo dia.

Tras esta fase, se realizé una prueba para evaluar la magnitud de la preferencia
adquirida por la solucién de limdn.

Seguidamente se procedio a la implantacién de las cdnulas a los animales para la
infusion de los sabores durante la prueba de reactividad facial. En este experimento,
un sujeto del Grupo EMP perdid la canula durante la recuperacién de la intervencién
de implante y fue retirado del estudio, quedando los grupos formados por el siguiente
numero de sujetos: Grupo CON (n=11) y Grupo SEP (n=12).

Una vez transcurrido el periodo de recuperacién de la intervencién se llevd a
cabo la sesién de familiarizacién con el aparato experimental y el procedimiento de
infusion intraoral vy, al dia siguiente, la prueba de reactividad al acido citrico, en los
términos descritos para el Experimento 1.

Por ultimo, se llevd a cabo la fase de extincidn de la preferencia (3 sesiones),

también de forma similar al experimento anterior.
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Tabla 4. Disefio del Experimento 2

Grupo Pre-test Entrenamiento x 4 Test Canulacién TRT Extincion x 3
SEP Agua Limon Sacarosa Agua Implantacidn 3ml Agua
Vs Vs decanulaen .., Vs
Limén + la cavidad 10
CON Limén e Agua Limoén oral Limén

Nota. SEP: presentacién por separado; CON: presentacion conjunta; TRT: test de reactividad al
sabor; 10: administracion intraoral.

6.2.3. Resultados

6.2.3.1. Prueba de consumo

Tal y como ocurrié en el primer experimento, donde se utilizé sacarina para
condicionar la preferencia por el limén, usando sacarosa como El se produjo un patrén
de consumo similar durante el pre-test inicial y durante la prueba final. Como se puede
apreciar en la Figura 5a, los grupos CON y SEP consumieron una cantidad similar de
limdén durante el test preliminar de preferencia, pero tras la fase de condicionamiento
el grupo CON presentd un consumo de acido citrico superior, indicando que la
experiencia conjunta (limén + sacarosa) provocd un incremento en la preferencia por
el limén. El analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas con dos factores,
Sesiones como variable intra-sujetos y Grupo como factor inter-sujetos, mostrd un
efecto significativo del factor Sesiones, que incluia los consumos correspondientes al
pre-test y a la prueba [F(1,21) = 15,407; p = 0,001] y del factor Grupo [F(1,21) = 6,938; p =
0,16], asi como una interaccion significativa Sesiones x grupo [F1,21) = 5,271; p = 0,032].
El ajuste de Bonferroni para el analisis de las comparaciones multiples destacé la
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ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto al
consumo de dacido citrico durante el pre-test [F< 1], mientras que en la prueba final las
diferencias en el consumo de limodn entre los grupos si resultaron significativas [F(121) =
7,460; p = 0,013]. Estos resultados corroboran que la exposicion al limén y a la
sacarosa de forma conjunta durante la fase de condicionamiento fomenté el desarrollo
de la preferencia condicionada hacia la solucién de acido citrico.

En la Tabla 5a se muestran los consumos de limdn correspondientes a estas dos
pruebas que acabamos de contrastar. Los consumos registrados durante la fase de

condicionamiento se muestran también en la Tabla 5b.

Figura 5a. Experimento 2: Prueba de consumo

Prueba de consumo

4] —s— SEP
—o— CON

Consumo medio (ml)

0 T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de la solucion de limén para ambos grupos, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacién por separado), en cada la pruebas de consumo inicial (pre-test) y
en la prueba de consumo realizada tras el condicionamiento (Test). Las barras de error
representan el error tipico de la media (£SEM).
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Tabla 5a. Experimento 2: Ingesta de la solucién de limén en las pruebas de consumo

Grupo Pre-test Test
SEP 1,51 (£0,27) 2,16 (+0,48)
CON 1,72 (£0,20) 4,20 (+0,57)

Nota. Consumo medio de la solucidon de limén (ml) para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacién por separado), durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test)
y la prueba tras el condicionamiento (Test). Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (£SEM).

Tabla 5b. Experimento 2: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

Grupo 1A 1B 2A 2B 3A 3B aA a8
sep 2,45 4,12 4,12 7,10 5,08 8,05 4,56 7,54
(0,17) (£0,39)  (0,36) (+0,41) (£0,26) (¥0,45)  (0,23)  (0,39)
CoN 2,93 7,89 5,56 7,59 7,73 9,00 8,18 7,34
(£0,37) (£0,50)  (¢0,55) (0,57) (£0,60) (t0,50)  (£0,340)  (%0,29)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucion gustativa correspondiente a cada grupo durante la
fase de condicionamiento. El grupo CON (presentacidon conjunta) recibié limén + sacarosa en
los ensayos Tipo A y agua en los ensayos Tipo B. El grupo SEP (presentacion separada) recibié
limén en los ensayos Tipo A y sacarosa en los ensayos Tipo B. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (xSEM).
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6.2.3.2. Prueba de reactividad al sabor

Respuestas apetitivas

En cuanto a la prueba de reactividad oro-facial al sabor y a diferencia del primer
experimento donde se empled sacarina para el desarrollo de la preferencia
condicionada por la solucién de limdén, en la Figura 5b podemos observar que el grupo
CON muestra un niumero mds elevado de respuestas apetitivas ante la infusion de
limén. La comparacién de medias realizada mediante una prueba T-test para muestras
independientes confirmdé que la diferencia entre los grupos en cuanto al numero de

reacciones apetitivas fue estadisticamente significativa [t21) = -3,802; p = 0,001].

Figura 5b. Experimento 2: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor
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Nota. Duracién media (en segundos) de las respuestas apetitivas durante la infusién de la
solucion de limén para cada grupo, grupo CON (presentacién conjunta) y grupo SEP
(presentacion separada), en la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error representan
el error tipico de la media (+SEM).
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Respuestas aversivas

Por el contrario, el analisis de las respuestas aversivas mostradas por los
animales durante la prueba de reactividad al limén puso de manifiesto que, como se
puede apreciar en la Figura 5c¢, no hubo diferencias significativas entre los grupos en

este tipo de reacciones oro-faciales [t21) = -0,866; p = 0,396].

Figura 5c. Experimento 2: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Nimero medio de respuestas aversivas
L
1
R

CON SEP

Nota. Numero medio de respuestas aversivas o de rechazo al acido citrico mostradas por los
sujetos de ambos grupos, SEP (presentacion separada) y CON (presentacion conjunta), durante
la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error representan el error tipico de la media
(£SEM).
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Si examinamos estos resultados a la luz de los obtenidos en el Experimento 1, se
pone de manifiesto que la valoracién heddnica de una solucién que se ha condicionado
con sacarosa podria estar mas relacionada con la anticipacidon de las consecuencias
nutritivas de su ingesta y no tanto con la transferencia de las propiedades sensoriales
(su sabor dulce) de la substancia gustativa utilizada para desarrollar dicha preferencia.
Esto indicaria que el mecanismo de aprendizaje sabor-nutriente podria primar sobre el
mecanismo sabor-sabor a la hora de desarrollarse la preferencia condicionada con
sacarosa como El.

Los valores promedios para las diferentes categorias de respuestas oro-faciales

analizadas en la prueba de reactividad facial se muestran en la Tabla 5c.

Tabla 5c. Experimento 2: Respuestas registradas en la prueba de reactividad al sabor

Grupo Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP 42,17 (£7,29) 2,08 (+0,81)
CON 89,02 (+10,11) 3,00 (+0,61)

Nota. Duracién media de las respuestas apetitivas y aversivas mostradas por los animales de
cada grupo, SEP (presentacion separada) y CON (presentacién conjunta), ante la infusidn de
limén en la prueba de reactividad al sabor. Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (xSEM).
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6.2.3.3. Prueba de extincion

Por ultimo y respecto a las prueba de extincién llevada a cabo una vez
desarrollada la preferencia por el acido citrico (por su presentacién conjunta con
sacarosa durante el condicionamiento), observamos un patrén de consumo de limén
que sigue la misma pauta que en el Experimento 1, manteniéndose la diferencia
observada en el test entre el grupo CON y el grupo SEP a lo largo de las 3 pruebas
posteriores, tal y como se puede apreciar en la Figura 5d. Un analisis de varianza
(ANOVA) con medidas repetidas y dos factores, nimero de Sesiones y Grupo de
sujetos (incluyendo los consumos de los 3 dias posteriores al test y también el
consumo del dia de prueba en el factor sesiones), mostré nuevamente un efecto
significativo del factor Sesiones [F(363) = 5,354; p = 0,002] y del factor Grupo [F(1,21) =
29,220; p < 0,001] pero no asi de la interaccidn [F < 1]. El ajuste de Bonferroni para el
analisis de las comparaciones multiples confirmé esta fuerte resistencia a la extincion
indicando que las diferencias entre los grupos, en cuanto al consumo de limdn, fueron
estadisticamente significativas, no solo en la prueba de preferencia, sino también en
las distintas sesiones de extincion [Fs(1,21) 2 4,703 ; ps < 0,042].

Los consumos medios de la solucidn de limén de cada grupo en las diferentes

sesiones de prueba se muestran en la Tabla 5d.
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Figura 5d. Experimento 2: Prueba de extincion

Pruebas de consumo y extincion
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Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacion por separado), durante la prueba inicial (Pre-test), la prueba de
preferencia (Test) y la prueba de extincién (Ext 1, 2 y 3). Las barras de error representan el
error tipico de la media (+SEM).

Tabla 5d. Experimento 2: Consumos registrados durante la prueba de extincion

Grupo Extincién 1 Extincidn 2 Extincion 3
SEP 1,99 (+0,50) 2,12 (+0,28) 1,00 (+0,20)
CON 3,30 (+0,30) 4,61 (+0,64) 2,59 (+0,41)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidon de limén para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacién por separado), durante la prueba de extincion. Las barras de
error representan el error tipico de la media (xSEM).
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6.3. Experimento 3

Preferencia condicionada usando maltodextrina como El

En este tercer experimento de la serie se utilizd una solucidon de maltodextrina
como El para el desarrollo de una preferencia condicionada por el acido citrico. La
maltodextrina es un polimero de glucosa que carece del componente dulce de las
soluciones empleadas en los dos primeros experimentos (sacarina y sacarosa). Sin
embargo, la maltodextrina posee el mismo valor calérico que la sacarosa (4 kilocalorias
por gramo), lo que la convierte en una substancia idénea para evaluar el papel del
aprendizaje sabor-nutriente durante la adquisicién de una preferencia condicionada.
En esta ocasidn, la mitad de los sujetos del estudio recibié la solucidn de acido citrico
(EC) mezclada con maltodextrina (El) durante el condicionamiento, mientras la otra
mitad recibid el cido citrico y la maltodextrina por separado en diferentes sesiones. Al
igual que en los experimentos previos, se espera que en el grupo con presentacion
simultdnea de los sabores (Grupo CON) se produzca un aumento en la preferencia por
el limén en comparacién con el grupo que recibe la exposicion al limén y la

maltodextrina por separado o de forma independiente (Grupo SEP).
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6.3.1. Sujetos y soluciones

Los sujetos empleados en este experimento fueron 20 ratas macho de la cepa
Wistar (Rattus Norvegicus), de aproximadamente 90 dias de edad, procedentes del
Bioterio de la Universidad de Oviedo. El peso medio de los animales del inicio del
experimento fue de 301 gramos (rango 253-350 g). A su llegada al laboratorio fueron
alojados de forma individual en jaulas de PVC y mantenidos en las mismas condiciones
de alimentacion y ambientales (temperatura y humedad) que en los experimentos
anteriores (ver materiales y métodos del capitulo 5).

En este experimento se utilizd como estimulo gustativo (EC), al igual que en
experimentos anteriores, una solucién de acido citrico diluido en agua destilada al 3%
de concentracién. Como El se utilizé una solucion de maltodextrina (Dextrin Type I,

ICN Biomedicals) diluida en agua destilada al 8%.

6.3.2. Procedimiento

Como se muestra en la Tabla 6, este experimento se llevé a cabo siguiendo un
procedimiento idéntico al de los dos anteriores.

En primer lugar y tras la fase previa de privacién de agua, los animales se
asignaron a dos grupos, el Grupo CON (n=10), que recibidé la solucidon de limén de
forma conjunta con maltodextrina durante el condicionamiento, y el Grupo SEP (n=10),
gue recibié ambas soluciones por separado.

Una prueba de consumo (pre-test) de 5 minutos para determinar la preferencia

inicial por el limén frente a agua precedid a la fase de condicionamiento.
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El entrenamiento de la preferencia se desarrolld siguiendo el mismo
procedimiento experimental que en los dos experimentos previos, pero utilizando una
solucién de maltodextrina como El. Para que el aporte caldrico de la solucion de
maltodextrina fuese comparable al de la solucion de sacarosa empleada en el
Experimento 2, se optd por una concentraciéon del 8% de maltodextrina en agua
destilada. Durante las sesiones de condicionamiento (4 ciclos de dos dias cada uno), el
Grupo SEP recibio las soluciones de acido citrico y de maltodextrina los dias primero y
segundo de cada ciclo de entrenamiento. Por su parte, los sujetos del Grupo CON
recibieron el compuesto formado por ambas soluciones (limén + maltodextrina) el
primer dia de cada ciclo de condicionamiento y agua en la segunda sesién de cada uno.

Posteriormente, tras una prueba de eleccion de idénticas caracteristicas al pre-
test y con el objetivo de evaluar los cambios en la preferencia por el acido citrico, los
animales fueron implantados con las canulas intraorales. Recuperados de la
intervencidn quirdrgica se realizé la prueba de reactividad al sabor.

Para finalizar el experimento, al igual que en los anteriores de esta serie, se
realizaron las correspondientes 3 sesiones de extincion en las mismas condiciones que

la prueba de preferencia condicionada.
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Tabla 6. Disefio del Experimento 3

Grupo  Pre-test Entrenamiento x 4 Test Canulacién TRT Extincion x 3
SEP Agua Limon Maltodextrina Agua Implantacidn 3ml Agua
Vs Vs decanulaen .., Vs
Limén + la cavidad 10

CON Limon Maltodextrina Agua Limén oral Limon

Nota. SEP: presentacion por separado; CON: presentacion conjunta; TRT: Test de reactividad al
sabor; 10: administracion intraoral.

6.3.3. Resultados

6.3.3.1. Prueba de consumo

Como muestra la Figura 6a, la cantidad de limén consumida durante la prueba
inicial (pre-test) fue similar para ambos grupos, CON y SEP. En cambio, tras el
condicionamiento, el consumo de esta solucién aumenté en el Grupo CON indicando el
desarrollo de la preferencia condicionada. Cabe sefialar que, aun cuando el volumen
de solucién consumida en la prueba fuese inferior al registrado en los experimentos
anteriores, sigue un patrén similar, indicando que la experiencia conjunta de acido
citrico y maltodextrina provocé un incremento en la preferencia por el limén. Un
ANOVA de medidas repetidas con los consumos recogidos en ambas Sesiones (factor
intra-sujetos) y el Grupo (factor inter-sujetos) como variables confirmé esta impresién,
es decir, hubo un efecto estadisticamente significativo del factor Sesiones [F(1,15) =
5,234; p = 0,034] y del factor Grupo [F(1,15) = 4,843; p = 0,041]. Sin embargo, la
interaccion Sesiones x Grupo no fue significativa [F(1,18) = 2,928; p = 0,104]. Aun asi, el
analisis de las comparaciones multiples en base al ajuste de Bonferroni revelé que no
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hubo diferencias significativas entre los dos grupos en cuanto al consumo de limdn
durante la prueba inicial [F< 1], pero si las hubo en la prueba de eleccién realizada tras
el condicionamiento [F(1,15) = 5,345; p = 0,033]. Estos datos confirman que la exposicion
conjunta a limén y maltodextrina durante el condicionamiento fue eficaz para producir
la preferencia condicionada por la solucién de acido citrico.

En la Tabla 7a, se muestran los consumos de limén correspondientes a estas dos
pruebas. Los consumos registrados en la fase de condicionamiento se muestran

también en la Tabla 7b.

Figura 6a. Experimento 3: Prueba de consumo

Prueba de consumo
40 4
35 4

3.0

—a— SEP

25 1 —o— CON

2.0 1

Consumo medio (ml)

0A T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de la solucion de limén para ambos grupos, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacién por separado), en cada la pruebas de consumo inicial (Pre-test) y
en la prueba de consumo realizada tras el condicionamiento (Test). Las barras de error
representan el error tipico de la media (£SEM).
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Tabla 7a. Experimento 3: Ingesta de la solucidén de limdn en las pruebas de consumo

Grupo Pre-test Test
SEP 1,05 (£0,21) 1,20 (£0,26)
CON 1,21 (£0,17) 2,25 (+0,37)

Nota. Consumo medio de la solucidon de limén (ml) para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacién por separado), durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test)
y la prueba tras el condicionamiento (Test). Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (£SEM).

Tabla 7b. Experimento 3: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

Grupo 1A 1B 2A 2B 3A 3B an 4B

Sep 1,84 3,70 2,69 5,97 3,39 6,29 4,33 6,43
(0,21) (t0,25)  (+0,38) (+0,25) (£0,25) (£0,25)  (#0,21)  (£0,32)

CON 1,90 6,90 3,90 6,23 5,53 7,33 4,95 6,20
(£0,26) (£0,42)  (x0,26) (£0,28) (£0,39) (t0,38)  (¢0,333) (#0,29)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn gustativa correspondiente a cada grupo durante la
fase de condicionamiento. El grupo CON (presentacién conjunta) recibid limén + maltodextrina
en los ensayos Tipo A y agua en los ensayos Tipo B. El grupo SEP (presentacidon separada)
recibid limoén en los ensayos Tipo A y maltodextrina en los ensayos Tipo B. Los valores entre
paréntesis representan el error tipico de la media (xSEM).
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6.3.3.2. Prueba de reactividad al sabor

Respuestas apetitivas

En cuanto a la prueba de reactividad al sabor realizada tras el condicionamiento,
en la Figura 6b se muestran las reacciones apetitivas de los animales durante la
infusidn intraoral de limén. Como se puede observar, cuando se utiliza maltodextrina
como El para el desarrollo de la preferencia condicionada, el grupo CON muestra un
elevado nimero de respuestas apetitivas o de ingesta en comparacion con el Grupo
SEP. Una prueba T-test de comparacion de medias para muestras independientes
mostré que la diferencia existente entre los dos grupos fue estadisticamente

significativa [t(13 = -2,681; p = 0,015].

Figura 6b. Experimento 3: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

120 -

100 4

80

60

40 1

20 4

Duracién media de las respuestas apetitivas (s)

CON SEP

Nota. Duracion media (en segundos) de las respuestas apetitivas durante la infusidon de la
solucion de limén para cada grupo, grupo CON (presentacién conjunta) y grupo SEP
(presentacion separada), en la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error representan
el error tipico de la media (+SEM).
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Respuestas aversivas

Nuevamente, y como se aprecia en la Figura 6c, durante esta prueba los
animales apenas mostraron respuestas aversivas durante la infusion del fluido. La
comparacion T-test realizada con estos valores mostrd la ausencia de diferencias

significativas entre los grupos [t1g = -0,268; p = 0,791].

Figura 6¢. Experimento 3: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Numero medio de respuestas aversivas
o
L

u . omm

CON SEP

Nota. Numero medio de respuestas aversivas o de rechazo al acido citrico mostradas por los
sujetos de ambos grupos, SEP (presentacion separada) y CON (presentacidon conjunta), durante
la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error representan el error tipico de la media
(£SEM).
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Asi pues, los resultados de la prueba de reactividad al limén cuando se ha
producido una preferencia condicionada utilizando maltodextrina como El, son
similares a los obtenidos utilizando sacarosa para el mismo fin, lo que confirma que,
cuando existe un componente nutritivo que media en el desarrollo de una preferencia,
el incremento en el valor heddnico o palatabilidad de la solucién condicionada parece
estar estrechamente ligado a la formacién de una asociacidn sabor-nutriente.

Los valores promedios para las diferentes categorias de respuestas orofaciales

analizadas en la prueba de reactividad al sabor se muestran en la Tabla 7c.

Tabla 7c. Experimento 3: Respuestas registradas en la prueba de reactividad al sabor

Grupo Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP 51,13 (£7,58) 0,60 (0,26)
CON 81,19 (+7,81) 0,70 (0,26)

Nota. Duracién media de las respuestas apetitivas y aversivas mostradas por los animales de
cada grupo, SEP (presentacion separada) y CON (presentacién conjunta), ante la infusidn de
limén en la prueba de reactividad al sabor. Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (xSEM).
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6.3.3.3. Prueba de extincion

Finalmente, en la prueba de extincidn realizada tras el condicionamiento de la
preferencia por el acido citrico, se observa un patréon de consumo de limén similar a
los dos experimentos anteriores de esta serie, es decir, un descenso en el consumo de
la solucién previamente condicionada indicando la extincion de la preferencia
gustativa. No obstante, cuando se emplean para el condicionamiento de la preferencia
las soluciones de sacarina y sacarosa (ambas con un componente sensorial y gustativo
muy importante, debido a su sabor dulce), se aprecia una diferencia mayor entre los
grupos en cuanto al consumo de la solucién condicionada, lo que puede fomentar una
mayor resistencia a la extincién (ver Figura 6d). Un analisis de varianza (ANOVA) con
medidas repetidas utilizando las Sesiones (consumos del dia de prueba y de los tres
ensayos de extinciéon) como factor intra-sujetos y el Grupo como variable inter-sujetos,
confirmo esta impresion; se obtuvo un efecto significativo del factor Grupo [F(1,1s) =
20,413; p < 0,001], pero no hubo efecto de las Sesiones ni tampoco una interaccién
significativa Sesiones x Grupo [Fs < 1]. El ajuste de Bonferroni para el analisis de las
comparaciones multiples confirmd, al contrario que en los experimentos anteriores,
que las diferencias entre los grupos en cuanto al consumo de limén sdélo fueron
estadisticamente significativas en el ensayo de prueba y en las dos primeros ensayos
de extincion [Fs(1,18) 2 4,646; ps < 0,045], pero no asi en la ultima sesion de extincion
[F1,28= 2,190; p = 0,156].

La Tabla 7d muestra las medias de consumo de la solucién de limén de cada

grupo en las diferentes pruebas realizadas.
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Figura 6d. Experimento 3: Prueba de extincidon

Pruebas de cosumo y extincion

40

35 —a— SEP
i —— CON

3.0 A

25 4 *

2.0 4

Consumo medio (ml)

05 T T T
Pre-test Test Ext 1 Ext 2 Ext 3

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacion por separado), durante la prueba inicial (Pre-test), la prueba de
preferencia (Test) y la prueba de extincién (Ext 1, 2 y 3). Las barras de error representan el
error tipico de la media (+SEM).

Tabla 7d. Experimento 3: Consumos registrados en la prueba de extincidon

Grupo Extincion 1 Extincion 2 Extincion 3
SEP 1,02 (+0,35) 1,16 (+0,18) 1,23 (+0,25)
CON 2,01 (+0,29) 2,37 (x0,51) 1,76 (+0,25)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidon de limén para cada grupo, CON (presentacion
conjunta) y SEP (presentacidn por separado), durante la prueba inicial (Pre-test), la prueba de

preferencia (Test) y la prueba de extincién (Ext 1, 2 y 3). Las barras de error representan el
error tipico de la media (*SEM).

114 |Pagina



Evaluacion del efecto de preferencia condicionada por el sabor y sus bases asociativas

6.4. Discusion de la serie experimental

Los resultados obtenidos en el primer experimento muestran que la
experiencia conjunta del limén con la solucidon dulce de sacarina fue eficaz para
promover una fuerte preferencia condicionada por ese sabor, como muestra el
incremento a lo largo de los ensayos del consumo de limén parte del grupo que recibid
las soluciones de limén y sacarina de forma conjunta durante el entrenamiento (Grupo
CON). Por otro lado, la prueba de reactividad al sabor mostrd que el incremento en la
preferencia por el limén (ingesta de la solucién) no se vio acompainado de un aumento
en el nimero de respuestas apetitivas producidas por la infusion de dicha solucidn, lo
qgue sugiere que la preferencia gustativa desarrollada puede estar determinada
exclusivamente por la asociacién del sabor a limén con las propiedades sensoriales
(dulzor) de la sacarina y que no supone un cambio en la valoraciéon heddnica de dicho
sabor. Finalmente, la prueba adicional de extincion mostré la robustez del aprendizaje
de la preferencia dado que, con sucesivas exposiciones no reforzadas a la solucién
condicionada, el incremento en el consumo de la solucién de limdn por parte del grupo
CON se mantuvo en el tiempo, dejando patente una significativa resistencia a la
extincion.

Los resultados del segundo experimento indican que, dado el aumento en el
consumo de la solucién de limén por parte del Grupo CON tras el condicionamiento, la
experiencia conjunta del limén con la solucién de sacarosa incentivé el desarrollo de
una fuerte preferencia condicionada por el sabor del limén. Por otra parte, la prueba
de reactividad al sabor mostré que el incremento en la preferencia por el limén ahora
si se vio acompafado de un aumento en el nimero de respuestas apetitivas

producidas por la infusién intraoral de la solucion de acido citrico. Este dato sugiere

115|Pagina



Evaluacion del efecto de preferencia condicionada por el sabor y sus bases asociativas

que la preferencia gustativa desarrollada con sustancias que poseen un alto valor
calérico o nutritivo como la sacarosa conlleva la transferencia de sus cualidades
heddnicas a la solucidn con la que fue emparejada previamente, el acido citrico en
nuestro caso. También, al igual que en el primer experimento con sacarina, la robustez
de la preferencia condicionada queda patente en la prueba de extincion final,
reflejando una resistencia significativa a la extincidn; el incremento en el consumo de
la solucion de limén por parte del grupo CON se mantuvo en el tiempo incluso con
varias exposiciones no reforzadas a la solucion condicionada.

Por su parte, los resultados del tercer experimento indican que, aunque no
exista un componente sensorial y gustativo relevante (sabor dulce), como en los
experimentos anteriores, la experiencia conjunta del limén con la maltodextrina
fomentd también el desarrollo de una preferencia condicionada por el limén, lo que se
confirmé en la prueba con un incremento en el consumo de esta solucidn por parte del
Grupo CON, que experimenté ambos sabores de forma conjunta durante el
entrenamiento. En linea con lo anterior, la prueba de reactividad al sabor mostré un
incremento significativo en el nUmero de respuestas apetitivas mostradas por los
animales durante la infusién intraoral de la solucién citrica. Dado que la maltodextrina
carece del sabor dulce que caracteriza a los estimulos incondicionados de los dos
primeros experimentos (sacarina y sacarosa), la preferencia condicionada por el limdén
gue se ha desarrollado en este experimento parece estar mas relacionada con un
proceso de aprendizaje sabor-nutriente. Ademas, la transferencia de las propiedades
heddnicas de la maltodextrina (El) a la solucidon de acido citrico (EC), observada a
través del test de reactividad al sabor, apoya esta idea. Por Ultimo, cabe seiialar que, a

diferencia de los experimentos anteriores, la resistencia a la extincion de la preferencia
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condicionada con maltodextrina fue menor; es decir, los efectos del aprendizaje
resultan mds duraderos cuando se induce la preferencia con sustancias con alta
palatabilidad, como en el caso de sacarina o sacarosa de marcado sabor dulce.

En conjunto, esta primera serie experimental permitid constatar que la
experiencia conjunta del sabor acido del limén con una solucién altamente agradable
en cuanto a su palatabilidad (sacarina) y/o con propiedades nutritivas (sacarosa o
maltodextrina) durante el condicionamiento, incrementa el consumo de la solucidn de
limén al desarrollarse una fuerte preferencia condicionada por ese sabor, en
comparacion con sujetos que han recibido las soluciones gustativas correspondientes
por separado. La utilizaciéon de este tipo de control con exposicién a los sabores por
separado (grupos SEP) permitié ademas comprobar si la preferencia adquirida por los
grupos con experiencia conjunta (grupos CON) se debia a su emparejamiento con las
sustancias utilizadas como estimulos incondicionados o a un efecto derivado de la
mera exposicidn repetida a los sabores. Como se menciond en la parte introductoria
de la tesis, la familiarizacion con los sabores puede producir también un aumento en la
preferencia por los mismos (Birch, Gunder, Grimm-Thomas y Laing, 1998; Zajonc,
1968). Ademads, cuando el sabor de la solucion empleada como estimulo
incondicionado para el desarrollo de la preferencia presenta unas cualidades
sensoriales y gustativas significativas (sabor dulce), como en el caso de la sacarina y la
sacarosa, este incremento en el consumo de la solucién condicionada se muestra, si
cabe, mas evidente.

El hallazgo principal de esta serie de estudios es que, como demuestra la prueba
de reactividad al sabor realizada, la transferencia de las propiedades heddnicas del El

al EC, patente a través del analisis de las respuestas apetitivas producidas por la
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infusién intraoral de la solucién de acido citrico, sélo tiene lugar cuando media el
componente nutritivo en la solucion reforzante, como es el caso de la sacarosa y la
maltodextrina.

Finalmente, los resultados de la prueba de extincidn confirman la robustez del
aprendizaje de una preferencia gustativa condicionada, sobre todo cuando la solucién
empleada para desarrollar tal preferencia presenta unas cualidades sensoriales
gustativas (como el sabor de la solucién) que le confieren una marcada palatabilidad.

Asi pues, el uso de la técnica de reactividad al sabor, de forma conjunta con las
pruebas de consumo, pone de manifiesto la diferenciacion de los distintos mecanismos
de aprendizaje que subyacen a la formacion de las preferencias gustativas
condicionadas (aprendizaje sabor-sabor y sabor-nutriente). Ademads, a partir de los
resultados de los experimentos recogidos aqui, podemos decir que la técnica de
reactividad al sabor constituye una herramienta eficaz para el analisis del valor
heddnico de las soluciones empleadas en este paradigma, destacando que la
transferencia de estas cualidades heddnicas de la solucidn El a la solucién EC responde
a una anticipacién de las consecuencias nutritivas presentes en la solucién utilizada
como El, que son experimentadas por los sujetos al proporcionarse ambas soluciones
de forma conjunta durante el entrenamiento. Esta situacién pone de manifiesto que
los cambios en la valoracién heddnica de los fluidos durante el aprendizaje de
preferencias gustativas puede depender en mayor medida de la formacidon de una

asociacién sabor-nutriente que de una asociacion sabor-sabor.
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Efecto de la devaluacion del reforzador sobre la preferencia condicionada

Una vez evaluado en la serie experimental anterior el efecto basico de
preferencia condicionada por el sabor y sus bases asociativas con la tecnologia de
reactividad facial, resulta de interés para los objetivos de la Tesis doctoral determinar
si la devaluacién del reforzador tras el condicionamiento de la preferencia gustativa
modifica las propiedades heddnicas adquiridas por el sabor condicionado. En este
sentido, si se devallan las sustancias gustativas (sacarina, sacarosa y maltodextrina)
utilizadas como estimulo incondicionado para inducir la preferencia por el sabor a
limén, deberia producir una reduccién en el consumo de esta solucion y de sus
propiedades heddnicas evaluadas mediante la reactividad al sabor. La reduccién del
valor reforzante del El se llevara a cabo mediante la inyeccién de cloruro de litio (LiCl),
una sustancia inductora de malestar gastrico que provoca el rechazo del sabor con el
que se asocia, un fendmeno denominado aversién condicionada al sabor (Garcia, 1989;
Klosterhalfen y Klosterhalfen, 1985; ver también Reilly y Schatchman, 2009, para una
revison).

En esta serie experimental se siguid el mismo procedimiento que en los estudios
anteriores, con la salvedad de devaluar el reforzador tras el condicionamiento de la
preferencia gustativa. Para ello, en cada experimento de la serie, se proporciond
durante el condicionamiento a los sujetos experimentales la solucién de acido citrico
(EC) combinada con el reforzador o solucion gustativa correspondiente (sacarina,
sacarosa y maltodextrina). Tras el desarrollo de la preferencia gustativa por el sabor a
limon se llevé a cabo la fase de devaluacion, asociando las soluciones de sacarina
(Experimento 4), sacarosa (Experimentos 5) o maltodextrina (Experimentos 6) con
inyecciones de cloruro de litio. La prueba de reactividad al sabor y la prueba de

extincion posteriores permitieron determinar el efecto de manipulacién sobre la
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preferencia previamente condicionada por el limén y el cambio en su valoracidn
heddnica o afectiva. Asi pues, es de esperar que al reducirse el valor reforzante del El
por su devaluacion con litio disminuya la preferencia previamente condicionada, al
tiempo que cambie la valoracién heddnica del fluido durante la prueba de reactividad
al sabor (Baeyens, Eelen, Van den Bergh, y Crombez, 1992). Ahora bien, este efecto
podria depender, como se ha visto en la serie anterior, de las cualidades heddnicas de

la solucidn reforzante.
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7.1. Experimento 4

Efecto de la devaluacion de la sacarina sobre la preferencia condicionada

El objetivo de este cuarto experimento fue determinar, con la metodologia de
reactividad al sabor, si la preferencia adquirida por una substancia moderadamente
aversiva (acido citrico) debido a su asociacidon con sacarina se ve afectada por la
devaluacién posterior de la soluciéon reforzante. Para ello, durante la fase de
condicionamiento la mitad de los sujetos (grupos CON-Litio y CON-Salino) recibieron la
solucion de 4cido citrico (EC) combinada con sacarina (EI) mientras que los restantes
animales (grupos SEP-Litio y SEP-Salino) fueron expuestos en dias sucesivos a las
soluciones de limén y sacarina por separado. Tras esta fase, una prueba de eleccién
entre el acido citrico (EC) y agua para evaluar la magnitud de la preferencia
condicionada, dio paso a la fase de devaluacion del reforzador. En esta fase, los sujetos
de la condicién de devaluacién (grupos CON-Litio y SEP-Litio) recibieron inyecciones de
cloruro de litio tras consumir la solucién de sacarina; por su parte, los sujetos de la
condicidn de control (grupos CON-Salino y SEP-Salino) recibieron, tras la exposicién a la
sacarina, inyecciones de salino isotdnico. La hipdtesis de partida es que si la
preferencia condicionada por el limén al consumirlo conjuntamente con sacarina
obedece, como se vio en el Experimento 1, a la formacidon de una asociacion sabor-
sabor (dado que el valor reforzante de la sacarina reside en su cualidad dulce), la
devaluacién de la sacarina deberia reducir la preferencia previamente establecida por
el limén en términos de consumo. Por el contrario, no deberia afectar a la respuesta
heddnica al sabor dado que la preferencia gustativa inducida con sacarina no parece

modificar las cualidades heddnicas de la solucién con la que se asocia.
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7.1.1. Sujetos y soluciones

Este experimento, debido a la disponibilidad de animales en el momento de su
realizacion, se llevd a cabo en dos tandas iguales con 20 ratas cada una, la primera
correspondiente a la condicién con devaluacion y la segunda a la condicién de control.
Se emplearon en total 40 ratas macho de la cepa Wistar (Rattus Norvegicus)
procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Los animales de la primera
tanda tenian al comienzo del experimento tres meses de edad y un peso medio de 292
gramos (rango 224-369 g); el peso medio de los sujetos de la segunda tanda fue de 261
gramos (rango 219-323 g). A su llegada al laboratorio, los animales fueron alojados en
las condiciones de iluminacidn y temperatura ambiente descritas en el apartado sobre
materiales y método general (capitulo 5).

Como estimulo gustativo (EC) se utilizd la misma solucidn de limén que en el
primer experimento de la serie anterior, obtenida al diluir acido citrico en agua
destilada a una concentracién del 3%. Para inducir la preferencia se empleé como El
una solucion de sacarina diluida también en agua destilada al 0,1%. La solucion de
cloruro de litio (0.15M) utilizada para devaluar la sacarina se administré a una dosis de
20 ml/kg de peso corporal. Los animales de la condicion de control fueron inyectados

con una dosis equivalente de salino isoténico (0,9%).
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7.1.2. Procedimiento

Los aspectos de procedimiento comunes a los tres experimentos de esta serie se
describieron en la seccidon del método general (capitulo 5), por lo que aqui solamente
se detallaran las manipulaciones experimentales especificas realizadas en el presente
experimento cuyo disefio se muestra en la Tabla 8. El estudio consté de varias fases
que se describen a continuacién:

En primer lugar, se sometié a los animales al programa de privacion de agua
establecido para todos los experimentos del estudio (los animales tenian acceso a agua
durante 60 minutos diarios al finalizar las sesiones experimentales). Seguidamente
recibieron 4 sesiones de exposicion limitada a agua (las 2 primeras sesiones con una
duracion total de 10 minutos y las 2 sesiones siguientes con una duracién total de 5
minutos) en los tubos calibrados con el fin de familiarizarlos con el procedimiento de
bebida. Sobre la base de los consumos de agua registrados en esta fase se asignd a los
animales a cuatro grupos de sujetos. Los grupos se conformaron atendiendo al
tratamiento experimental que recibirian posteriormente: sujetos que tendrian una
exposiciéon diaria a los dos sabores (limén y sacarina) combinados en la misma
disolucién o presentacién conjunta (grupos CON-Litio y CON-Salino) y sujetos que
recibirian los dos sabores por separado en dias alternos (grupo SEP-Litio y SEP-Salino).
Durante el curso del experimento los sujetos tuvieron acceso permanente a la comida
de mantenimiento en las jaulas de alojamiento.

Antes de comenzar la fase de condicionamiento, una prueba inicial o pre-test,
efectuada en los términos escritos en los experimentos anteriores y en la seccion del
método general (capitulo 5), permitié evaluar la preferencia incondicionada por el

sabor a limén frente a agua.

125 | Pagina



Efecto de la devaluacion del reforzador sobre la preferencia condicionada

Las sesiones de condicionamiento consistieron en 4 ciclos de entrenamiento con
dos sesiones cada uno. Los sujetos de la condicidn conjunta (grupos CON-Litio y CON-
Salino) recibieron una exposicion a los dos sabores (limén y sacarina) mezclados en la
misma disolucion el primer dia de cada ciclo, mientras que el segundo dia recibieron
agua en los tubos de bebida. Los sujetos de la condicidon separada (grupos SEP-Litio y
SEP-Salino) recibieron el primer dia de cada ciclo la solucién de limén y el segundo dia
la solucién de sacarina.

Una prueba de preferencia (similar al pre-test inicial) entre la solucién de limén vy
agua, realizada al concluir las 8 sesiones de la fase de condicionamiento, permitié
determinar si el entrenamiento habia sido efectivo para provocar un aumento en la
preferencia por el acido citrico.

Tras la prueba de preferencia entre la solucién de limén y agua, los sujetos de los
grupos devaluados (CON-Litio y SEP-Litio) recibieron 2 ciclos de entrenamiento con dos
sesiones cada uno (4 sesiones en total). El primer dia de cada ciclo las ratas tuvieron
acceso en sus jaulas hogar a la solucion de sacarina durante 5 minutos seguido de una
inyeccion de LiCl (0.15M a 20 ml/kg). En estas sesiones, los animales de la condicién no
devaluada (grupos CON-Salino y SEP-Salino) recibieron una inyeccion de salino (0,9 % a
20 ml/kg) tras la exposicion a la solucién de sacarina. Durante el segundo dia de cada
ciclo, todos los animales tuvieron acceso libre a agua en las jaulas de alojamiento para
reponerse de los efectos fisioldgicos derivados de la inyeccidn de litio. Como se explicé
en el capitulo 5 sobre el método general, durante la fase de devaluacién se
intercambid en cada ciclo el lugar de presentacion de los tubos de bebida en las jaulas

para evitar cualquier efecto de preferencia por una localizacion en particular.
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Tras la fase de devaluacidn se procedié al implante de las canulas en la cavidad
bucal de los animales de cara a la prueba de reactividad al sabor. Durante el
postoperatorio 4 sujetos perdieron la canula quedando configurados los grupos con los
siguientes sujetos cada uno: Grupo CON-Litio (n=10), Grupo SEP-Litio (n=9), Grupo
CON-Salino (n=9) y Grupo SEP-Salino (n=8). Tras el periodo de recuperacién de la
operacion, se llevé a cabo la sesién de habituacion al método de administracion del
fluido para lo cual todos los animales recibieron una infusién intraoral de 1 ml de agua
durante 1 minuto (tasa de infusién 1 ml/min) en el aparato de reactividad.

La prueba de reactividad al sabor se realizd al dia siguiente y consistié en
administrar a todos los sujetos una infusion de 3 ml de la solucién de limén durante 3
minutos (tasa de infusién 1 ml/min) a primera hora de la mafiana (09:00). Durante este
tiempo se grabaron las reacciones oro-faciales de los animales para su posterior
reproduccién y cuantificacién. Ademas, con el objetivo de determinar la efectividad del
procedimiento de devaluacion, se realizd en todos los animales una segunda infusién
de 3 ml de la solucidn de sacarina durante 3 minutos (tasa de infusion 1 ml/min) a

ultima hora de la mafiana (13:00).

Tabla 8. Disefio del Experimento 4

Grupo Pre-test Entrenamiento x 4 Test Devaluacion x 2 Canulacién TRT Extincion x 3
SEP-Litio Limén Sacarina
Sacarina |
f 3m
- Limén + = Licl -
CON-Litio Agua Sacarina Agua Agua I(;nplénta;cién L”I'go“ Agua
Vs Vs Agua N cam‘1 aen Vs
i o . la cavidad 3ml
SEP-Salino Limén Limén Sacarina Limén oral Sacarina Limén
Sacarina 0
Limén + - Salino
CON-Salino Agua

Sacarina

Nota. SEP: presentacion por separado de los sabores; CON: presentacion conjunta; LiCl:
cloruro de litio; TRT: test de reactividad al sabor; |0: infusion intraoral.
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7.1.3. Resultados

7.1.3.1. Prueba de consumo

La Figura 7a muestra los consumos de la solucion de limén de los animales
durante la prueba inicial de preferencia incondicionada y durante la prueba realizada
tras el condicionamiento. Como se aprecia en la figura, durante la prueba inicial (pre-
test) todos los animales mostraron un consumo similar y muy reducido de la solucidn
de limén. Por el contrario, tras la fase de condicionamiento, los sujetos que habian
experimentado la exposicién conjunta de limén y sacarina (grupos CON-Litio y CON-
Salino) mostraron un consumo de limén mas elevado que los grupos de control que
recibieron la exposicidn a los dos sabores por separado (grupos SEP-Litio y SEP-Salino).
Este resultado indica que la experiencia conjunta con los sabores (limén + sacarina)
produjo un incremento en la preferencia condicionada por el limén, replicando el
efecto obtenido en el Experimento 1 (Capitulo 6). Un analisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas con el Grupo como factor inter-sujetos y las Sesiones (pre-test y
prueba) como factor intra-sujetos, mostré un efecto significativo del factor Sesiones
[F(1,32)= 16,453; p < 0,001], del factor Grupo y también de la interaccidn [Fs3 32)2 3,850;
ps < 0,018]. El andlisis de las comparaciones multiples realizado posteriormente con el
ajuste de Bonferroni (p < 0,05) mostré que no hubo diferencias significativas entre los
grupos en cuanto al consumo de limén durante la prueba de preferencia inicial [F< 1];
en cambio, en la prueba de preferencia realizada tras el condicionamiento el ANOVA
arrojo diferencias significativas entre los grupos [F(3 32 = 5,166; p = 0,005], destacando
que los sujetos de la condicidn conjunta (Grupos CON-Litio y CON-Salino) tuvieron un

consumo de limdn significativamente superior al de los sujetos de control (Grupos SEP-
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Litio y SEP-Salino). Los analisis anteriores confirman que la experiencia conjunta de
limén y sacarina durante el condicionamiento promovié el desarrollo de una
preferencia por la solucidn citrica que se vio reflejada en la prueba de consumo final
realizada tras el entrenamiento.

En la Tabla 9a se muestran los consumos medios de cada grupo en la prueba de
preferencia inicial (pre-test) y en la prueba de preferencia final realizada tras el
condicionamiento (test). A su vez, la Tabla 9b muestra los consumos de los fluidos

registrados durante la fase de condicionamiento.

Figura 7a. Experimento 4: Prueba de consumo

Pruebas de consumo

35_ * *

304
E 25
[]
b —a—— SEP Litio
] "
E 2p —o—— CON thlfj
o —»— SEP S5alino
g ——— CON Salino
2 15
o
[&]

10 4

05+

0

T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo durante la prueba inicial
de preferencia incondicionada (Pre-test) y en la prueba de preferencia (Test) realizada tras el
condicionamiento. Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM). La
denominacion de los grupos alude al tipo de exposicién a los sabores, conjunta (CON) o por
separado (SEP) y al tratamiento que recibieron durante la fase de devaluacidn, inyecciones de
cloruro de litio (Litio) o de salino isotdnico (Salino).
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Tabla 9a. Experimento 4: Ingesta de la solucién de limén en las pruebas de consumo

Grupo Pre-test Test
SEP-Litio 1,11 (+0,12) 1,12 (+0,15)
CON-Litio 1,03 (0,10) 3,12 (+0,55)
SEP-Salino 1,12 (+0,15) 1,11 (+0,40)

CON-Salino 1,16 (+0,13) 2,57 (+0,59)

Nota. Consumo medio de la solucidon de limén (ml) para cada grupo durante la prueba de
preferencia inicial (Pre-test) y la prueba tras el condicionamiento (Test). Los valores entre
paréntesis representan el error tipico de la media (*SEM).

Tabla 9b. Experimento 4: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

Grupo 1A 1B 2A 28 3A 3B aA 48

SEP-Litio 3,17 5,30 3,10 7,05 4,14 7,37 5,56 6,76
(#0,9)  (+0,31)  (£0,25)  (+0,36)  (:0,39)  (:0,47)  (+0,70)  (0,42)

CON-Litio 2,70 6,76 4,62 8,68 5,08 8,18 6,46 8,01
(#0,29)  (¢0,34)  (£0,19)  (¢0,19)  (¢0,19)  (#0,19)  (¢0,19) (0,19)

SEP-Salino 3,53 6,16 2,35 6,06 4,01 7,50 4,80 7,35
(#0,35)  (£0,43)  (£0,28)  (+0,53)  (#0,67)  (+0,51)  (+0,57)  (0,65)

CON-salino  >%® 5,76 3,63 5,74 5,45 6,21 6,30 6,31
(#0,36)  (£0,35)  (£0,36)  (¢0,19)  (:0,26)  (+0,33)  (¢0,30)  (0,29)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucion gustativa correspondiente a cada grupo durante la
fase de condicionamiento. Los grupos CON-Litio y CON-Salino recibieron limén + sacarina en
los ensayos Tipo A y agua en los ensayos Tipo B. Los grupos SEP-Litio y SEP-Salino recibieron
limén en los ensayos Tipo A y sacarina en los ensayos Tipo B. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (xSEM).
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7.1.3.2. Prueba de reactividad al sabor

Respuestas apetitivas

Dado que en este experimento (y en los restantes de la serie) se llevd a cabo un
procedimiento de devaluacion del reforzador tras el desarrollo de la preferencia
condicionada, la prueba de reactividad al sabor se realizé tanto con la soluciéon de
limén (EC) como con la solucion reforzante (sacarina) con el fin de comprobar la
efectividad de la devaluacidn realizada. En la prueba de reactividad con el limén los
cuatro grupos de sujetos, con independencia del tratamiento recibido durante el
entrenamiento y en la fase de devaluacién, tuvieron una tasa similar de respuestas
apetitivas durante la infusién de esta solucidn gustativa, como se muestra en la Figura
7b. Un ANOVA de dos factores (tipo de exposicidn: conjunta o separada; devaluacion:
litio o salino) realizado con los datos de esta prueba mostrd que no hubo diferencias
significativas entre los grupos. Los efectos de los factores Exposiciéon, Devaluacién y la
Interaccion entre ellos no resultaron significativos [Fs(1,32) < 0,534; ps > 0,470]. Estos
datos indican que, a pesar del aumento en el consumo de limén producido tras el
condicionamiento en los grupos que recibieron la exposicién conjunta a los sabores
(Grupos CON-Litio y CON-Salino), la experiencia de devaluaciéon del reforzador no
modifico las reacciones apetitivas emitidas por los animales ante el sabor a limén.

En cuanto a la prueba de reactividad con sacarina, los resultados obtenidos (ver
Figura 7b) mostraron que la devaluacidn con LiCl fue eficaz para reducir las cualidades
heddnicas de esta solucidn. Concretamente, los grupos de la condicion de devaluacién
(Grupos CON-Litio y SEP-Litio) mostraban un niumero muy reducido de respuestas

apetitivas respecto a los grupos de la condicién no devaluada (Grupo CON-Salino y
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SEP-Salino). El analisis de varianza (ANOVA) con dos factores (Exposicion y
Devaluacion) realizado con los datos de esta prueba reveld un efecto significativo del
factor Devaluacion [F(132 = 141,72; p < 0,001], pero no del factor Exposicion ni de la
interaccion Exposicion x Devaluacion [Fs(1,32) < 0,782; ps 2 0,383]. Un ANOVA posterior
con el Grupo como factor inter-sujetos mostré que las diferencias entre los cuatro
grupos de animales fueron estadisticamente significativas [F 35 = 48,065; p < 0,001].
Las comparaciones post hoc con la prueba Games-Howell (p < 0,05) confirmaron que
los grupos devaluados (CON-Litio y SEP-Litio) tuvieron una tasa de respuestas
apetitivas inferior a la de los grupos no devaluados (CON-Salino y SEP-Salino), que

tampoco difirieron entre si.

Figura 7b. Experimento 4: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

140 -
120 4
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Duracién media de las respuestas apetitivas (s)
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SEP-Li CON-Li SEP-Sal CON-Sal SEP-Li CON-Li SEP-Sal CON-Sal

Limén Sacarina

Nota. Duracién media (en segundos) de las respuestas apetitivas realizadas por los animales
de cada grupo durante la infusion de limdn y de sacarina en la prueba de reactividad al sabor.
Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM). La denominacién de los
grupos refiere al tipo de exposicion a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al
tratamiento recibido durante la fase de devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Li) o de
salino isotdnico (Sal).
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Respuestas aversivas

Como se puede observar en la Figura 7c, el andlisis de las reacciones aversivas
mostradas por los animales durante la infusion de la sacarina confirmé que la
devaluacién fue efectiva para reducir su valor heddnico. Los sujetos de la condicién
devaluada (Grupos CON-Litio y SEP-Litio) mostraron un nimero mayor de respuestas
aversivas a la solucién. El ANOVA de dos factores (Exposicién y Devaluacién) reveldé un
efecto significativo del factor Devaluacion [F(1,32) = 37,439; p < 0,001], pero no del tipo
de Exposicion ni de la interaccion entre ambos [Fs(1,32) < 1,465; ps 2 0,235]. El ANOVA
de un factor (Grupo) realizado posteriormente confirmd que hubo diferencias
significativas entre los grupos en cuanto al numero medio de respuestas aversivas
[F(3,35)= 13,680; p < 0.001)]. La prueba post hoc de Games-Howell (p < 0.05) reveldé que
los grupos de la condicién devaluada (CON-Lito y SEP-Litio) realizaron mds respuestas
aversivas que los grupos de control (CON-Salino y SEP-Salino).

Finalmente, el andlisis de las reacciones aversivas ante la solucién de limoén
mostré que, una vez devaluada la sacarina, el grupo con experiencia conjunta (Grupo
CON-Litio) realiz6 un niumero mayor de respuestas aversivas ante el limén (Figura 7c).
El ANOVA realizado con los factores Exposicion y Devaluacién mostré un efecto
significativo del factor Exposicion y de la interaccidn Exposicion x Devaluacion [Fs1 32) <
5,873; ps = 0,021]. Un ANOVA de un factor (Grupo) posterior confirmé que las
diferencias entre los grupos fueron significativas [F(,35) = 6,204; p = 0,002] y la prueba
post hoc de Games-Howell indicé que el Grupo CON-Litio diferia de los otros tres
grupos en cuanto al nimero medio de respuestas aversivas al limén.

En la Tabla 9c se muestran los valores promedio para las dos categorias de

respuestas examinadas (apetitivas y aversivas) en los diferentes grupos de sujetos.
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Figura 7c. Experimento 4: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Nimero medio de respuesta aversivas
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Limén Sacarina

Nota. Numero medio de respuestas aversivas realizadas por los sujetos de cada grupo durante
la infusién de limdén y de sacarina en la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error
representan el error tipico de la media (¥SEM). La denominacién de los grupos refiere al tipo
de exposicién a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido
durante la fase de devaluacién, inyecciones de cloruro de litio (Li) o de salino isotdnico (Sal).

Tabla 9c. Experimento 4: Respuestas registradas en la prueba de reactividad al sabor

Limon Sacarina

Grupo
Apetitivas Aversivas Apetitivas Aversivas

SEP-Litio 44,26 (+11,07) 2,22 (x0,77) 7,17 (+2,38) 3,89 (+0,90)
CON-Litio 22,48 (+6,52) 7,60 (+1,48) 2,16 (£0,45) 5,60 (+1,04)
SEP-Salino 37,29 (+15,29) 2,88 (+0,74) 96,64 (+11,56) 0,13 (+0,12)

CON-Salino 40,25 (+10,14) 3,33 (x0,55) 105,59 (£12,32) 0,22 (+0,23)

Nota. Respuestas apetitivas (duracién media en segundos) y aversivas (tasa media de
respuestas) mostradas por los animales de cada grupo durante las infusiones de limén y de
sacarina en la prueba de reactividad al sabor. Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (#SEM). La denominacidn de los grupos refiere al tipo de exposicidn a los
sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido durante la fase de
devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Litio) o de salino isoténico (Salino).
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7.1.3.3. Prueba de extincion

En la Figura 7d se muestran los resultados en la fase de extinciéon de la
preferencia condicionada por la solucién de limén. Por claridad en la representacion
visual de los datos, las condiciones experimentales de devaluacién y de control salino
se muestran por separado. Se han incluido también en las figuras los consumos
registrados durante las pruebas de preferencia (pre-test y test) para su comparacion.
Como se puede apreciar a la derecha de la figura, la diferencia entre los sujetos que
recibieron durante el condicionamiento la exposicidn conjunta a los sabores (Grupo
CON-Salino) o por separado (Grupo SEP-Salino) se mantuvo en la condicién no
devaluada durante las sesiones de extincién. Mas concretamente, el mayor consumo
de limén mostrado por los sujetos de la condicion emparejada en la prueba de
preferencia (test en la figura) se mantuvo a lo largo de la fase de extincidn replicando
lo observado en la misma prueba en el primer experimento de la serie anterior.

En cuanto a la condicién devaluada, los resultados no reflejan exactamente las
predicciones, probablemente debido al resultado andmalo obtenido en el segundo
ensayo de extincién, por el elevado consumo registrado por parte de ambos grupos. El
ANOVA de medidas repetidas con los datos de esta fase (incluidos los consumos del dia
de prueba como un ensayo mads de extincién) mostré un efecto significativo del factor
Exposicion, conjunta o separada [F351) = 12,539; p = 0,001], y un efecto muy préximo
al nivel de significacion (p < 0.05) de las sesiones de extincion [F(3 96 = 2,674; p = 0,052]
y de la devaluacion [F(1,3;) = 3,194; p = 0,084]. Las interacciones entre las variables no
resultaron significativas. Aun asi, un analisis de la interaccién Exposicion x Sesiones
examinando las comparaciones multiples con el ajuste de Bonferroni (p < 0,05) mostro

diferencias significativas entre las condiciones de exposicion conjunta (CON-Litio y
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CON-Salino) y por separado (SEP-Litio y SEP-Salino) durante la primera y la tercera
sesion de extincidon [Fs(,32) 2 5,459; ps < 0,026]. En la Tabla 9d se muestran los

consumos de la solucidn de limdn para cada grupo durante la fase de extincion.

Figura 7d. Experimento 4: Prueba de Extincion

Pruebas de consumo
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Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo durante la prueba inicial
(Pre-test), la prueba de preferencia (Test) y la prueba de extincion (Ext 1, 2 y 3). Las barras de
error representan el error tipico de la media (+SEM). La denominacion de los grupos alude al
tipo de exposicidn a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido
en la fase de devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Litio) o de salino isotdnico (Salino).

Tabla 9d. Experimento 4: Consumos registrados durante la prueba de extincién

Grupo Extincién 1 Extincién 2 Extincién 3
SEP-Litio 1,52 (+0,41) 2,86 (+0,36) 1,55 (+0,20)
CON-Litio 2,17 (£0,31) 2,77 (¥0,37) 2,42 (+0,48)

SEP-Salino 1,26 (+0,27) 1,13 (+0,35) 0,92 (+0,19)
CON-Salino 2,21 (0,32) 2,51(#0,50) 2,02 (+0,43)

Nota. Consumo medio de la solucién de limén (ml) para cada grupo durante la prueba de
extincion. Los valores entre paréntesis representan el error tipico de la media (xSEM).
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7.2. Experimento 5

Efecto de la devaluacidn de la sacarosa sobre la preferencia condicionada

Una vez comprobado, con el procedimiento de devaluacion del reforzador, que
la preferencia condicionada por una solucién gustativa (acido citrico) asociada con una
solucion dulce de sacarina no se acompafia de un cambio en su valoracidon heddnica,
en el Experimento 5 se examina el mismo efecto cuando la preferencia por el limén se
ha establecido con una solucién dulce de sacarosa, que posee ademas propiedades
nutritivas. En el Experimento 2 de la serie anterior (Capitulo 6) quedé demostrada la
eficacia de la sacarosa como estimulo incondicionado para el desarrollo de la
preferencia por una solucién de limén, observandose un aumentd en el consumo de
esta solucidn citrica tras el condicionamiento y un incremento en la tasa de respuestas
apetitivas evocadas con su infusién en la prueba de reactividad. Este resultado sugiere,
como ya se comentd, que las preferencias condicionadas con nutrientes se sustentan
en la transferencia de las cualidades heddnicas de la soluciéon reforzante al sabor
condicionado, es decir, obedecen a la formacidén de una asociacién sabor-nutriente. En
este experimento se evalla si la valoracion heddnica adquirida por el sabor durante el
condicionamiento disminuye tras la devaluacién de la solucidn reforzante, sacarosa en
este caso.

Durante la fase de condicionamiento la mitad de las ratas del experimento
(Grupos CON-Litio y CON-salino) recibieron la solucion de limén de forma conjunta con
sacarosa (la solucion reforzante) mientras que los animales restantes (Grupos SEP-Litio
y SEP-Salino) recibieron presentaciones de las soluciones de limén y de sacarosa de

forma separada. Posteriormente, en la fase de devaluacidn, la mitad de los sujetos de
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cada condicién de exposicion a los sabores (conjunta o separada) recibieron
inyecciones de cloruro de litio tras una nueva exposicion a la solucidon de sacarosa; los
sujetos de control fueron inyectados con salino isotdnico en la fase de devaluacion. Al
igual que en el experimento anterior con sacarina, el efecto de la devaluacién del
reforzador deberia reducir, en términos de consumo, la preferencia previamente
condicionada por el sabor a limén. Por otro lado, dado que la transferencia del valor
heddnico del reforzador al sabor condicionado parece depender del aprendizaje de
una asociacidn sabor-nutriente, como se probd en la primera serie experimental, es de
esperar que la devaluacién de la sacarosa reduzca las respuestas apetitivas evocadas
por el limén al tiempo que aumenten las respuestas aversivas o de rechazo de esta

solucion.
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7.2.1. Sujetos y soluciones

En esta ocasidon se emplearon un total de 40 ratas macho de la cepa Wistar
(Rattus Norvegicus), procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Los
animales tenian, al comienzo del experimento, alrededor de tres meses de edad y un
peso medio de 310 gramos (rango 247-378 g). A su llegada al laboratorio, los animales
fueron alojados en las condiciones de iluminacién y temperatura ambiente descritas
en el apartado sobre materiales y método general (capitulo 5).

Como estimulo gustativo (EC) se utilizé la habitual solucién de limdén obtenida al
diluir acido citrico en agua destilada a una concentracién del 3%. Al igual que en el
Experimento 2, para inducir la preferencia se empled una solucién de sacarosa diluida
también en agua destilada al 8% como El. El cloruro de litio (0.15M) utilizado para
devaluar la sacarosa se administré a una dosis de 20 ml/kg de peso corporal,
inyectando con una dosis equivalente de salino isotdnico (0,9%) a los animales de la

condicién de control.
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7.2.2. Procedimiento

El procedimiento llevado a cabo para el Experimento 5 se realizd en idénticos
términos que el experimento anterior, sustituyendo como estimulo incondicionado la
solucion de sacarina por una solucién de sacarosa. Dado que los aspectos comunes al
resto de experimentos se describen en la seccién de material y método (Capitulo 5), las
fases que se muestran en la Tabla 10 se describen de forma somera a continuacién:

Después de emplazar a los animales en el habitual programa de privacién de
agua establecido para todos los experimentos (restriccion de agua a 60 minutos diarios
y 4 sesiones de exposicion limitada en los tubos calibrados) los animales fueron
asignados a los 4 grupos en base al consumo registrado. Los grupos se conformaron en
funcion el tratamiento recibido en la fase de condicionamiento: sujetos con exposicién
a ambos sabores (limdén y sacarosa) combinados en la misma disolucidén o presentacién
conjunta (grupos CON-Litio y CON-Salino) y sujetos que recibieron los dos sabores por
separado durante el condicionamiento (grupo SEP-Litio y SEP-Salino).

Un pre-test previo evalué la preferencia incondicionada por el sabor a limén
frente a agua, dando paso a una fase de condicionamiento que consté de 4 ciclos de
dos sesiones cada uno. Los sujetos de la condicidn conjunta (grupos CON-Litio y CON-
Salino) recibieron una exposicion a los dos sabores (limén y sacarosa) en la misma
disolucidn el primer dia de cada ciclo y agua en los tubos de bebida durante el segundo
dia. Los sujetos de la condicion separada (grupos SEP-Litio y SEP-Salino) recibieron la
solucién de limon el primer dia de cada ciclo y la solucién de sacarosa al dia siguiente.

La prueba de preferencia, de idénticas caracteristicas al pre-test, confirmaria el
desarrollo de la preferencia por el acido citrico y tras esta prueba, la fase de

devaluacién constd de 2 ciclos de 2 sesiones. Durante la primera sesién de cada ciclo,
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los sujetos de la condicién devaluada (grupos CON-Litio y SEP-Litio) tuvieron acceso a
la solucion de sacarosa durante 5 minutos y después se les proporciond una inyeccién
de LiCl (0.15M) a una dosis de 20 ml/kg, optando por la misma dosis de salino isotdnico
(0,9%) para los animales de la condicién no devaluada (grupos CON-Salino y SEP-
Salino) tras el consumo de la solucidn dulce. Durante el segundo dia de cada ciclo,
todos los animales tuvieron acceso libre a agua en sus jaulas a modo de recuperacion.
Tras esta fase los animales fueron operados para la implantacién de las canulas.
Durante el periodo de recuperacion, 4 sujetos perdieron su cdnula quedando los
grupos conformados como sigue: Grupo CON-Litio (n= 10), Grupo SEP-Litio (n= 8),
Grupo CON-Salino (n=9) y Grupo SEP-Salino (n=9). Recuperados de la intervencién y
tras la sesidon de habituacién, en la prueba de reactividad al sabor se administré a
todos los sujetos una infusién de 3 ml de la solucién de limén durante 3 min (tasa de
infusion 1 ml/min) a primera hora de la mafiana (09:00) y otra infusion de 3 ml de la
solucion de sacarosa durante 3 min (tasa de infusién 1 ml/min) a ultima hora de la
mafiana (13:00). Finalmente se realizé una prueba de extincidén en idénticos términos
que las realizadas el dia del pre-test y de la prueba, prolongandose esta fase durante 3

sesiones llevadas a cabo en dias sucesivos.

Tabla 10. Disefo del Experimento 5

Grupo Pre-test Entrenamiento x 4 Test Devaluacion x 2 Canulacién TRT Extincion x 3
SEP-Litio Limén Sacarosa
Sacarosa
i 3m
- Limén + = Licl -
CON-Litio Agua Sacarosa Agua Agua Idmplzj\ntilacién L'Tg)on Agua
Vs Vs Agua € cang aen Vs
i o la cavidad 3ml
SEP-Salino Limén Limén Sacarosa Limén oral Sacarina Limén
Sacarosa 0
Limén + - Salino
CON-Salino Agua

Sacarosa

Nota. SEP: presentacion por separado de los sabores; CON: presentacion conjunta; LiCl:
cloruro de litio; TRT: test de reactividad al sabor; |0: infusidn intraoral.
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7.2.3. Resultados

7.2.3.1 Prueba de consumo

Como se observa en la Figura 8a, todos los grupos mostraron un consumo similar
de la solucién de limén durante la prueba inicial de preferencia (pre-test). En la prueba
realizada tras el condicionamiento, los sujetos de los grupos que habian recibido la
solucion de limén de forma conjunta con sacarosa (grupos CON-Litio y CON-Salino)
mostraron un consumo de limén mas elevado que los sujetos de los grupos de control
(grupos SEP-Litio y SEP-Salino), que recibieron los dos sabores por separado. Este
resultado indica que la experiencia conjunta de ambos sabores (limén + sacarosa)
incentivd el desarrollo de una preferencia condicionada por el limén, tal y como
observamos en el Experimento 2 (Capitulo 6). Un ANOVA de medidas repetidas con el
Grupo como factor inter-sujetos y las Sesiones (pre-test y prueba) como factor intra-
sujetos, mostro un efecto significativo del factor Sesiones [F(1 32 = 35,503; p < 0,001],
del factor Grupo y de la interaccion Sesion x Grupo [Fsi33z) 2 5,202; ps < 0,005]. El
analisis de la interaccion mediante pruebas ANOVA de un factor indicd una ausencia
de diferencias significativas entre los grupos durante la prueba de preferencia inicial
[Fi1,32) = 2,243; p = 0,102]; en cambio, en la prueba de preferencia realizada tras el
condicionamiento si se encontraron diferencias significativas [F(332) = 5,913; p = 0,002].
El ajuste de Bonferroni (p < 0,05) para las comparaciones multiples confirmé que los
sujetos de la condicién conjunta (grupos CON-Litio y CON-Salino) tuvieron un consumo
de limén en la prueba significativamente superior al de los sujetos que recibieron las

soluciones por separado (grupos SEP-Litio y SEP-Salino).
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Estos datos confirman que la experiencia conjunta del limén con la sacarosa
durante el condicionamiento favorecio el desarrollo de una preferencia por la solucién
citrica, observada en la prueba de consumo realizada tras el entrenamiento.

Los consumos medios de cada grupo en la prueba inicial (pre-test) y en la prueba
de preferencia (test) realizada tras el condicionamiento se muestran en la Tabla 11a.
Por otro lado, la Tabla 11b muestra los consumos de las diferentes soluciones durante

la fase de condicionamiento.

Figura 8a. Experimento 5: Prueba de consumo

Prueba de consumo

— e SEP Litio
— o CON Litio

— - SEP Salino
37 ——— CON Salino

Consumo medio (ml)

0 T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo durante la prueba inicial
de preferencia incondicionada (pre-test) y en la prueba de preferencia (test) realizada tras el
condicionamiento. Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM). La
denominacién de los grupos alude al tipo de exposicién a los sabores, conjunta (CON) o por
separado (SEP) y al tratamiento que recibieron durante la fase de devaluacidn, inyecciones de
cloruro de litio (Litio) o de salino isotdnico (Salino).
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Tabla 11a. Experimento 5: Ingesta de la solucién de limén en las pruebas de consumo

Grupo Pre-test Test
SEP-Litio 1,01 (+0,06) 0,97 (+0,21)
CON-Litio 0,83 (+0,07) 3,70 (+0,78)
SEP-Salino 0,72 (+0,10) 1,70 (10,22)

CON-Salino 0,74 (+0,08) 3,57 (+0,61)

Nota. Consumo medio de la solucidon de limén (ml) para cada grupo durante la prueba de
preferencia inicial (Pre-test) y la prueba tras el condicionamiento (Test). Los valores entre
paréntesis representan el error tipico de la media (*SEM).

Tabla 11b. Experimento 5: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

Grupo 1A 1B 2A 28 3A 3B aA 48

SEP-Litio 3,50 3,36 3,38 6,57 3,71 6,71 4,80 5,10
(#0,31)  (£0,53)  (£0,28)  (+0,48)  (:017)  (#021)  (¢0,22)  (0,33)

CON-Litio 2,80 6,02 5,16 5.76 6,57 7,41 5,91 5,69
(£0,40)  (+0,32)  (£0,62)  (+0,39)  (+0,65)  (+0,20)  (+0,44)  (+0,37)

SEP-Salino 3,00 4,06 4,26 6,96 4,90 8,05 4,11 6,08
(#0,39)  (£0,52)  (£0,21)  (¢0,52)  (:0,68)  (+0,58)  (£0,25)  (£0,52)

) 2,55 5,55 5,41 7,44 7,03 7,07 6,37 6,36

CON-Salino

(#0,27)  (+0,38)  (0,80)  (+0,41)  (:0,47)  (+0,77)  (+0,55)  (0,38)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucion gustativa correspondiente a cada grupo durante la
fase de condicionamiento. Los grupos CON-Litio y CON-Salino recibieron limén + sacarosa en
los ensayos Tipo Ay agua en los ensayos Tipo B. Los grupos SEP-Litio y SEP-Salino recibieron
limén en los ensayos Tipo A y sacarosa en los ensayos Tipo B. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (xSEM).
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7.2.3.2. Prueba de reactividad al sabor

Respuestas apetitivas

En la prueba de reactividad al limén, el grupo de la condicién no devaluada que
recibié el limén de forma conjunta con la sacarosa durante el condicionamiento
(Grupo CON-Salino) mostré una tasa de respuestas apetitivas superior al resto de
grupos durante la infusién de esta solucion (ver Figura 8b). Un ANOVA de dos factores
(Exposicion: conjunta o separada; y Devaluacién: litio o salino) con los datos de esta
prueba mostré un efecto significativo del factor Devaluacion [F(132 = 5,311; p = 0,028].
Los efectos del factor Exposicidon [F1,32 = 3,563; p = 0,068] y de la Interaccion
Devaluacién x Exposicidn [F(1,32) = 3,947; p = 0,056] estuvieron también muy préximos
al nivel de significatividad. Un ANOVA posterior con los Grupos como factor, destacé la
existencia de diferencias significativas entre los grupos [F33s) = 4,309; p = 0,012] y la
prueba post hoc de Student-Newman-Keuls indicd que estas diferencias se daban entre
el grupo CON-Salino y al resto de grupos, que no diferian entre si. Estos datos indican
qgue la experiencia de devaluacién del reforzador ahora si modificé las reacciones
apetitivas mostradas por los animales ante el sabor de limdn. Ademas, que el grupo
CON-Salino mantenga una tasa de respuestas apetitivas superior al resto de grupos
después de la devaluacidn, indica que la experiencia conjunta de la solucion de limén
con la sacarosa durante el condicionamiento incrementé las cualidades heddnicas del
limén, tal y como ocurria en el Experimento nimero 2 (Capitulo 6).

En cuanto al niumero de respuestas apetitivas en la prueba de reactividad a la
sacarosa, los resultados mostraron una reducciéon en las cualidades heddnicas de esta

solucion cuando se llevé a cabo la devaluacion con LiCl (ver Figura 8b). En este sentido,
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los grupos de la condicién de devaluacion (Grupos CON-Litio y SEP-Litio) mostraron un
numero muy reducido de respuestas apetitivas en comparacién con los grupos de la
condicién no devaluada (Grupo CON-Salino y SEP-Salino). Un ANOVA de dos factores
(Exposicion y Devaluacidn) realizado con los datos de esta prueba revelé un claro
efecto del factor Devaluacion [F132) = 249,908; p < 0,001], sin efecto alguno del factor
Exposicidon ni de la interaccion Exposicion x Devaluacién [Fs < 1]. Posteriormente, un
ANOVA de un factor (Grupo) indicé la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos [F33s5) = 81,978; p < 0,001] y la prueba post hoc de
Student-Newman-Keuls (p < 0,05) confirmé que los grupos no devaluados (CON-Salino
y SEP-Salino) tuvieron una tasa de respuestas apetitivas significativamente superior a

la de los grupos devaluados (CON-Litio y SEP-Litio), que tampoco difirieron entre si.

Figura 8b. Experimento 5: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor
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Nota. Duracion media (en segundos) de las respuestas apetitivas realizadas por los animales
de cada grupo durante la infusién de limén y de sacarosa en la prueba de reactividad al sabor.
Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM). La denominacién de los
grupos refiere al tipo de exposicion a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) vy al
tratamiento recibido durante la fase de devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Li) o de
salino isotdnico (Sal).
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Respuestas aversivas

Con respecto al patrén de respuestas de rechazo, el grupo de la condicidn
devaluada que recibié la solucién de limén de forma conjunta con la sacarosa durante
el condicionamiento (Grupo CON-Litio) mostré un mayor numero de respuestas
aversivas ante la infusién del acido citrico (ver Figura 8c). El ANOVA realizado con los
factores Exposicion y Devaluacion mostré un efecto significativo del factor Devaluacion
[F1,32) = 4,146; p = 0,050] y de la interaccidon Exposicidn x Devaluacion [Fs( 32 < 8,001;
ps = 0,008]. Un ANOVA de un factor (Grupo) confirmé que las diferencias entre los
grupos fueron significativas [F3 35 = 5,086; p = 0,005] y la prueba post hoc de Games-
Howell indicé que el Grupo CON-Litio diferia de forma significativa del resto de grupos.

Finalmente y como se puede observar en la parte derecha de la Figura 8c, los
sujetos de la condicién devaluada (Grupos CON-Litio y SEP-Litio) mostraron un numero
mayor de respuestas aversivas a la solucidn de sacarosa. El analisis de estos datos con
un ANOVA de dos factores (Exposicion y Devaluacion) reveld un efecto significativo del
factor Devaluacion [F(132 = 26,119; p < 0,001] pero no asi del factor Exposicion ni de la
interaccion [F < 1]. EIl ANOVA de un factor (Grupo) realizado posteriormente confirmé
la existencia de diferencias entre los grupos en cuanto al nimero medio de respuestas
aversivas [F(3 35 = 9,165; p < 0.001]. Asi pues, la comparacién post hoc con la prueba de
Games-Howell (p < 0.05) indicd que los grupos de la condicion devaluada (CON-Lito y
SEP-Litio) mostraban un numero significativamente mayor de respuestas aversivas que
los no devaluados (CON-Salino y SEP-Salino), demostrando que la devaluacién fue
efectiva para reducir las cualidades heddnicas de la sacarosa.

En la Tabla 11c se muestran los valores promedio para las dos categorias de

respuestas examinadas (apetitivas y aversivas) en los diferentes grupos de sujetos.
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Figura 8c. Experimento 5: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor
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Nota. Numero medio de respuestas aversivas realizadas por los sujetos de cada grupo durante
la infusidn de limdén y de sacarosa en la prueba de reactividad al sabor. Las barras de error
representan el error tipico de la media (+SEM). La denominacién de los grupos refiere al tipo
de exposicién a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido
durante la fase de devaluacién, inyecciones de cloruro de litio (Li) o de salino isotdnico (Sal).

Tabla 11c. Experimento 5: Respuestas registradas en la prueba de reactividad

Limén Sacarosa
Grupo
Apetitivas Aversivas Apetitivas Aversivas
SEP-Litio 22,37 (+8,54) 1,25 (+0,84) 6,82 (+4,42) 4,98 (+0,97)
CON-Litio 22,57 (£8,92) 4,70 (+1,20) 4,30 (+3,00) 5,90 (£1,62)
SEP-Salino 24,92 (+9,25) 0,78 (+0,22) 115,45 (+6,53) 0,33 (+0,32)
CON-Salino 56,00 (+3,72) 2,25 (+0,46) 106,95 (+10,63) 0,00 (+0,00)

Nota. Respuestas apetitivas (duracién media en segundos) y aversivas (tasa media de
respuestas) mostradas por los animales de cada grupo durante las infusiones de limén y de
sacarosa en la prueba de reactividad al sabor. Los valores entre paréntesis representan el error
tipico de la media (+SEM). La denominacidn de los grupos refiere al tipo de exposicién a los
sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido durante la fase de
devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Litio) o de salino isotdnico (Salino).
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7.2.3.3. Prueba de extincion

La Figura 8d muestra los consumos de la solucidén citrica en las diferentes
sesiones de la prueba de extincidon. Nuevamente, los datos se muestran en dos graficos
con el objetivo de simplificar la interpretacién de los resultados. Los resultados indican
que, tras la fase de devaluacién, el grupo de la condicion no devaluada y con
experiencia conjunta del limén y la sacarosa durante el condicionamiento (CON-Salino)
mostré un consumo superior al resto de grupos, manteniéndose en un volumen similar
a la prueba. Ademas, tras la devaluacion de la sacarosa se observa una supresion
drastica en el consumo del grupo con experiencia conjunta (CON-Litio) durante la
prueba de extincidn. El analisis conjunto con un ANOVA de medidas repetidas y las
variables Devaluacion (litio o salino) y Exposicidn (conjunta o separada) como factores
inter-sujetos, asi como las Sesiones de extincion como factor intra-sujetos (incluyendo
el dia de la prueba) reveld un efecto significativo de los factores Exposicidon, y
Devaluacion, asi como de su interaccidn [Fs(1,33) 2 5,202; ps < 0,029]. El analisis también
mostré un efecto significativo del factor Sesiones y de la interaccién Sesiones x
Exposicion [Fz06 2 3,052; ps < 0,032]. Esto indica que la diferencia existente en el
consumo de limén a lo largo de las sesiones, provocada por el efecto de la devaluacién
del reforzador, depende del tipo de exposicidn a las soluciones durante el
condicionamiento (conjunta o separada). Para evaluar entre que grupos existian las
diferencias en las diferentes sesiones, un analisis de las comparaciones multiples con el
ajuste de Bonferroni (p < 0,05) indicod, por un lado, un efecto significativo de la
exposicidn conjunta (grupos CON-Litio y CON-Salino) respecto a la exposicion separada
(grupos SEP-Litio y SEP-Salino) en la prueba [F(,32) = 17,123; p < 0,001], resultado que

ya se habia indicado en el analisis para la prueba de consumo y, por otro lado, un
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consumo de la solucién de limdn significativamente mas elevado en el grupo de la
condicién no devaluada que recibid las soluciones de forma conjunta (Grupo CON-Sal)
respecto al resto de grupos en las 3 sesiones de extincion [Fs(3 32 2 4,031 ; ps < 0,015].
Estos resultados indican la consistencia del aprendizaje de preferencia condicionada
por el sabor a lo largo del tiempo y la influencia que ejerce el procedimiento de
devaluacién del reforzador sobre la misma.

Los consumos de la solucién de limdn para todos los grupos durante las sesiones

de extincidon se muestran en la Tabla 11d.

Figura 8d. Experimento 5: Pruebas de consumo y extincidn

Pruebas de consumo y extincién

—«——— SEP Llitio — »—— SEP Salino
—o—— CON Litio —%—— CON Salino

Consumo medio (ml)

T T T T T T T T T T
Pre-test Test Ext 1 Ext 2 Ext 3 Pre-test Test Ext 1 Ext 2 Ext 3

Condicion devaluada Condicion no devalada

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo durante la prueba inicial
(Pre-test), la prueba de preferencia (Test) y la prueba de extincion (Ext 1,2 y 3). Las barras de
error representan el error tipico de la media (£SEM). La denominacién de los grupos alude al
tipo de exposicidn a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido
en la fase de devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Litio) o de salino isoténico (Salino).
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Tabla 11d. Experimento 5: Consumos registrados durante la prueba de extincion

Grupo Extincién 1 Extincién 2 Extincién 3
SEP-Litio 1,37 (x0,37) 1,56 (¥0,36) 1,37 (x0,46)
CON-Litio 1,10 (+0,24) 1,53 (+0,36) 1,48 (+0,35)

SEP-Salino 1,45 (+0,23) 1,23 (+0,21) 1,41 (+0,16)
CON-Salino 2,94 (+0,38) 3,01 (+0,40) 3,10 (+0,58)

Nota. Consumo medio de la solucién de limén (ml) para cada grupo durante las diferentes
sesiones de la prueba de extincién. Los valores entre paréntesis representan el error tipico de

la media (xSEM).
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7.3. Experimento 6

Efecto de la devaluacion de la maltodextrina en preferencia condicionada

En el Experimento 6 se evalua de nuevo la asociacion sabor-nutriente a través del
desarrollo de una preferencia condicionada por una solucién gustativa (limén)
asociada con una solucién nutritiva y sin sabor dulce (maltodextrina). Asi mismo,
interesa observar la influencia que el procedimiento de devaluacidon del reforzador
tiene sobre la propia asociacion y sobre la transferencia de las cualidades heddnicas
del El a la solucién EC. En el Experimento 3 de la serie experimental anterior (Capitulo
6) se observé un aumento en el consumo de la solucién de limén y un incremento de la
tasa de respuestas apetitivas al acido citrico cuando se desarrolla una preferencia
condicionada por una solucién de limén utilizando maltodextrina como El. Este
resultado sugiere que las cualidades heddnicas de la solucion reforzante se transfieren
al sabor condicionado, relaciondndose con la formacidn de una asociacion sabor-
nutriente. Mediante el procedimiento de devaluacién, este experimento pretende
observar si existe una disminucién en la valoraciéon heddnica adquirida por el sabor
durante el condicionamiento tras la devaluacion de la maltodextrina.

Con este propésito, la mitad de las ratas del experimento (grupos CON-Litio y
CON-salino) recibieron la solucién de limén de forma conjunta con la maltodextrina
durante el condicionamiento. El resto de los animales (Grupos SEP-Litio y SEP-Salino)
recibieron las soluciones de limén y de maltodextrina de forma separada en esta fase.
Mas tarde, en la fase de devaluacién, la mitad de los sujetos de cada condicién de

exposicién a los sabores (conjunta o separada) recibieron inyecciones de cloruro de
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litio tras una nueva exposicion a la solucién de maltodextrina; los sujetos de control
fueron inyectados con salino isotdnico en la fase de devaluacién.

Como hemos visto en los experimentos anteriores de esta serie, el efecto de la
devaluacién del reforzador deberia reducir la preferencia previamente condicionada
por el sabor a limén. Por otro lado, cabe esperar que la devaluacion de la
maltodextrina reduzca las respuestas apetitivas evocadas por el limén al tiempo que

aumentan las respuestas aversivas o de rechazo de esta solucién.
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7.3.1. Sujetos y soluciones

Se emplearon un total de 40 ratas macho de la cepa Wistar (Rattus Norvegicus)
procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Los animales tenian al comienzo
del experimento alrededor de los tres meses de edad y un peso medio de 292 gramos
(rango 230-370 g). A su llegada al laboratorio, fueron alojados en las condiciones de
iluminacién y temperatura ambiente descritas en el apartado sobre material y método
general (capitulo 5).

La solucion de limoén que se utilizé como estimulo gustativo (EC), al igual que en
los experimentos previos, se obtuvo diluyendo acido citrico en agua destilada a una
concentracion del 3%. Como El se utilizé una solucion de maltodextrina diluida en agua
destilada al 8%. Para llevar a cabo la fase de devaluacién, los sujetos de la condicién
devaluada fueron inyectados con cloruro de litio (0.15M) a una dosis de 20 ml/kg de
peso corporal, optando por la misma dosis de salino Isotdnico (0,9%) para los sujetos

de los grupos de control.
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7.3.2. Procedimiento

Como se muestra en la Tabla 12, este experimento se llevd a cabo siguiendo un
procedimiento idéntico a los dos anteriores, destacando las siguientes fases:

En primer lugar y tras la fase previa de privacion de agua, los animales fueron
asignados a dos grupos en base a su consumo. Los diferentes grupos se conformaron
segln el tratamiento que recibirian durante la fase de condicionamiento: sujetos a los
gue se les proporcionaban las diferentes soluciones de forma conjunta (Grupos CON-
Litio y CON-Salino) y sujetos que recibian los dos sabores por separado en dias alternos
(grupos SEP-Litio y SEP-Salino).

Una prueba de consumo (Pre-test) de 5 minutos para determinar la preferencia
inicial por el limén frente a agua precedié a la fase de condicionamiento en la cual,
durante 4 ciclos de dos sesiones, los sujetos de la condicidn conjunta (grupos CON-Litio
y Con-Salino) recibian una exposicion a los dos sabores (limén y maltodextrina) en la
misma disolucién el primer dia de cada ciclo y una exposicidén a agua el segundo dia.
Los sujetos de la condicidn separada (grupos SEP-Litio y SEP-Salino) recibian el primer
dia la solucidon de limdén y el segundo dia la solucién de maltodextrina.

La prueba de consumo de limdén frente a agua confirmaria si el entrenamiento
habia sido suficiente para provocar un cambio en la preferencia por el limén.

Tras esta prueba, la fase de devaluacidn siguié el mismo esquema que en los
experimentos anteriores y durante 2 ciclos de dos sesiones cada uno, los sujetos de la
condicion devaluada (grupos CON-Litio y SEP-Litio) tuvieron acceso a la solucion de
maltodextrina durante 5 minutos y después se les inyectd con cloruro de litio (0.15M)
a una dosis de 20 ml/kg el primer dia de cada ciclo. En esa misma sesion los sujetos de

la condicion no devaluada (grupos SEP-Salino y CON-Salino) fueron inyectados con
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vehiculo salino isotdnico (0,9%) tras el consumo de la solucién nutritiva. En el segundo
dia de cada ciclo, todos los animales tuvieron acceso libre a agua para recuperarse de
los efectos de las inyecciones.

Posteriormente, los animales fueron operados para el implante de las cdnulas
intraorales de cara a la prueba de reactividad. Durante el periodo de recuperacion 1 de
los sujetos perdid su cdnula y fue apartado del experimento, quedando los grupos
conformados de la siguiente forma: Grupo CON-Litio (n=10), Grupo SEP-Litio (n=10),
Grupos CON-Salino (n=10) y Grupo SEP-Salino (n=9).

Tras la recuperacion y la sesiéon de habituacion al aparato de infusiéon, en la
prueba de reactividad al sabor se administré a todos los sujetos una infusién de 3 ml
de la solucién de limén durante 3 minutos (tasa de infusion 1 ml/min) a primera hora
de la mafiana (09:00) y otra infusién de 3 ml de la solucidon de maltodextrina durante 3
minutos (tasa de infusidon 1 ml/min) a Gltima hora de la mafiana (13:00).

Para finalizar el experimento, se llevd a cabo la prueba de extincidén a partir del

siguiente dia, con 3 sesiones idénticas al Pret-test y a la Prueba.

Tabla 12. Disefio del Experimento 6

Grupo Pre-test Entrenamiento x 4 Test Devaluacion x 2 Canulacion TRT Extincion x 3
SEP-Litio Limén Maltodextrina
Maltodextrina |
i 3m
. Limén + > Licl -
CON-Litio Agua | Maltodextrina Agua Agua Idmpléntsl;\uon L'T’(‘)"” Agua
Vs Vs Agua € cang aen Vs
la cavidad 3ml
SEP-Salino Limén Limén Maltodextrina Limén oral ) Limén
. Sacarina
Maltodextrina 0
Limén + - Salino
CON-Salino Agua

Maltodextrina

Nota. SEP: presentacidn por separado de los sabores; CON: presentacién conjunta; LiCl:
cloruro de litio; TRT: test de reactividad al sabor; |0: infusion intraoral.
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7.3.3. Resultados

7.3.3.1. Prueba de consumo

Durante la prueba inicial de preferencia (Pre-test) todos los grupos de sujetos
mostraron un consumo similar de la soluciéon de limén (ver Figura 9a). Sin embargo,
durante la prueba realizada tras el condicionamiento, los sujetos que habian recibido
la presentacidn conjunta de las soluciones de limén y maltodextrina (grupos CON-Litio
y CON-Salino) mostraron un consumo de limén mas elevado que los grupos que
recibieron los dos sabores por separado (grupos SEP-Litio y SEP-Salino). Este patrén de
consumo indica que la experiencia conjunta de las soluciones (limén + maltodextrina)
fomento el desarrollo de una preferencia condicionada por el limdén. Este resultado es
congruente con el obtenido en el Experimento 3 de la primera serie (Capitulo 6). El
analisis estadistico de los datos, mediante un ANOVA de medidas repetidas con el
Grupo como factor inter-sujetos y las Sesiones (pre-test y prueba) como factor intra-
sujetos, indico un efecto significativo del factor Sesiones [F(1,35) = 46,901; p < 0,001] y
también un efecto significativo del factor Grupo y de la interaccién Sesiéon x Grupo
[Fs(3,35 2 3,601; ps < 0,023]. El analisis de la interaccion mediante pruebas ANOVA de
un factor (Grupo) indicd una ausencia de diferencias significativas entre los grupos
durante la prueba de preferencia inicial [F < 1]; sin embargo, si se encontraron
diferencias significativas entre los grupos en la prueba de preferencia realizada tras el
condicionamiento [F(3 35 = 4,224; p = 0,012]. El ajuste para las comparaciones multiples
de Bonferroni (p < 0,05) confirmd que los sujetos con exposiciéon conjunta a los sabores
(grupos CON-Litio y CON-Salino) consumieron una cantidad significativamente mayor

de limén que los sujetos con exposicidn separada (grupos SEP-Litio y SEP-Salino).
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Estos datos confirman el desarrollo de una preferencia por la solucién citrica
cuando los sujetos experimentan de forma conjunta las soluciones de limén y de
maltodextrina en la fase de condicionamiento.

La Tabla 13a muestra los consumos medios (+SEM) de cada grupo en la prueba
inicial (Pre-test) y en la prueba de preferencia (Test). Asi mismo, en la Tabla 13b se
observan los consumos de las diferentes soluciones durante la fase de

condicionamiento.

Figura 9a. Experimento 6: Prueba de consumo

Prueba de consumo

—a#—— 5EP Litio

——— CON Litio
—»—— SEP Salino

3 —>—— CON Salino

Consumo medio (ml)

[] T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo durante la prueba inicial
de preferencia incondicionada (Pre-test) y en la prueba de preferencia (Test) realizada tras el
condicionamiento. Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM). La
denominacién de los grupos alude al tipo de exposicidn a los sabores, conjunta (CON) o por
separado (SEP) y al tratamiento que recibieron durante la fase de devaluacidn, inyecciones de
cloruro de litio (Litio) o de salino isotdnico (Salino).
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Tabla 13a. Experimento 6: Ingesta de la solucién de limén en las pruebas de consumo

Grupo

Pre-test

Test

SEP-Litio

CON-Litio

SEP-Salino

CON-Salino

0,91 (+0,16)
0,75 (+0,09)
0,83 (+0,12)

0,90 (+0,21)

1,54 (+0,38)
3,68 (£0,72)
1,96 (+0,66)

3,76 (+0,43)

Nota. Consumo medio de la solucidon de limén (ml) para cada grupo durante la prueba de

preferencia inicial y la prueba tras el condicionamiento. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (*SEM).

Tabla 13b. Experimento 6: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

Grupo 1A 1B 2A 28 3A 3B aA 48

SEP-Litio 2,47 3,49 4,54 5,71 4,03 6,22 5,43 6,32
(#0,25)  (£0,19)  (£0,46)  (£0,40)  (:0,42)  (+0,43)  (:0,36)  (£0,37)

CONLitio 1,92 6,36 5,64 6,17 5,08 6,77 6,34 6,67
(#0,21)  (+0,19)  (£0,58)  (+0,19)  (:0,36)  (+0,28)  (+0,46)  (0,36)

SEP-Salino 2,60 3,86 4,08 5,48 4,32 6,05 4,37 6,00
(#0,17)  (£027)  (0,50)  (¢0,36)  (:0,50)  (£0,38)  (:0,56)  (£0,46)

) 2,26 5,40 5,00 6,49 6,32 6,83 6,01 7,30

CON-Salino

(#0,37)  (+0,35)  (0,71)  (+0,34)  (:0,30)  (+0,44)  (+0,43)  (+0,41)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucion gustativa correspondiente a cada grupo durante la
fase de condicionamiento. Los grupos CON-Litio y CON-Salino recibieron limén + maltodextrina
en los ensayos Tipo Ay agua en los ensayos Tipo B. Los grupos SEP-Litio y SEP-Salino recibieron

limén en los ensayos Tipo A y maltodextrina en los ensayos Tipo B. Los valores entre paréntesis

representan el error tipico de la media (xSEM).
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7.3.3.2. Prueba de reactividad al sabor

Respuestas apetitivas

Fijdndonos en el patrén de respuestas apetitivas mostradas por los animales ante
la infusidn de limén en la prueba de reactividad (ver Figura 9b), el grupo de la
condicién no devaluada y con exposicion conjunta (Grupo CON-Salino) mostré una tasa
de respuestas apetitivas superior al resto de grupos. Un ANOVA con los factores
Exposicidon (conjunta o separada) y Devaluacidn (con litio o salino) realizado con los
datos de esta prueba mostré un efecto del factor Devaluacion [F,35) = 8,181; p = 0,007]
y de la interaccidn Devaluacién x Exposicidn [F(,35 = 6,079; p = 0,019]. El andlisis de la
interaccion mediante un ANOVA con la variable Grupo como factor, destacd la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos [F(s 33 = 4,309;
p = 0,012]. La prueba post hoc de Student-Newman-Keuls confirmd que las diferencias
fueron significativas entre el grupo CON-Salino y el resto de grupos, que no diferian
entre si. Estos datos indican que la experiencia conjunta de las soluciones de limén vy
maltodextrina provocd un aumento en la tasa de reacciones apetitivas ante la infusion
de limdn, tal y como ocurria en el Experimento 3 (Capitulo 6). En este sentido, el
procedimiento de devaluacién de la maltodextrina se vio reflejado en un decremento
de las reacciones apetitivas mostradas por los animales ante el sabor condicionado.

En cuanto al niumero de respuestas apetitivas en la prueba de reactividad a la
maltodextrina, se observa un patrén similar a los experimentos previos de esta serie
(ver Figura 9b); esto es, los grupos en los que se llevd a cabo la devaluacién de la
maltodextrina mediante inyecciones de LiCl (grupos CON-Litio y SEP-Litio) mostraron

un numero de respuestas apetitivas a esta solucion mucho mas bajo en comparacion
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con los grupos de la condicion no devaluada (grupos CON-Salino y SEP-Salino). Un
ANOVA de dos factores (Exposicion y Devaluacidn) realizado con los datos de esta
prueba reveld un claro efecto del factor Devaluacion [F135 = 289,706; p < 0,001], pero
no del factor Exposicion ni de la interaccion [Fs < 1]. Posteriormente, un ANOVA de un
factor (Grupo) indicé la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos [F(3 33 = 98,219; p < 0,001] y la prueba post hoc de Games-Howell (p < 0,05)
confirmé que los grupos no devaluados (CON-Salino y SEP-Salino) diferian de forma
significativa de los grupos devaluados (CON-Litio y SEP-Litio) en cuanto a su tasa de

respuestas apetitivas.

Figura 9b. Experimento 6: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor
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Nota. Duracion media (en segundos) de las respuestas apetitivas realizadas por los animales
de cada grupo durante la infusién de limén y de maltodextrina en la prueba de reactividad al
sabor. Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM). La denominacién de
los grupos refiere al tipo de exposicién a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al
tratamiento recibido durante la fase de devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Li) o de
salino isotdnico (Sal).
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Respuestas aversivas

Por otro lado y en relacion al patrén de respuestas aversivas mostrado por los
animales en la prueba de reactividad, en la Figura 9c se observa un mayor nimero de
respuestas aversivas ante la infusién del acido citrico en el grupo de la condicidn
devaluada que recibié las soluciones de forma conjunta durante el condicionamiento
(Grupo CON-Litio). Un ANOVA realizado con los factores Exposicidon y Devaluacién tan
solo mostro un efecto significativo del factor Devaluacion [F(135) = 6,762; p = 0,014]. Un
ANOVA de un factor (Grupo) confirmé que las diferencias entre los grupos fueron
significativas [F(3 33 = 3,784; p = 0,019] y la prueba post hoc de Games-Howell indico
qgue el Grupo CON-Litio diferia de forma significativa del resto de grupos.

Por ultimo, los sujetos de la condicién devaluada (grupos CON-Litio y SEP-Litio)
mostraron un nimero mayor de respuestas aversivas o de rechazo cuando la solucidn
infundida fue la maltodextrina (ver Figura 9c). El analisis estadistico realizado con un
ANOVA de dos factores (Exposicion y Devaluaciéon) reveld un efecto significativo del
factor Devaluacion [F;,35)= 24,480; p < 0,001], pero no asi del tipo de Exposiciéon o de la
interaccion [F < 1]. Un ANOVA de un factor (Grupo) realizado posteriormente confirmd
la existencia de diferencias significativas en cuanto al nimero medio de respuestas
aversivas entre los grupos [F(33s) = 8,303; p < 0.001]. Una prueba post hoc de Games-
Howell (p < 0.05) confirmé que los grupos de la condicidon devaluada (CON-Lito y SEP-
Litio) mostraban un numero significativamente mayor de respuestas aversivas que los
grupos de la condicién no devaluada (CON-Salino y SEP-Salino).

En la Tabla 13c se muestran los valores promedio para las diferentes categorias

de respuestas (apetitivas y aversivas) evaluadas en los diferentes grupos de sujetos.
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Figura 9c. Experimento 6: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad al sabor

Prueba de reactividad al sabor
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Nota. Numero medio de respuestas aversivas realizadas por los sujetos de cada grupo durante
la infusién de limén y de maltodextrina en la prueba de reactividad al sabor. Las barras de
error representan el error tipico de la media (+SEM). La denominacién de los grupos refiere al
tipo de exposicidn a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido
durante la fase de devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Li) o de salino isotdnico (Sal).

Tabla 13c. Experimento 6: Respuestas registradas en la prueba de reactividad

Limon Maltodextrina
Grupo
Apetitivas Aversivas Apetitivas Aversivas
SEP-Litio 35,01 (+8,20) 0,70 (x0,39) 20,80 (x4,93) 2,60 (+0,58)
CON-Litio 19,25 (£3,35) 1,60 (+0,34) 5,50 (+1,78) 2,20 (+0,59)
SEP-Salino 38,38 (+11,44) 0,33 (x0,16) 116,32 (+4,56) 0,11 (+0,11)
CON-Salino 64,68 (+9,59) 0,40 (+0,21) 102,31 (+8,74) 1,33 (x0,27)

Nota. Respuestas apetitivas (duracién media en segundos) y aversivas (tasa media de
respuestas) mostradas por los animales de cada grupo durante las infusiones de limén y de
maltodextrina en la prueba de reactividad al sabor. Los valores entre paréntesis representan el
error tipico de la media (+SEM). La denominacién de los grupos refiere al tipo de exposicién a
los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido durante la fase de
devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Litio) o de salino isoténico (Salino).
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7.3.3.3. Prueba de extincion

Como en los experimentos anteriores de esta serie, los datos de los consumos de
la solucion citrica en este apartado se muestran en funcién de la condicién de
devaluacién para simplificar la interpretacion de los resultados. Como se aprecia en la
Figura 9d, el grupo de la condicion no devaluada que recibié ambas soluciones de
forma conjunta (Grupo CON-Salino) mostré un mayor consumo de la solucién citrica
que el resto de grupos durante la prueba de extincion. Ademas, el consumo de la
solucion citrica tras la devaluacion de la maltodextrina en los sujetos del grupo con
experiencia conjunta (Grupo CON-Litio) desciende incluso por debajo de los grupos
que recibieron la presentacién de las soluciones de forma separada. El analisis
conjunto con un ANOVA de medidas repetidas donde las variables Devaluacién (con
litio o salino) y Exposicidn (conjunta o separada) fueron los factores inter-sujetos y las
Sesiones de extincion (incluyendo el dia de prueba) el factor intra-sujetos indicé un
efecto significativo de los factores Exposicidn, Devaluacion y de su interaccidn [Fs(,35) 2
8,413; ps < 0,006] y también un efecto significativo del factor Sesiones y de la
interaccion Sesiones x Exposicion [F3,105) = 4,307; ps < 0,007]. Esto indica, como en el
experimento anterior, que la diferencia existente a largo de las sesiones en cuanto al
consumo de limén debido al efecto de la devaluacién de la maltodextrina, esta
mediada por el tipo de exposicidn (conjunta o separada) a la que se vieron sometidos
los sujetos durante la fase de entrenamiento. Las diferencias existentes entre los
grupos en las diferentes sesiones se evaluaron con un analisis de las comparaciones
multiples en base el ajuste de Bonferroni (p < 0,05). Estas comparaciones, ademas de
revelar una diferencia significativa entre los grupos con experiencia conjunta (grupos

CON-Litio y CON-Salino) y los grupos con experiencia separada (grupos SEP-Litio y SEP-

164 |Pagina



Efecto de la devaluacion del reforzador sobre la preferencia condicionada

Salino) en la prueba [F(1,35) = 12,221; p = 0,001], indicaron también un consumo por
parte del grupo no devaluado y con experiencia conjunta (Grupo CON-Sal)
significativamente mayor que el respecto al resto de grupos durante las 2 primeras
sesiones de la prueba de extincion [Fs;332) 2 6,196; ps < 0,006] y significativamente
mayor respecto al grupo devaluado y con experiencia conjunta (Grupo CON-Litio) en la
tercera sesion de extincion [F(3 35 = 4,408; p = 0,010], ya que su consumo se redujo
drasticamente tras la devaluacion de la maltodextrina. Estos resultados corroboran la
robustez del aprendizaje de preferencia condicionada por el sabor y la influencia que
ejerce el procedimiento de devaluacion del reforzador.

Los consumos de la solucion de limén para todos los grupos durante las sesiones

de extincidon se muestran en la Tabla 13d.

Figura 9d. Experimento 6: Pruebas de consumo y extincion

Pruebas de consumo y extincion

— = SEP Litio — ¥ SEP Salino
5 —o—— CON Litio ——— CON Salino

Consumo medio (ml)

T T T T T T T T T T
Pre-test Test Ext 1 Ext 2 Ext 3 Pre-test Test Ext1 Ext 2 Ext 3

Experimento 6A (devaluacién LiCl) Experimento 6B (devaluacién salino)

Nota. Consumo medio (ml) de la solucidn de limén para cada grupo durante la prueba inicial
(Pre-test), la prueba de preferencia (Test) y la prueba de extincién (Ext 1, 2 y 3). Las barras de
error representan el error tipico de la media (+SEM). La denominacién de los grupos alude al
tipo de exposicidn a los sabores, conjunta (CON) o por separado (SEP) y al tratamiento recibido
en la fase de devaluacidn, inyecciones de cloruro de litio (Litio) o de salino isoténico (Salino).
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Tabla 13d. Experimento 6: Consumos registrados en la prueba de extincidén

Grupo Extincién 1 Extincién 2 Extincién 3
SEP-Litio 1,74 (+0,37) 1,78 (+0,34) 1,69 (+0,45)
CON-Litio 1,05 (+0,20) 0,97 (+0,15) 0,93 (%0,23)

SEP-Salino 1,30 (+0,38) 1,65 (x0,51) 2,06 (+0,37)
CON-Salino 3,28 (£0,56) 3,09 (+0,37) 2,94 (£0,49)

Nota. Consumo medio de la solucidn de limdn (ml) para cada grupo durante las diferentes
sesiones de la prueba de extincidn. Los valores entre paréntesis representan el error tipico de

la media (xSEM).
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7.4. Discusion de la serie experimental

Los resultados obtenidos en el primer experimento de esta serie (Experimento 4)
indican que la experiencia conjunta del limén con la solucién de sacarina fue eficaz
para promover una fuerte preferencia condicionada por el sabor a limén, como
muestra el incremento en el consumo de esta solucion producido tras el
condicionamiento en los sujetos que tuvieron la experiencia conjunta con ambas
soluciones (grupos CON-Litio y CON-Salino). Estos resultados confirman los obtenidos
en la primera serie experimental de la tesis doctoral. Por otro lado, la devaluacién de la
solucion reforzante (sacarina) tras el condicionamiento modificé la preferencia por el
limdén previamente establecida; esto es, la preferencia adquirida por el limén se redujo
tras la fase de devaluacion solamente en aquellos animales que recibieron durante el
condicionamiento la solucidn de sacarina conjuntamente con el limén (Grupo CON-
Litio). La prueba de reactividad al sabor mostro, al igual que en el Experimento 1 (ver
Capitulo 6), que la preferencia condicionada por el limén en términos de consumo no
se vio acompafiada de un aumento en el numero de respuestas apetitivas producidas
durante la infusién de ese sabor. Este resultado sugiere que la preferencia gustativa
formada sobre la base de una asociacién sabor-sabor (es decir, entre el sabor a limény
las propiedades sensoriales o gustativas de la sacarina) no conlleva un cambio de las
propiedades heddnicas de la solucidon gustativa (limén) asociada con la solucién de
sacarina. De ser asi, el grupo de la condicidon no devaluada y que recibié el limén de
forma conjunta con la sacarina durante el condicionamiento (Grupo CON-Salino)
deberia haber mostrado un incremento en el nimero de reacciones apetitivas durante
la infusion de limdn en relacidn con los restantes grupos. Ademas, el hecho de que los

grupos en los que la sacarina fue devaluada tras el condicionamiento (grupos CON-Litio
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y SEP-Litio) mostrasen un nimero mds elevado de reacciones aversivas (y menos
respuestas apetitivas) durante la prueba de reactividad con este sabor, en
comparacion con los sujetos de control (grupos CON-Salino y SEP-Salino), permite
descartar la posibilidad de que el resultado obtenido pueda deberse a que la
devaluacién de la sacarina no fuese eficaz para reducir su valor reforzante. Que la
devaluacién fue efectiva lo prueba también el aumento en la tasa de respuestas
aversivas a la solucidn citrica en el grupo que recibié esta solucion mezclada con la
sacarina antes de la devaluacion del reforzador (Grupo CON-Litio). Finalmente, la
prueba de extincidn confirmé las conclusiones extraidas con la prueba de reactividad al
sabor al observarse que, en la condicion no devaluada, la preferencia por la solucién
de acido citrico desarrollada durante el condicionamiento se mantuvo en el curso de la
extincidn, a diferencia de la condicion devaluada donde se produjo un descenso en la
preferencia condicionada por el limén durante las exposiciones no reforzadas a esta

substancia.

Los resultados del Experimento 5 indican que la experiencia conjunta del limén
con la solucién de sacarosa produjo una fuerte preferencia condicionada por el sabor
del limén, tal y como demuestra el incremento en el consumo de la solucién de limén
en la prueba por parte de los grupos con exposicién conjunta (CON-Litio y CON-Salino).
Ademas, el efecto de la devaluacién del estimulo incondicionado (sacarosa) influyé de
forma decisiva en la preferencia obtenida por la solucién de acido citrico, en términos
de consumo y modificando sus cualidades heddnicas. La prueba de reactividad mostrd
gue este incremento en la preferencia condicionada por el liméon ahora si se vio
acompafiado de un aumento en el nimero de respuestas apetitivas producidas ante la

infusion de esta solucion, confirmando que la preferencia gustativa desarrollada sobre
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la base del componente nutritivo estd estrechamente relacionada con la transferencia
de las propiedades heddnicas del El (sacarosa, en este caso) a la solucién EC (acido
citrico). Esto se observa a través del grupo con exposiciéon conjunta a ambos sabores y
perteneciente a la condicién no devaluada (Grupo CON-Salino), que muestra un
numero significativamente mayor de reacciones apetitivas al limén respecto al resto
de grupos. Por su parte, el grupo de la condicién devaluada y con experiencia conjunta
(Grupo CON-Litio) vio reducida su tasa de respuestas apetitivas a la solucién citrica
debido a su asociacion previa con el El devaluado. Ademas, el hecho de que los grupos
en los que la sacarosa fue devaluada (grupos CON-Litio y SEP-Litio) mostrasen un
numero mas elevado de respuestas aversivas (y menos apetitivas) ante la infusion de
esta solucidn, demuestra que la devaluacién de la sacarosa fue efectiva. En la misma
linea, el grupo con devaluacion y exposicion conjunta (Grupo CON-Litio) mostré un
mayor numero de respuestas aversivas a la solucidn citrica. Por otro lado, la prueba de
extincion confirmé los resultados de la prueba de reactividad al observar un consumo
de la soluciodn citrica equiparable a la prueba en el grupo con exposicidn conjunta y no
devaluado (Grupo CON-Salino). Sin embargo, en el grupo devaluado y con experiencia
conjunta (Grupo CON-Litio) se observé un descenso en la preferencia condicionada por
el limén hasta unos niveles semejantes a los grupos de control durante las
exposiciones no reforzadas a esta substancia. Estos resultados corroboran que la
transferencia del valor heddnico del El al EC estd mediada por el componente nutritivo
ya que la prueba de reactividad, tras la devaluacién del reforzador, refleja un cambio
heddnico cuando la preferencia condicionada se desarrollé en base a un El nutritivo,
pero no cuando la asociacién se produjo aludiendo al componente sensorial del El

(Experimento 4 con sacarina), como se planteé en el capitulo anterior (Capitulo 6).
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Finalmente, los resultados del Experimento 6 confirman que, aunque no exista
un componente sensorial significativo (sabor dulce) en el El, la experiencia conjunta
del limdn con la solucidon de maltodextrina durante el condicionamiento produjo una
fuerte preferencia condicionada por el sabor del limén. Esto se reflejé en la prueba de
preferencia con un incremento en el consumo de la solucidn citrica por parte de los
grupos que experimentaron las soluciones de limén y maltodextrina de conjuntamente
(grupos CON-Litio y CON-Salino). Por otro lado, el efecto de la devaluacién del estimulo
incondicionado (maltodextrina) redujo de forma drastica la preferencia obtenida por la
solucion citrica, como se observa en el grupo que experimentd de forma conjunta el
limén con el reforzador devaluado (Grupo CON-Litio). Ademas, este efecto se observé
también en términos de reacciones orofaciales. En este sentido, la prueba de
reactividad al limén mostré un incremento en el numero de respuestas apetitivas en el
grupo de la condicién no devaluada y con experiencia conjunta (Grupo CON-Salino)
respecto al resto de grupos. Ya que la maltodextrina carece del sabor dulce
caracteristico de los estimulos incondicionados utilizados en los experimentos previos
(sacarina y sacarosa), su asociacion con el limén durante el condicionamiento
responderia al mecanismo de aprendizaje sabor-nutriente. Esto confirma la idea de
que la preferencia gustativa desarrollada cuando existe el componente nutritivo
involucrado esta directamente relacionada con la transferencia de las propiedades
heddnicas del El (maltodextrina) al EC (solucién citrica) y que, ademas, se expresa de
igual manera tras la devaluacion del El. Por otro lado, la efectividad de este efecto se
demuestra también observando los grupos en los que la maltodextrina fue devaluada
(Grupos CON-Litio y SEP-Litio), que mostraron un nimero significativamente mayor de

respuestas aversivas a esta solucion nutritiva en la prueba de reactividad respecto a los
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grupos no devaluados (grupos CON-Salino y SEP-Salino), asi como un numero
significativamente menor de respuestas apetitivas. En la misma linea, la existencia de
un mayor numero de respuestas aversivas a la solucién citrica en el grupo con
exposicién conjunta y devaluacidon (Grupo CON-Litio) corrobora los datos anteriores
poniendo de manifiesto una transferencia hacia el limén de las propiedades aversivas
adquiridas por la maltodextrina tras las inyecciones de litio, en base a su asociacién
previa durante el condicionamiento. Finalmente, la prueba de extinciéon confirmé los
resultados de la prueba de reactividad. Durante esta prueba, el grupo con experiencia
conjunta y devaluacién de la maltodextrina (Grupo CON-Litio) mostré un descenso en
la preferencia condicionada por el limén, ya en la primera sesién de extincion y hasta
unos niveles incluso inferiores a los grupos con experiencia separada. Sin embargo, la
preferencia por la solucién de limén obtenida durante el condicionamiento en el grupo
con experiencia conjunta y sin devaluacidon (Grupo CON-Salino) fue extinguiéndose
paulatinamente durante las exposiciones no reforzadas a la solucién citrica.
Finalmente, la utilizacién de un El como la maltodextrina, que posee cualidades
nutritivas pero carece de un componente sensorial gustativo importante (como el
sabor dulce), puede hacer que la consistencia del aprendizaje de preferencia
condicionada por el limén a lo largo del tiempo sea menor en términos de consumo.
Este efecto lo encontramos también en el experimento 3 de la primera serie
experimental (capitulo 6), donde se observaba una ausencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto al consumo de la solucién

citrica en la tercera sesion de extincion.
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En conjunto, los datos de esta serie experimental confirman los obtenidos en la
serie anterior al probar que la experiencia conjunta del sabor a limén con una soluciéon
dulce y/o nutritiva durante el condicionamiento (sacarina, sacarosa o maltodextrina),
fomenta el desarrollo de una fuerte preferencia condicionada por el sabor a limén
respecto a los grupos que recibieron las soluciones de forma separada. También
confirman que el cambio en la valoracién heddnica del fluido tras el condicionamiento
de la preferencia se establece como consecuencia de la asociacién del sabor con las
cualidades nutritivas del reforzador empleado durante el condicionamiento de la
preferencia gustativa. Por ultimo, el uso de la técnica de devaluacién en estos
experimentos puso de relieve que la reduccidon de las propiedades heddnicas del
reforzador tras el condicionamiento reduce la preferencia previamente establecida por
el sabor condicionado y también la valoracién heddnica que adquirié durante el
aprendizaje cuando media el componente nutritivo. Estos datos ponen de manifiesto
la eficacia de la técnica de reactividad al sabor como herramienta para la evaluacidn
del valor heddénico de las soluciones, destacando que los cambios heddnicos
producidos durante la adquisicion de una preferencia gustativa estan mas relacionados
con un mecanismo de aprendizaje sabor-nutriente que con la formacién de una

asociacion sabor-sabor.
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Valor hedodnico del sabor y desarrollo
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Una vez evaluados en los capitulos anteriores los cambios producidos en la
respuesta hedénica a los sabores durante el aprendizaje de una preferencia gustativa
y su naturaleza asociativa, en los estudios que constituyen este capitulo 7 se examina
la influencia que puede tener sobre la adquisicidn de la preferencia el valor heddnico
inicial o incondicionado de la solucidn gustativa. En los experimentos incluidos en los
capitulos anteriores se empled como sabor a condicionar una solucién de acido citrico,
solucién que resulta moderadamente aversiva para los sujetos sin experiencia previa.
En la serie de experimentos que sigue se emplearon soluciones neutras desde el punto
de vista de su palatabilidad inicial, concretamente saborizantes no edulcorados. Se
trata de concentrados de sustancias naturales (vegetales) o elaborados quimicamente
que contienen principios sapido-aromaticos y que se utilizan en el dmbito comercial
para potenciar el sabor de los alimentos o darle un sabor o aroma determinado
(vainilla, fresa, etc). En nuestro caso, se emplearon dos saborizantes comerciales,
sabor a uva y cereza, que diluidos al 0.05% en agua resultan igualmente preferidos por
los roedores. El empleo de sustancias con idéntica preferencia incondicionada permite
el uso de la metodologia del disefio intrasujeto evitando de este modo los problemas
derivados de las preferencias innatas por ciertos sabores. Ademas, estos saborizantes
se han empleado frecuentemente en la literatura sobre el condicionamiento de
preferencias gustativas (Dwyer 2005; Fedorchak y Bolles, 1987; Pérez, Lucas y Sclafani;
1998; Sclafani y Ackroff, 2015), por lo que se presentan como una buena opcion para
evaluar el impacto que el valor heddnico inicial del estimulo condicionado tiene sobre

las bases asociativas que subyacen a esta variedad de aprendizaje.
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Como estimulos incondicionados se mantienen, dada su efectividad en las series
anteriores, las soluciones de sacarina, sacarosa y maltodextrina. En este sentido, si el
valor heddnico inicial de la soluciéon condicionada influye en alguna medida sobre las
diferentes asociaciones que se pueden establecer durante el aprendizaje, en las
pruebas de consumo no deberia afectar significativamente, pues las soluciones
utilizadas como El (sacarina, sacarosa y maltodextrina) deberian tener el potencial
suficiente para generar una preferencia condicionada significativa por los sabores en
cuestién (uva o cereza). Sin embargo, cabe la posibilidad de que la prueba de
reactividad no sea lo suficientemente sensible como para evaluar estos cambios, ya
que el sabor alternativo (EC-) con el que se contrasta el sabor condicionado (EC+) en
esta prueba es también apetitivo, pudiendo producirse un efecto “techo” en cuanto al
patron de respuestas apetitivas. Este aspecto se evalia en los primeros tres
experimentos de esta serie donde se emplean los sabores a uva y cereza como
estimulos condicionados, proporcionandolos de forma conjunta con los diferentes
reforzadores propuestos para el desarrollo de la preferencia condicionada: sacarina
(Experimento 7), sacarosa (Experimento 8) y maltodextrina (Experimento 9).

Finalmente y dada la efectividad de la prueba de reactividad al sabor para
observar los cambios heddnicos que se producen durante el condicionamiento, se
realizdé un ultimo experimento utilizando sacarosa como El para el desarrollo de una
preferencia por el sabor (uva o cereza). Luego se examind como afecta a la preferencia
gustativa previamente establecida la devaluacién con cloruro de litio del componente
sensorial del reforzador (a través de la devaluacién de la sacarina), del componente
nutritivo (mediante la devaluacion de maltodextrina) o ambas aspectos (devaluando la

sacarosa).
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8.1. Experimento 7

Preferencia condicionada por sabores apetitivos y sacarina como EIl

Este experimento tuvo por objetivo determinar si aumenta la preferencia por
una sustancia inicialmente apetitiva desde el punto de vista de su palatabilidad al
asociarla con sacarina. Como ya sabemos, la sacarina carece de poder nutritivo pero
tiene un marcado sabor dulce, por lo que el desarrollo de la preferencia por la soluciéon
condicionada sdlo podria responder a un mecanismo de aprendizaje sabor-sabor. Para
probar esta idea, los sujetos de este experimento recibieron durante la fase de
condicionamiento y en dias sucesivos la exposicion a dos sabores (uva y cereza), uno
de ellos (EC+) combinado en la misma disolucién con sacarina (El) y el otro presentado
como sabor Unico (). Los sabores se contrabalancearon en todo momento para evitar
cualquier influencia incondicionada. En la prueba de preferencia posterior los sujetos
mostraron su eleccién entre los dos sabores (EC+ vs EC-) presentados por separado. Si
se desarrolla la preferencia gustativa, deberia observarse un aumento en el consumo
de la solucién (EC+) proporcionada conjuntamente con sacarina frente a la solucién
alternativa (EC-) presentada durante el condicionamiento de forma aislada. En cuanto
al cambio en la valoracion heddnica del sabor condicionado, al tenor de lo obtenido en
los experimentos anteriores, no deberia producirse un aumento de las reacciones
apetitivas evocadas por el animal durante la prueba de reactividad al sabor, ya que el
incremento de su valor heddnico requiere de la asociacién con una solucién con
propiedades nutritivas o caldricas, es decir, la mediacién de un proceso de aprendizaje

sabor-nutriente.
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8.1.1. Sujetos y soluciones

Los sujetos utilizados en este experimento fueron 20 ratas macho de la cepa
Wistar (Rattus Norvegicus) procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Las
ratas tenian tres meses de edad y un peso medio al comienzo del experimento de 284
gramos (rango 247-335 g). Al llegar al laboratorio, los animales fueron alojados y
mantenidos en las condiciones ambientales descritas en el capitulo 5 sobre material y
método general. Durante la realizacion del experimento los animales estuvieron
sometidos a un programa de privacién de bebida recibiendo una cantidad limitada de
agua cada dia segln se expone en la seccién del procedimiento.

Como estimulos gustativos (ECs) se utilizaron sabores apetitivos (uva y cereza)
desde el punto de vista de su palatabilidad inicial, obtenidos a partir de saborizantes
comerciales Kool Aid (Kraft Foods Global Inc. IL 60093-2753 USA) diluidos en agua
destilada a una concentracion del 0,05%. Para inducir la preferencia condicionada se

empled como El una solucidn de sacarina diluida también en agua destilada al 0,1%.

8.1.2. Procedimiento

Se empled un procedimiento analogo a los experimentos anteriores con la
salvedad de que se adaptd a un disefio experimental intra-sujetos. En la Tabla 14 se
muestra un esquema del procedimiento general con los cambios llevados a cabo en las
diferentes fases del estudio que se describen a continuacion:

En primer lugar se sometid a los animales al programa de privacion habitual, con
acceso a agua durante 60 minutos diarios y 4 sesiones de 10 minutos de exposicién a
agua en los tubos calibrados situados en el centro las jaulas para habituarlos a este

método y mantener un nivel de motivacion estable durante todo el experimento.
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Antes de iniciar la fase de condicionamiento se realizé una prueba previa o pre-
test de 10 minutos en el que se proporciond a los animales las soluciones de uva y
cereza en los tubos calibrados situados en las jaulas experimentales. Cada tubo
contenia una de las soluciones, recibiendo la mitad de los sujetos una de las soluciones
en el lado izquierdo de la jaula y el resto en la parte derecha. Transcurridos 5 minutos
desde el comienzo de la prueba, se intercambié el lado en el que se encontraba cada
tubo de bebida en las jaulas. Este pre-test inicial nos serviria para determinar si ambos
sabores eran igualmente preferidos por los animales al comienzo del experimento.

La fase de condicionamiento consistié en 4 ciclos de dos sesiones cada uno. En la
primera sesién de cada ciclo, los animales tenian acceso durante 10 minutos a un tubo
de bebida con uno de los sabores (uva o cereza), al que denominamos EC- ya que se
presentd de forma aislada. El segundo dia de cada ciclo los sujetos tenian acceso
también durante 10 minutos a la solucién gustativa alternativa (EC+) mezclada en la
misma disolucién con la solucién de sacarina (El). El tipo de sabor se contrabalanced
entre los animales, de modo que la mitad de los sujetos recibié el sabor a uva como
EC+ vy el sabor a cereza como EC-, siendo lo inverso para el resto de sujetos.

Una prueba de preferencia final, similar al pre-test, en la que los sujetos debian
elegir entre los dos sabores (EC+ vs EC-) permitié determinar si el condicionamiento
habia sido efectivo para promover el desarrollo de una preferencia gustativa por el
sabor proporcionado previamente en compuesto con la solucion de sacarina.

Tras la prueba de preferencia condicionada se implantaron las canulas a los
animales en la cavidad bucal de cara a la prueba de reactividad al sabor. Durante el
periodo de recuperacion de la intervencién quirdrgica 1 de los sujetos perdié la canula

implantada por lo que fue retirado del experimento quedando una muestra total de 19
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sujetos. Tras el periodo de recuperacion se llevé a cabo la sesidon de habituacion al
aparato de reactividad, recibiendo cada animal una infusién intraoral de 1 ml de agua
destilada durante 1 minuto (tasa de infusiéon 1 ml/min).

En la prueba de reactividad al sabor, realizada al dia siguiente, los sujetos
recibieron una infusion de 3 ml de cada uno de los sabores (EC+ y EC-) durante 3
minutos (tasa de infusién 1 ml/min), con un intervalo entre las infusiones de 4 horas.
La infusidén de las soluciones tuvo lugar a las 09:00 y a las 13:00 horas. El orden de
exposicion a los fluidos se contrabalanceé entre los sujetos, recibiendo la mitad de
ellos en primer lugar la infusién con el sabor EC+ y luego la infusion con el sabor EC-,
con el orden inverso para el resto de animales. Durante las infusiones se registraron las
respuestas orofaciales de los animales para su posterior andlisis y cuantificacién.

Finalmente, como en los experimentos anteriores, se realizd una prueba de
extincidon donde los animales recibieron la exposicién simultdnea a los dos sabores
(EC+ y EC-) siguiendo el mismo método que en la pruebas de preferencia. Esta fase de

extincidon se prolongd durante 3 sesiones idénticas realizadas en dias sucesivos.

Tabla 14. Disefio del Experimento 7

Pre-test Entrenamiento x 4 Test Canulacion  Habituacion TRT Extincion x 3
EC+ EC+ 1ml 3 ml EC+ EC+
EC+ Implante de
Vs EC- Vs canulaenla Agua 3 ml EC- Vs
Sacarina cavidad oral
EC- EC- v 10 10 EC-

Nota. TRT: test de reactividad al sabor; |10: administracion intraoral
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8.1.3. Resultados

8.1.3.1. Prueba de consumo

Como se muestra en la Figura 10a, en la prueba inicial (pre-test) los animales
mostraron un consumo similar de las soluciones gustativas (uva y cereza), indicando
que no hubo una preferencia incondicionada por cualquiera de los sabores. En cambio,
durante la prueba realizada tras la fase de condicionamiento los animales prefirieron el
sabor (EC+) que habian recibido conjuntamente con sacarina, en comparacién con el
sabor presentado solo (EC-). Este resultado indica que la experiencia conjunta de un
sabor con sacarina produce un incremento en la preferencia condicionada por esa
solucion, un resultado que replica los obtenidos en los experimentos anteriores con
sacarina como reforzador (Experimentos 1 y 4). Un ANOVA de medidas repetidas con
los datos de la prueba inicial (pre-test), siendo el Sabor (uva o cereza) el factor inter-
sujetos y el tipo de Exposicion (conjunta o separada) el factor intra-sujetos, mostré que
no hubo efecto de estos dos factores ni de su interaccion [Fs(,17) < 2,789; ps > 0,113].
Este resultado indica que en la prueba de preferencia inicial no hubo diferencias en
cuanto al consumo de los animales debido al tipo de sabor proporcionado (uva o
cereza). Un analisis similar con los consumos de la prueba de preferencia realizada tras
el condicionamiento reveld, sin embargo, un efecto significativo del tipo de exposicion
[Fi1,17) = 20,184; p < 0,001], pero no del sabor ni interaccion entre estos dos factores
[Fs@,17)< 1,230; ps > 0,283]. Esto indica que en la prueba hubo un consumo mayor del
sabor (EC+) que se habia proporcionado de forma conjunta con la sacarina durante el
condicionamiento respecto al consumo del sabor presentado de forma aislada (EC-) e

independientemente de la naturaleza del mismo.
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Confirmando la descripcidon anterior, una comparacion del consumo del sabor
asociado con sacarina (EC+) en las dos pruebas de preferencia, con el Sabor
(uva/cereza) como factor inter-sujetos y las Sesiones (pre-test/test) como factor intra-
sujetos, mostro un efecto significativo de las Sesiones [F(1,17)= 32,050; p < 0,001] pero
no del Sabor ni de la interaccion Sesiones x Sabor [Fs(117) < 1,457; ps 2 0,244]. Este
resultado indica un incremento en el consumo del sabor EC+ como consecuencia del
condicionamiento. Por su parte, la comparacién del consumo del sabor EC- en las dos
pruebas mostré que no hubo un efecto significativo de las Sesiones ni tampoco del
Sabor empleado o de la interaccidn Sesiones x Sabor [Fs < 1], lo que indica que no
cambié la preferencia por esta solucién como consecuencia del condicionamiento.

La Tabla 15a muestra los consumos para las diferentes condiciones de exposicion
(EC+ y EC-) durante las sesiones de pre-test y de prueba. En la Tabla 15b se observan

los consumos en la fase de condicionamiento para cada solucidn correspondiente.

Figura 10a. Experimento 7: Prueba de consumo.

Prueba de consumo

—— Solucion COMN (EC+)
—a— Solucién SEP (EC-)

Consume medio [ml)
o
1

0 T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de las soluciones CON (EC+): exposicidon conjunta, y SEP (EC-):
exposicidn separada, durante las pruebas de consumo (Pre-test y Test). Las barras de error
representan el error tipico de la media (xSEM).
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Tabla 15a. Experimento 7: Ingesta de las diferentes soluciones en la prueba de consumo

Solucién Pre-test Test
SEP (EC-) 3,24 (+0,23) 2,91 (+0,35)
CON (EC+) 3,42 (+0,33) 6,61 (+0,52)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposicién conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test) y en la prueba de
consumo realizada tras el condicionamiento (Test). Los valores entre paréntesis representan el
error tipico de la media (£SEM).

Tabla 15b. Experimento 7: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

1A 1B 2A 2B 3A 3B aA 4B
8,03 7,83 8,24 10,64 8,53 10,82 8,35 10,21
(£0,33) (+0,45)  (£0,24) (£0,44) (+0,34) (t0,40)  (0,31)  (0,28)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposicién conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la fase de condicionamiento. Los ensayos A refieren a la
presentacién del sabor solo (EC-) y los ensayos B al sabor asociado con sacarina (EC+).
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8.1.3.2. Prueba de reactividad al sabor
Respuestas apetitivas

Como se observa en la Figura 10b, los sujetos mostraron durante esta prueba un
numero similar y elevado de respuestas apetitivas ante la infusién de ambos sabores
(EC+ y EC-). Un ANOVA de medidas repetidas realizado con las puntuaciones de esta
prueba, con el Sabor (uva o cereza) como factor inter-sujetos y el tipo de Exposicién a
los sabores (conjunta o separada) como factor intra-sujetos, indicé que no hubo efecto

significativo del tipo de Exposicidn, del Sabor o de la interacciéon entre ellos [Fs < 1].

Figura 10b. Experimento 7: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

120

100 T

80 A

60

40

20 A

Duracién media de las respuestas apetitivas (s)

con (EC+) SEP (EC-)

Nota. Duracion media (en segundos) de las respuestas apetitivas mostradas por los sujetos en
la prueba de reactividad ante la infusion de los sabores CON (EC+): exposicidn conjunta; y SEP
(EC-): exposicidn separada. Las barras de error representan el error tipico de la media (:SEM).
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Respuestas aversivas

Por otra parte, el nUmero de respuestas aversivas emitidas por los animales
durante la prueba de reactividad al sabor fue practicamente inexistente ante ambas
soluciones, como se puede apreciar en la Figura 10c. El andlisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas con el Sabor (uva o cereza) como factor inter-sujetos y el tipo de
Exposicidn a los sabores (conjunta o separada) como factor intra-sujetos, mostré que
no hubo diferencias entre las dos soluciones, EC+ y EC-, dependiendo del sabor

empleado (uva o cereza) o de la experiencia con sacarina o por separado [Fs < 1].

Figura 10c. Experimento 7: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Namero medio de respuestas aversivas

0 : *—

CON (EC+) SEP (EC-)
Nota. Numero medio de respuestas aversivas mostradas por los animales durante la infusidn

del sabor CON (EC+): presentacidn conjunta, y del sabor SEP (EC-): presentacién separada. Las
barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).
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Los resultados de la prueba de reactividad indican que no hubo diferencias en
cuanto al numero de respuestas apetitivas y aversivas realizadas por los animales
durante la infusién de ambos sabores (EC+ y EC-). En consecuencia, podemos concluir
que el incremento en el consumo del sabor asociado con sacarina (EC+) derivado del
condicionamiento, no se vio acompaiiado por cambios en la valoracion heddnica del
sabor condicionado.

En la Tabla 15c se muestran los valores promedio para las dos categorias de

respuestas (apetitivas y aversivas) analizadas en la prueba de reactividad.

Tabla 15c. Experimento 7: Respuestas registradas en la prueba de reactividad al sabor

Solucion Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP (EC-) 89,91 (+9,91) 0,26 (+0,15)
CON (EC+) 92,55 (+8,85) 0,32 (+0,15)

Nota. Duracién media de las respuestas apetitivas y nimero medio de respuestas aversivas
mostradas por los animales durante la infusion de los sabores CON (EC+): presentacidon
conjunta, y SEP (EC-): presentacion separada, en la prueba de reactividad. Los valores entre
paréntesis representan el error tipico de la media (£SEM).
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8.1.3.1. Prueba de extincion

Finalmente, como se muestra en la Figura 10d, durante los ensayos de extincion
se mantuvo el consumo de la solucion asociada con sacarina (EC+) al nivel observado
en la prueba de preferencia final, indicando un fuerte efecto de resistencia a la
extincion de la preferencia condicionada. Por su parte, el consumo de la solucién
presentada sola (EC-) aumentd progresivamente a lo largo de las sesiones de extincion,
debido probablemente a la exposicion repetida a la misma. Un ANOVA de medidas
repetidas contrastando el consumo de cada sabor (EC+ y EC-) en los ensayos de
extincidn, siendo el Sabor (uva o cereza) el factor inter-sujetos y el tipo de Exposicidon
(conjunta o separada) el factor intra-sujetos, indicd un efecto significativo del factor
Exposicion en las tres sesiones de extincion [Fs(1,17) 2 5,271; ps < 0,029], pero no del
factor Sabor ni de la interaccion [Fs < 1]. Esto indica que la diferencia de consumos
entre el sabor presentado de forma conjunta (EC+) y el sabor presentado solo (EC-) se
mantuvo durante los ensayos de extincidn revelando un fuerte efecto del aprendizaje.

Para examinar los cambios durante la fase de extincidn en el consumo del sabor
condicionado (EC+), un ANOVA de medidas repetidas con el Sabor (uva o cereza) como
factor inter-sujetos y las 4 Sesiones de extincién (incluida la sesiéon de prueba) como
factor intra-sujeto, mostré que no hubo un efecto significativo de estos factores ni de
su interaccion [Fs < 1]. Esto indica que, con independencia del sabor, el consumo de la
solucion condicionada (EC+) se mantuvo alto y estable en los ensayos de extincion. En
cuanto a la solucién que se presentd sola (EC-), el ANOVA de medidas repetidas con los
mismos factores indicé que no hubo efectos significativos del Sabor, de las Sesiones o
de la interaccién entre ambos [F(1,17) < 1,445; p 2 0,246]. Esto indica que, aunque la

experiencia repetida con el sabor no condicionado (EC-) favorezca un incremento del
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consumo de esta solucidn, este incremento no determind las diferencias de consumo
entre los dos sabores, EC+ y EC-, observadas durante la fase de extincién.
Los consumos medios de las dos soluciones, sabor presentado (EC+ y EC-)

durante los ensayos de extincidon se muestran en la Tabla 15d.

Figura 10d. Experimento 7: Prueba de extincion

Pruebas de consumo y extincion

6 —a— Solucion COM (EC+)
—— Solucion SEP (EC-)

Consumo medio (ml)
Foy

0 T T T

Pre-test Test Ext 1l Ext2 Ext 3

Nota. Consumo medio de los sabores CON (EC+): presentacion conjunta, y SEP (EC-):
presentacion separada, durante las pruebas de consumo (Pre-test, Test) y durante los ensayos
de extincion (Ext 1, 2 y 3). Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).

Tabla 15d. Experimento 7: Consumos registrados durante la prueba de extincion

Solucion Extincion 1 Extincion 2 Extincion 3
SEP (EC-) 3,45 (+0,41) 4,03 (+0,52) 4,75 (+0,47)
CON (EC+) 6,50 (+0,52) 6,73 (+0,45) 8,81 (+0,44)

Nota. Consumo medio de los sabores CON (EC+): presentacion conjunta, y SEP (EC-):
presentaciéon separada, durante los ensayos de extinciéon. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (£SEM).
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8.2. Experimento 8

Preferencia condicionada por sabores apetitivos y sacarosa como EIl

El segundo experimento de esta serie tuvo como objetivo examinar los posibles
cambios en la valoracion heddnica de un sabor inicialmente apetitivo (uva y cereza)
tras su condicionamiento con sacarosa, una solucién que, como se ha dicho
anteriormente, posee propiedades nutritivas ademas de la cualidad sensorial del
dulzor. Como se concluyd de los experimentos realizados anteriormente con limén
como EC (Experimentos 2 y 5), su asociacidon con sacarosa como reforzador promueve
una fuerte preferencia condicionada cuando se estima con una prueba de consumo
ademads de un aumento de las respuestas apetitivas que produce esta solucién durante
la prueba de reactividad al sabor. En el presente experimento nos proponemos evaluar
si se produce un incremento heddnico similar cuando la solucién de sacarosa se asocia
con una sustancia inicialmente apetitiva, lo que reforzaria la idea de que el aumento
en la valoracién hedénica de los sabores tras el condicionamiento de la preferencia
obedece a su asociacidon con las consecuencias nutritivas o caldricas de la solucién
reforzante.

Como en el experimento anterior, los sujetos de este estudio recibieron durante
el condicionamiento la exposicién repetida a dos sabores pero, en este caso, uno se
presentd en compuesto con sacarosa (EC+) y el otro sin la solucién endulzante (EC-).
Tras el condicionamiento se realizd la prueba de eleccion o de preferencia entre los
dos sabores (EC+ vs EC-) ambos sin solucién endulzante. Sobre la base de los
resultados obtenidos con anterioridad siendo sacarosa el reforzador, en la prueba de

preferencia se deberia observar un aumento en el consumo de la solucién que se ha
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asociado con sacarosa (EC+) en comparacién con la solucidn alternativa presentada sin
consecuencias reforzantes (EC-). Por otro lado, el hecho de que el reforzador de
sacarosa posea un componente nutritivo deberia fomentar la transferencia de sus
propiedades heddnicas al EC+. Esto deberia expresarse en la prueba de reactividad en
un aumento de las reacciones apetitivas emitidas por el sabor asociado previamente

con sacarosa (EC+) en comparacion con el sabor no reforzado (EC-).
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8.2.1. Sujetos y soluciones

Los sujetos empleados para este experimento fueron 20 ratas macho de la cepa
Wistar (Rattus Norvegicus) procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Las
ratas tenian unos tres meses de edad y un peso medio al comienzo del experimento de
288 gramos (rango 222-352 g). Al llegar al laboratorio, los animales se alojaron y se
controlaron tal y como se describe en el capitulo 5 sobre material y método general.

Como estimulos gustativos (EC) se utilizaron los mismos sabores de uva y cereza
utilizados en experimento anterior, con saborizantes comerciales Kool Aid (Kraft Foods
Global Inc. IL 60093-2753 USA) diluidos en agua destilada al 0,05% de concentracién.

Como El se empled una solucién de sacarosa diluida también en agua destilada al 8%.

8.2.2. Procedimiento

El procedimiento utilizado en este experimento con sacarosa, siguio las mismas
pautas que el experimento previo realizado con sacarina. En la Tabla 16 se muestra un
esquema general con las diferentes fases, que se describen a continuacion:

Tras el programa habitual de privacién de agua, se realizd un pre-test en el que
se proporcionaban dos tubos calibrados a cada animal en centro de la jaula durante 10
minutos, cada uno con una solucidon gustativa diferente (uva o cereza). La posicion
inicial de los sabores fue contrabalanceada como en el experimento previo vy
transcurridos 5 minutos de prueba, se intercambié el lado de cada tubo de bebida. Asi
pues, si los sabores de uva y cereza eran isopreferidos este pre-test lo confirmaria.

La fase de condicionamiento consistid en 4 ciclos de dos sesiones cada uno. En la

primera sesion de cada ciclo, los animales tenian 10 minutos de acceso a un tubo con
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uno de los sabores (uva o cereza) de forma aislada (EC-). Durante el segundo dia, la
solucion gustativa alternativa (EC+) se proporcionaba conjuntamente con la solucién
de sacarosa durante otros 10 minutos, contrabalanceando los diferentes sabores.

Una prueba de preferencia (EC+ vs EC-) similar al pre-test determinaba si el
entrenamiento habia sido efectivo para desarrollar la preferencia por el sabor EC+,
proporcionado de forma conjunta con la sacarina.

Tras la prueba, los animales fueron intervenidos para implantarles las canulas
intraorales de cara a la prueba de reactividad. Tras la operacién, 1 de los sujetos fue
eliminado del experimento por haber perdido su cdnula durante el periodo de
recuperacién, quedando 19 sujetos que recibieron la sesién de habituacion.

En la prueba de reactividad se administré a todos los sujetos una infusién de 3 ml
de cada solucién (EC+ y EC-) durante 3 minutos (tasa de infusiéon 1 ml/min) registrando
las reacciones orofaciales. La primera infusién se realizd a primera hora de la manana
(09:00) y la segunda infusiéon a ultima hora de la mafiana (13:00). El orden de
presentacion de los fluidos fue contrabalanceado com en el experimento anterior.

Finalmente se realizé una prueba de extincién en las mismas condiciones que el

pre-test y la prueba, prolongdndose durante 3 sesiones realizadas en dias sucesivos.

Tabla 16. Disefio del Experimento 8

Pre-test Entrenamiento x 4 Test Canulacion  Habituacion TRT Extincion x 3
EC+ EC+ 1ml 3 ml EC+ EC+
EC+ Implante de
Vs EC- Vs canulaenla Agua 3 ml EC- Vs
Sacarosa cavidad oral
EC- EC- v 10 10 EC-

Nota. TRT: test de reactividad al sabor; 10: administracién intraoral
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8.2.3. Resultados

8.2.3.1. Prueba de consumo

Como se muestra en la Figura 11a, en la prueba inicial (pre-test) ambos sabores
se consumieron de forma similar. Sin embargo, en la prueba realizada tras la fase de
entrenamiento, el consumo del sabor (EC+) que fue presentando conjuntamente con la
sacarosa fue mayor que el consumo del sabor que se presentd solo (EC-). Esto indica
que la experiencia conjunta de un sabor con la sacarosa incrementé la preferencia
condicionada por esa solucién, resultado que también se obtuvo en los experimentos
previos con sacarosa (experimentos 2 y 5). Un ANOVA de medidas repetidas con los
consumos del pre-test, siendo el Sabor suministrado (uva o cereza) el factor inter-
sujetos y el tipo de Exposicidn (conjunta o separada) el factor intra-sujetos, mostré una
ausencia de efecto para el factor Exposicion, para el factor Sabor y para la interaccién
entre ambos [Fs(1,17) < 1,285; ps 2 0,273]. Este resultado indica que en la prueba inicial
hubo diferencias en el consumo de los diferentes sabores, EC+ y EC-, con
independencia del sabor. Un ANOVA idéntico para los consumos en la prueba tras el
condicionamiento, indicd un efecto del factor Exposicidn [F1,17) = 13,732; p = 0,002],
pero no del factor Sabor ni de la interaccion [Fs(1,17)< 1,253; ps 2 0,279]. Este resultado
indica una diferencia significativa en la prueba, entre el consumo del sabor con
exposicién conjunta (EC+) y el consumo del sabor que se presentd de forma separada
(EC-), con independencia del sabor (uva o cereza).

Por otro lado, si observamos los consumos de la solucién conjunta (EC+) en
ambas fases y realizamos un ANOVA de medidas repetidas con el Sabor (uva o cereza)

como factor inter-sujetos y las Sesiones (pre-test y prueba) como factor intra-sujetos,
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observamos un efecto claro del factor Sesiones [F(1,17) = 28,190; p < 0,001], pero sin
efecto del factor Sabor ni de la interaccion [Fs(1,17) < 1,442; ps 2 0,246]. Este resultado
nos muestra la existencia de diferencias estadisticamente significativas en el consumo
de la solucion conjunta (EC+) entre el pre-test y la prueba, sin que exista un efecto del
sabor. Finalmente, otro ANOVA idéntico pero para el consumo del sabor que se
presentd solo (EC-), no mostrd ningun efecto para los factores ni para la interaccion
[Fs@a,17)<2,732; ps 20,117], indicando una ausencia de diferencias entre el pre-test y la
prueba en cuanto al consumo de la solucidén que se proporcioné de forma aislada (EC-).

En la Tabla 17a se muestran los consumos en las sesiones de pre-test y prueba
para las diferentes condiciones (EC+ y EC-). Asi mimo, la Tabla 17b muestra los

consumos durante la fase de condicionamiento para cada solucién correspondiente.

Figura 11a. Experimento 8: Prueba de consumo.

Prueba de consumo

G —C— Solucion CON (EC#)
—s— Solucion SEP (EC-)

Consumo medio (ml)

U T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de las soluciones CON (EC+): exposicidon conjunta, y SEP (EC-):
exposicidn separada, durante las pruebas de consumo (Pre-test y Test). Las barras de error
representan el error tipico de la media (£SEM).
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Tabla 17a. Experimento 8: Ingesta de las diferentes soluciones en la prueba de consumo

Solucién Pre-test Test
SEP (EC-) 3,90 (+0,41) 2,98 (+0,38)
CON (EC+) 3,26 (+0,26) 6,66 (+0,61)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposicidn conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test) y en la prueba de
consumo realizada tras el condicionamiento (Test). Los valores entre paréntesis representan el
error tipico de la media (£SEM).

Tabla 17b. Experimento 8: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

1A 1B 2A 2B 3A 3B aA 48
7,15 8,74 8,27 12,22 9,98 13,06 10,66 14,92
(+0,39) (t0,37)  (#0,38) (+0,40) (+0,58) (:0,45)  (+0,43)  (£0,52)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposicién conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la fase de condicionamiento. Los ensayos A refieren a la
presentacion del sabor solo (EC-) y los ensayos B al sabor asociado con sacarosa (EC+).
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8.2.3.2. Prueba de reactividad al sabor

Respuestas apetitivas

La Figura 11b muestra un gran nimero de respuestas apetitivas ante la infusion
de ambos sabores (EC+ y EC-) por parte de los sujetos, pero con un incremento en las
respuestas apetitivas ante el sabor EC+, presentado de forma conjunta con la sacarosa
durante el condicionamiento. Un analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas
con el Sabor (uva o cereza) como factor inter-sujetos y el tipo de Exposicién a los
sabores (conjunta o separada) como factor intra-sujetos, indicé un efecto significativo
del factor Exposicidn [F(1,17)= 10,404; p = 0,005] pero no del factor Sabor ni tampoco de
la interaccion Exposicion x Sabor [Fs < 1]. Esto indica una diferencia estadisticamente
significativa en cuanto al nimero de respuestas apetitivas realizadas por los animales

ante las diferentes soluciones (EC+ y EC-), independientemente de su sabor.

Figura 11b. Experimento 8: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

120 ~

100 T

80

60

40

20

Duracién media de las respuestas apetitivas (s)

0 T
COMN (ECH SEP (EC.)

Nota. Duracion media (en segundos) de las respuestas apetitivas mostradas por los sujetos en
la prueba de reactividad ante la infusion de los sabores CON (EC+): exposicidn conjunta; y SEP
(EC-): exposicion separada. Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).
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Respuestas aversivas

Por otra lado, la Figura 11c muestra un nimero muy similar y casi inexistente de
respuestas aversivas ante las infusiones de la solucién condicionada (EC+) y la solucién
sola (EC-), tal y como ocurria en el experimento previo con sacarina. Un analisis de
varianza (ANOVA) de medidas repetidas con el Sabor (uva o cereza) como factor inter-
sujetos y el tipo de Exposicidn a los sabores (conjunta o separada) como factor intra-
sujetos, confirmé una ausencia de efecto para ambos factores, Exposicién y Sabor, y
también para la interaccién [Fs < 1], confirmando que no existian diferencias
significativas entre ambas soluciones (EC+ y EC-) en cuanto al nUmero de respuestas

aversivas, independientemente de su sabor.

Figura 11c. Experimento 8: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Nimero medio de respuestas aversivas

0 l+|

CON (EC#) SEP (EC-)

Nota. Numero medio de respuestas aversivas mostradas por los animales durante la infusidn
del sabor CON (EC+): presentacion conjunta, y del sabor SEP (EC-): presentacion separada. Las
barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).
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Los resultados de la prueba de reactividad indican una transferencia de las
propiedades heddnicas de la solucidon de sacarosa al sabor EC+, como lo demuestra el
mayor numero de reacciones apetitivas al sabor condicionado. Este resultado no se
obtiene en el experimento anterior utilizando sacarina como El, con sabor dulce y sin
componente nutritivo, lo que es congruente con los resultados de las series
experimentales anteriores. Respecto a las reacciones aversivas, fueron muy escasas y
no hubo diferencias en su magnitud ante la infusion de ambos sabores (EC+ y EC-). En
consecuencia, podemos concluir que el incremento en el consumo del sabor (EC+)
asociado con sacarosa, ahora si se vio acompafiado por un aumento en la valoracién
heddnica de la solucién.

La Tabla 17c presenta los valores promedio para los diferentes tipos de

respuestas analizadas en esta prueba para cada condicién de exposicién (EC+y EC-).

Tabla 17c. Experimento 8: Respuestas registradas en la prueba de reactividad al sabor

Solucion Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP (EC-) 86,09 (15,84) 0,00 (+0,00)
CON (EC+) 97,11 (5,92) 0,21 (+0,21)

Nota. Duracién media de las respuestas apetitivas y nimero medio de respuestas aversivas
mostradas por los animales durante la infusién de los sabores CON (EC+): presentacion
conjunta, y SEP (EC-): presentacion separada, en la prueba de reactividad. Los valores entre
paréntesis representan el error tipico de la media (xSEM).
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8.2.3.1. Prueba de extincion

Por ultimo, durante los ensayos de extincidon se observd un patréon similar al
experimento con sacarina, donde el consumo de la solucién conjunta (EC+) se mantuvo
en unos valores similares a la prueba (ver Figura 11d), indicando una fuerte resistencia
a la extincién. Por su parte, se observd también un ligero aumento a lo largo de las
sesiones de extincion en el consumo de la solucién sola (EC-). Un ANOVA de medidas
repetidas para contrastar los consumos de las soluciones en las sesiones de extincion,
siendo el Sabor (uva o cereza) el factor inter-sujetos y el tipo de Exposicién (conjunta o
separada) el factor intra-sujetos, puso de manifiesto un efecto del factor Exposicién en
las primeras 2 sesiones de extincidn [Fs;1,17) 2 7,362; ps < 0,015], pero no del factor
Sabor ni de la interaccion Exposicion x Sabor [Fs(1,17) < 2,532; ps 2 0,130]. Sin embargo,
en la tercera sesion de extincion ya no se hubo efecto de ningun factor ni de la
interaccion [Fs(1,17)< 1,859; ps 2 0,191]. Estos datos indican que, con independencia del
sabor, existen diferencias estadisticamente significativas entre el sabor presentado de
forma conjunta (EC+) y el sabor presentado solo (EC-) durante las primeras dos
sesiones de extincidén y que desaparecen en la ultima de las sesiones de esta prueba.

De la misma forma, para observar si existian diferencias en el consumo del sabor
(EC+) presentado de forma conjunta con la sacarosa a lo largo de las sesiones de
extincion, un andlisis ANOVA de medidas repetidas con el Sabor (uva o cereza) como
factor inter-sujetos y las Sesiones de extincidn (incluida la prueba), no mostré efecto
de ningun factor ni de la interaccion [Fs < 1]. Este resultado indica que el consumo de
la solucién condicionada (EC+) se mantuvo constante en la prueba de extincién,
independientemente de su sabor. De la misma forma, para evaluar el consumo de la

solucién que se presentd sola (EC-), un analisis idéntico al anterior tampoco reveld
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efecto de ningln factor ni de la interaccion [Fs < 1]. Esto indica que, aunque la mera
exposicién a la solucion no condicionada (EC-) provocara un ligero aumento en su
consumo, las diferencias a lo largo de las sesiones de extincion no fueron significativas.

Los consumos medios durante la sesiones de extincion para ambas soluciones,

conjunta (EC+) y separada (EC-), se muestran en la Tabla 17d.

Figura 11d. Experimento 8: Prueba de extincion

Pruebas de consumo y extincién

—o— Solucion CON (EC+)
—a— Solucién SEP (EC-)

Consumo medio (ml)

0 T T
Pre-test Test Ext 1 Ext 2 Ext 3

Nota. Consumo medio de los sabores CON (EC+): presentacién conjunta, y SEP (EC-):
presentacién separada, durante las pruebas de consumo (Pre-test, Test) y durante los ensayos
de extincion (Ext 1, 2 y 3). Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).

Tabla 17d. Experimento 8: Consumos registrados durante la prueba de extincion

Solucion Extincion 1 Extincion 2 Extincion 3
SEP (EC-) 3,45 (+0,41) 4,03 (+0,52) 4,75 (+0,47)
CON (EC+) 6,50 (+0,52) 6,73 (+0,45) 8,81 (+0,44)

Nota. Consumo medio de los sabores CON (EC+): presentacion conjunta, y SEP (EC-):

presentaciéon separada, durante los ensayos de extinciéon. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (*SEM).
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8.3. Experimento 9

Preferencia condicionada por sabores apetitivos y maltodetrina como El

El objetivo del tercer experimento de esta serie fue la evaluacién del cambio en
la preferencia por una sustancia gustativa apetitiva (uva o cereza) asociandola con una
solucion de maltodextrina. Esta solucién carece del componente dulce de las
soluciones empleadas en los dos experimentos anteriores (sacarina y sacarosa), pero
posee el mismo valor calérico que la sacarosa. Ademas, aludiendo a los experimentos
de las series anteriores en los que se utilizé acido citrico como EC y maltodextrina
como El (experimentos 3 y 6), sabemos de su efectividad para el desarrollo de una
preferencia condicionada por el sabor en base al establecimiento de asociaciones del
tipo sabor-nutriente. Para este fin, los sujetos participantes recibian de forma
contrabalanceada uno de los sabores (EC+) combinado en la misma disolucién con la
maltodextrina (El) durante la fase de condicionamiento, mientras que el sabor
alternativo lo recibian solo (EC-). Los resultados deberian mostrar de nuevo un
aumento en el consumo de la solucidn (EC+) que se proporciond conjuntamente con
esta solucion, independientemente de cudl fuese el sabor de ésta. Ademas, las
cualidades nutritivas que caracterizan a la maltodextrina deberian fomentar la
transferencia de sus propiedades heddnicas al EC+ (como se observd en los
experimentos 3 y 6) pero podria ocurrir que la influencia del valor heddnico inicial de
los sabores de uva y cereza hiciera que el numero de respuestas apetitivas mostradas
ante la infusién del sabor solo (EC-) fuese lo suficientemente alto como para camuflar
esa trasferencia de propiedades heddnicas derivadas del componente caldrico que

posee la maltodextrina.
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8.3.1. Sujetos y soluciones

Los sujetos empleados para este experimento fueron 16 ratas macho de la cepa
Wistar (Rattus Norvegicus) procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo. Las
ratas tenian alrededor de tres meses de edad y un peso medio al comienzo del
experimento de 265 gramos (rango 211-332 g). Al llegar al laboratorio, fueron alojados
y controlados como se describe en el capitulo 5 sobre material y método general.

Como estimulos gustativos (EC) se utilizaron los mismos sabores de uva y cereza
gue se utilizaron en los experimentos anteriores de esta serie, a base de saborizantes
comerciales Kool Aid (Kraft Foods Global Inc. IL 60093-2753 USA) diluidos en agua
destilada a una concentracién del 0,05%. Como El se empleé una solucién de

maltodextrina diluida también en agua destilada al 8% para inducir la preferencia.

8.3.2. Procedimiento

En este experimento con maltodextrina se siguidé un procdimiento idéntico a los
experimentos previos de esta serie (con sacarina y sacarosa). La Tabla 18 muestra el
esquema general, con las diferentes fases que ahora se describen:

Instaurado el programa habitual de privacién de agua, se proporciond a cada
sujeto durante 10 minutos dos tubos calibrados en el centro de la jaula, cada uno con
una solucién gustativa diferente (uva o cereza) a modo de pre-test, que indicaria si
ambos sabores eran isopreferidos.

La fase de condicionamiento constaba, como siempre, de 4 ciclos de dos sesiones
cada uno. En la primera sesién, los animales tenian acceso durante 10 minutos a uno

de los sabores (uva o cereza) de forma aislada (EC-) mientras que en la segunda sesién
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tenian acceso al sabor alternativo (EC+) proporcionado de forma conjunta con la
solucion de maltodextrina, también durante otros 10 minutos.

La prueba de preferencia (EC+ vs EC-) determind si el entrenamiento habia sido
efectivo para el desarrollo de una preferencia condicionada por el sabor EC+ y, tras la
prueba, se procedid a la implantacién de las cdnulas intraorales a los animales.
Durante el periodo de recuperacién 3 sujetos perdieron su canula y fueron apartados
del experimento, quedando un total de 13 sujetos a los que se les proporciond 1 ml de
agua destilada durante 1 minuto (tasa de infusién 1 ml/min) en la fase de habituacion.

En la prueba de reactividad se administraron dos infusiones a todos los sujetos,
una a primera hora de la manana (09:00) y la segunda a ultima hora de la mafiana
(13:00). En cada infusion se administraban 3 ml de una de las soluciones (EC+ o EC-)
durante 3 minutos (tasa de infusiéon 1 ml/min), registrando las reacciones orofaciales.
El orden de presentacidon de los fluidos en la prueba fue contrabalanceado de la misma
forma que en el experimento anterior.

Finalmente, se llevd a cabo la realizacién de una prueba de extincién que consté

de 3 sesiones sucesivas, idénticas al pre-test y a la prueba.

Tabla 18. Disefio del Experimento 9

Pre-test Entrenamiento x 4 Test Canulacion  Habituacion TRT Extincion x 3
EC+ EC+ 1ml 3 ml EC+ EC+
EC+ Implante de
Vs EC- Vs canulaenla Agua 3 ml EC- Vs
Maltodextrina cavidad oral
EC- EC- 10 10 EC-

Nota. TRT: test de reactividad al sabor; 10: administracion intraoral
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8.3.3. Resultados

8.3.3.1. Prueba de consumo

En la prueba inicial o pre-test, como ocurridé en los experimentos anteriores y
como muestra la Figura 12a, los consumos de las diferentes soluciones fueron
similares. En cambio, en la prueba realizada tras el condicionamiento el consumo del
sabor (EC+) presentando de forma conjunta con la maltodextrina fue superior al
consumo del sabor que se presenté de forma aislada (EC-). Esto indica, como en los
experimentos anteriores con maltodextrina (experimentos 3 y 6), que la experiencia
conjunta de un sabor con esta substancia nutritiva incrementd la preferencia
condicionada por el sabor de esa solucién. Un ANOVA de medidas repetidas con los
datos de la prueba inicial (pre-test), siendo el Sabor suministrado (uva o cereza) el
factor inter-sujetos y el tipo de Exposicion (conjunta o separada) el factor intra-sujetos
confirmé esta impresién, destacando una ausencia de efecto en el pre-test para ambos
factores, Exposicion y Sabor, y también para la interaccion [Fs(1,11) < 1,640; ps 2 0,227].
Este resultado indica que los animales consumieron de forma similar ambas
soluciones, independientemente de su sabor. Un analisis idéntico para los consumos
de las soluciones registrados en la prueba realizada después del condicionamiento
revel6 un efecto del factor Exposiciéon [F(1,11) = 5,948; p = 0,033], pero no del factor
Sabor ni de la interaccion [Fs < 1]. Este resultado indica una diferencia
estadisticamente significativa entre el consumo de la solucidon conjunta (EC+) y el
consumo de la solucién sola (EC-) en la prueba, independientemente del sabor.

Por otro lado, analizando los consumos de la soluciéon conjunta (EC+) en ambas

fases (pre-test y prueba) mediante un ANOVA de medidas repetidas con el Sabor
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(uva/cereza) como factor inter-sujetos y las Sesiones (pre-test/test) como factor intra-
sujetos, se observa un claro efecto del factor Sesiones [F(1,11)= 13,234; p = 0,004], pero
no del factor Sabor ni de la interaccion [Fs < 1]. Este resultado indica la existencia de
una diferencia estadisticamente significativa en el consumo de la soluciéon conjunta
(EC+) entre el pre-test y la prueba, independientemente de su sabor. Un analisis de
varianza idéntico pero evaluando el consumo del sabor solo (EC-) entre el pretest y la
prueba indicd una ausencia de efecto para los factores y para la interaccion [Fs < 1].
Esto se traduce en una ausencia de diferencias significativas entre el pre-test y la
prueba en cuanto al consumo de la solucién que se proporciond sola (EC-).

En la Tabla 19a se muestran los consumos del pre-test y de la prueba para las
diferentes condiciones de tratamiento (EC+ y EC-). Los consumos para cada solucién

correspondiente durante la fase de condicionamiento se observan en la Tabla 19b.

Figura 12a. Experimento 9: Prueba de consumo

Prueba de consumo

—a— Solucion CON (EC+)
—e— Solucion SEP (EC-)

Consumo medio (ml)
E
L

0 T T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de las soluciones CON (EC+): exposicidon conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante las pruebas de consumo (Pre-test y Test). Las barras de error
representan el error tipico de la media (xSEM).
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Tabla 19a. Experimento 9: Ingesta de las diferentes soluciones en la prueba de consumo

Solucién Pre-test Test
SEP (EC-) 3,38 (+0,26) 3,85 (+0,44)
CON (EC+) 3,46 (+0,34) 5,97 (+0,44)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposicidn conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test) y en la prueba de
consumo realizada tras el condicionamiento (Test). Los valores entre paréntesis representan el
error tipico de la media (£SEM).

Tabla 19b. Experimento 9: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

1A 1B 2A 2B 3A 3B aA 48
8,10 6,08 8,76 10,96 8,79 12,78 9,30 13,75
(£0,31) (t0,36)  (+0,44) (£0,26) (+0,26) (:0,43)  (+0,33)  (£0,36)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposicidon conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la fase de condicionamiento. Los ensayos A refieren a la
presentacién del sabor solo (EC-) y los ensayos B al sabor asociado con maltodextrina (EC+).
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8.3.3.2. Prueba de reactividad al sabor
Respuestas apetitivas

El nUmero de respuestas apetitivas mostrado por los animales ante la infusién de
ambos sabores (EC+ y EC-) en el test de reactividad fue algo mds elevado para el sabor
EC+ (ver Figura 12b). Un ANOVA de medidas repetidas realizado con las puntuaciones
de esta prueba, con el Sabor (uva o cereza) como factor inter-sujetos y el tipo de
Exposicidn a los sabores (conjunta o separada) como factor intra-sujetos, destacé un
efecto del factor Exposicion [F(1,11)= 5,006; p = 0,047] pero no hubo efecto del Sabor ni
de la interaccion [Fsp,11) £ 2,342; ps 2 0,154], confirmando que existian diferencias
significativas en el nUmero de respuestas apetitivas realizadas por los animales ante las

infusiones de las diferentes soluciones (EC+ y EC-) con independencia de su sabor.

Figura 12b. Experimento 9: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

120 -

100 T

80 A

60

40 -

20 4

Duracién media de las respuestas apetitivas (s)

0 .
CON (EC4) SEP (EC-)

Nota. Duracion media (en segundos) de las respuestas apetitivas mostradas por los sujetos en
la prueba de reactividad ante la infusion de los sabores CON (EC+): exposicidn conjunta; y SEP
(EC-): exposicion separada. Las barras de error representan el error tipico de la media (:SEM).
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Respuestas aversivas

Por otra lado, la Figura 12c muestra un numero casi inexistente de respuestas
aversivas ante las infusiones de la solucion condicionada (EC+) y de la solucién sola
(EC-). Otro analisis idéntico al anterior pero para las reacciones aversivas, puso de
manifiesto que no existia ningun efecto de los factores Exposicion y Sabor, ni tampoco
de la interaccion [Fs(1,11)< 1,757; ps 2 0,212]. Estos resultados confirman la ausencia de
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al numero de respuestas

aversivas a ambas soluciones (EC+ y EC-), independientemente de su sabor.

Figura 12c. Experimento 9: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Nimero medio de respuestas aversivas
L
1

. % _

CON (EC+) SEP (EC-)

Nota. Numero medio de respuestas aversivas mostradas por los animales durante la infusidn
del sabor CON (EC+): presentacidn conjunta, y del sabor SEP (EC-): presentacién separada. Las
barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).
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Los resultados obtenidos en la prueba de reactividad indican una transferencia
de las propiedades heddnicas de la solucién de maltodextrina al sabor EC+, que se
refleja en una tasa superior de respuestas apetitivas al sabor condicionado. Este
resultado se obtiene también en el experimento anterior realizado con sacarosa como
El. Sin embargo, cuando se utiliza sacarina como El este efecto no se encuentra,
corroborando que la asociaciéon sabor-cualidades heddnicas estd mediada por el
componente nutritivo de la solucién El.

Por otro lado, el hecho de utilizar sabores apetitivos como EC provocd que las
tasa de reacciones aversivas fuera muy baja, no encontrando diferencias ante la
infusién de ambos sabores (EC+ y EC-) en la prueba de reactividad.

En la Tabla 19c se muestran los valores promedio para las dos categorias de

respuestas (apetitivas y aversivas) analizadas en la prueba de reactividad.

Tabla 19c. Experimento 9: Respuestas registradas en la prueba de reactividad al sabor

Solucion Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP (EC-) 83,85 (15,16) 0,07 (x0,07)
CON (EC+) 99,00 (+7,48) 0,23 (+0,23)

Nota. Duracion media de las respuestas apetitivas y nimero medio de respuestas aversivas
mostradas por los animales durante la infusion de los sabores CON (EC+): presentacidn
conjunta, y SEP (EC-): presentacion separada, en la prueba de reactividad. Los valores entre
paréntesis representan el error tipico de la media (xSEM).
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8.3.3.1. Prueba de extincion

Por ultimo, en los ensayos de extincién se observé un patrén ligeramente
diferente al resto de experimentos de esta serie (ver Figura 12d). Aunque el consumo
de la solucion conjunta (EC+) se mantuvo en unos valores similares a la prueba, el
volumen global consumido para esta solucidn durante todo el experimento no fue tan
alto como en los experimentos anteriores con sacarina y sacarosa. En este sentido, el
aumento en el consumo de la solucidn sola (EC-) por mera exposicidn, provocé que los
consumos de ambas soluciones se igualaran con mas celeridad. Un ANOVA de medidas
repetidas evaluando el consumo de las soluciones (EC+ y EC-) para cada una de las
pruebas, siendo el Sabor (uva o cereza) el factor inter-sujetos y el tipo de Exposicion
(conjunta o separada) el factor intra-sujetos, indicé que no existia efecto alguno de los
factores Exposicion y Sabor, ni tampoco de interaccién entre ambos en ninguna de las
3 sesiones de extincidn [Fs;,11) < 3,110; ps 2 0,106]. Estos datos confirman que las
diferencias entre el sabor conjunto (EC+) y el sabor solo (EC-) existentes en la prueba,
se pierden tras esta sesidn en los ensayos de extincién.

Asi mismo, para observar los cambios en el consumo del sabor (EC+) presentado
conjuntamente con la maltodextrina, otro ANOVA de medidas repetidas con el Sabor
(uva o cereza) como factor inter-sujetos y las 4 Sesiones de extincién (incluida la sesién
de prueba) como factor intra-sujeto, indicé una ausencia de efecto ambos factores
Sabor y Sesiones, al igual que para la interaccién [Fs < 1]. Este resultado indica que el
consumo de la solucién condicionada (EC+) se mantuvo constante a lo largo de las
sesiones de extincion, con independencia de su sabor. Un ANOVA de medidas
repetidas idéntico al realizado anteriormente, pero ahora para evaluar el consumo de

la solucion que se presento sola (EC-), indicd una ausencia de efecto para los factores
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(Sabor y Sesiones) y para la interacciéon [Fs < 1]. Esto indica que, aunque la mera

exposiciéon a la solucién no condicionada (EC-) aumente su consumo, este aumento no

es suficiente para generar diferencias significativas durante las sesiones de extincion.
Los consumos medios durante la sesiones de extincidn para ambas soluciones,

conjunta (EC+) y sola (EC-), se muestran en la Tabla 19d.

Figura 12d. Experimento 9: Prueba de extincion

Pruebas de consumo y extincion

—a— Solucion CON (EC+)
—a— Solucién SEP (EC-)

Consumo medio (ml)
Foy

0 T T T
Pre-test Test Ext 1 Ext 2 Ext 3

Nota. Consumo medio de los sabores CON (EC+): presentacién conjunta, y SEP (EC-):
presentacion separada, durante las pruebas de consumo (Pre-test, Test) y durante los ensayos
de extincion (Ext 1, 2 y 3). Las barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).

Tabla 19d. Experimento 9: Consumos registrados durante la prueba de extincion

Solucion Extincion 1 Extincion 2 Extincion 3
SEP (EC-) 4,32 (+0,92) 4,42 (+0,84) 5,15 (x0,70)
CON (EC+) 6,70 (+0,88) 6,33 (+0,96) 5,56 (+0,82)

Nota. Consumo medio de los sabores CON (EC+): presentacidon conjunta, y SEP (EC-):
presentaciéon separada, durante los ensayos de extincién. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (£SEM).
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8.4. Experimento 10

Efecto de la devaluacion del reforzador con sabores apetitivos

La estrategia de este ultimo experimento de la serie fue disociar la contribucién
relativa de cada tipo de asociacion, aprendizaje sabor-sabor y sabor-nutriente, a los
cambios heddnicos producidos durante el condicionamiento de una preferencia
gustativa con sacarosa como solucidn reforzante. Para ello se empleé el paradigma de
devaluacién del reforzador con cloruro de litio (LiCl). Como se vio en un capitulo
anterior (ver Capitulo 7), en el caso de sabores moderadamente aversivos como el
sabor a limén, el efecto de la devaluacidn sobre las propiedades heddnicas de ese
sabor dependié de la naturaleza del reforzador empleado para inducir la preferencia
gustativa. Concretamente, cuando la solucién reforzante fue sacarina, su devaluacién
posterior con cloruro de litio redujo la preferencia gustativa por el limdn previamente
establecida pero no afectd a las cualidades heddnicas; esto es, la solucién
condicionada (limén) mantuvo su valor heddnico durante la prueba de reactividad al
sabor. Por el contrario, cuando el reforzador empleado para condicionar la preferencia
por el limén habia sido una soluciéon nutritiva como sacarosa y maltodextrina, en
ambos casos, la devaluacidn con litio redujo la preferencia por el limén previamente
establecida al tiempo que afectd a su valor heddnico reduciendo las respuestas
apetitivas emitidas por los animales durante la infusidn de la solucién. Estos resultados
se interpretaron como evidencia de que los cambios heddnicos producidos durante el
aprendizaje de preferencias gustativas responden a la formacién de una asociaciéon

sabor-nutriente. Sin embargo, dado que la solucidon de sacarosa también posee
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propiedades sensoriales como el dulzor, una asociaciéon sabor-sabor podria contribuir

también al proceso de aprendizaje de la preferencia condicionada.

En este experimento, tras el condicionamiento de una preferencia gustativa por
un sabor neutro/apetitivo (uva o cereza) por su asociacion con sacarosa, se devaluaron
por separado las propiedades sensoriales (dulzor) y nutritivas de la solucidn reforzante
de sacarosa, dos cualidades que pudieran contribuir al desarrollo de la preferencia
condicionada. Esto se realizé devaluando en unos sujetos el componente sensorial de
la solucidon de sacarosa mediante la asociacidn de sacarina con los efectos aversivos de
una inyeccion de cloruro de litio; en otros sujetos se devalud su componente nutritivo
asociando una solucidon de maltodextrina con el litio y, finalmente, en otra condicidn se
devaluaron ambos aspectos asociando la solucion de sacarosa directamente con litio.
A tenor de lo observado en los experimentos anteriores con la técnica de devaluacion,
es de esperar que la devaluacién por separado de las cualidades sensoriales vy
nutritivas de la sacarosa afectase de forma selectiva a las propiedades heddnicas
adquiridas por el sabor con el que se asocidé durante el desarrollo de la preferencia
condicionada. Mas especificamente, la hipdtesis de trabajo es que la devaluacion del
componente nutritivo del reforzador, pero no de su componente sensorial, reduzca las
propiedades heddnicas apetitivas adquiridas por el sabor durante el condicionamiento

de la preferencia gustativa.
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8.4.1. Sujetos y soluciones

Los sujetos utilizados en este experimento fueron 32 ratas macho de la cepa
Wistar (Rattus Norvegicus) procedentes del Bioterio de la Universidad de Oviedo, con
tres meses de edad al comienzo del experimento y un peso medio de 324 gramos
(rango 280-381 g). Los animales fueron alojados en el laboratorio y mantenidos en las
condiciones ambientales descritas en el Capitulo 5 sobre material y método general.

Como estimulos gustativos (EC) se emplearon los mismos sabores (uva y cereza)
utilizados en los experimentos anteriores de esta serie, concretamente dos
saborizantes de la marca Kool Aid (Kraft Foods Global Inc. IL 60093-2753 USA) diluidos
en agua destilada a una concentracién del 0,05%. Como solucion reforzante (El) para
inducir la preferencia condicionada se empled una solucion de sacarosa diluida
también en agua destilada al 8%. Las soluciones empleadas durante la fase de
devaluacién fueron una solucién de sacarina al 0,1%, una solucién de sacarosa al 8% vy

una solucion de maltodextrina al 8%, todas ellas preparadas con agua destilada.

8.4.2. Procedimiento

El procedimiento llevado a cabo en este experimento siguié un esquema similar
a los experimentos previos de esta serie con sacarina, sacarosa y maltodextrina como
reforzador pero con algunas modificaciones determinadas por el objetivo particular del
estudio. La Tabla 20 resume el disefio del experimento con las diferentes fases del
procedimiento empleado.

Tras someter a los animales al programa de privacién de bebida se realizé la

prueba inicial de preferencia incondicionada por las soluciones de uva y cereza. Para
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ello se proporcionaron los sabores a los animales en tubos calibrados durante 10
minutos, en el centro de las jaulas hogar y contrabalanceando la posicion. Se registré la
cantidad consumida de cada solucidn pesando los tubos antes y después de la prueba.

La fase de condicionamiento consté de 4 ciclos de dos sesiones cada uno. En la
primera sesidon de cada ciclo los animales recibieron la exposicidén a uno de los sabores
(uva o cereza) de forma aislada (EC-) durante 10 minutos. En la segunda sesién
recibieron el sabor alternativo (EC+) mezclado en la misma disolucién con sacarosa
(8%). Los sabores fueron contrabalanceados en todo momento. Tras los ensayos de
condicionamiento se realizé una nueva prueba de preferencia entre los sabores (EC+ vs
EC-) que permitié determinar la magnitud de la preferencia condicionada por el sabor
asociado con la solucién de sacarosa.

Una vez realizada la prueba se procedié a implantar a los animales las canulas
intraorales para la prueba de reactividad al sabor siguiendo el procedimiento descrito
en los experimentos anteriores. Tras el periodo de recuperacidn se realizd la sesién de
habituacidn al aparato de reactividad. Para ello se administré a los animales 1 ml de
agua a través de la canula durante 1 minuto (tasa de infusién: 1 ml/min).

En la prueba de reactividad se administré a los sujetos una infusion de 3 ml
durante 3 minutos (tasa de infusién 1 ml/min) de cada uno de los sabores (EC+y EC-),
la primera a las 09:00 horas y la segunda a las 13:00 horas. Durante la prueba se
contrabalanceé el orden de exposicién a los fluidos, de modo que la mitad de los
sujetos recibié el sabor EC+ durante la primera infusion y el sabor EC- en la segunda
infusion, siendo lo inverso para el resto de los animales. Durante la infusiéon de los
fluidos se registraron las respuestas orofaciales de los animales para su posterior

analisis y cuantificacion.
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Seguidamente se llevd a cabo la fase de devaluacién que constd de dos sesiones.
Los sujetos se asignaron a tres condiciones, devaluacion con sacarina, maltodextrina o
sacarosa. En la primera sesidn los sujetos de la condicidn “sacarina” recibieron una
exposiciéon de 10 minutos a esta solucidn; por su parte los sujetos asignados a las
condiciones “maltodextrina” y “sacarosa” recibieron durante esta primera sesién la
solucién correspondiente. Inmediatamente después se proporcioné a los animales una
inyeccion intraperitoneal de cloruro de litio (20ml/kg de LiCl .15M). Durante la segunda
sesion todos los animales tuvieron acceso libre a agua para la recuperacidon de los
efectos negativos de la inyeccion de litio.

Tras la fase de devaluacion se llevd a cabo una nueva prueba de eleccién entre
los dos sabores, idéntica al pre-test y al test (EC+ vs EC-) que permitiria conocer si la
preferencia desarrollada por el sabor asociado con la sacarosa (EC+) se vio afectada
por la devaluaciéon de cada uno de los componentes presentes en la solucidn
reforzante. Finalmente, se llevd a cabo otra prueba de reactividad con ambos sabores
(EC+y EC-), similar a la realizada tras la fase de condicionamiento, para determinar si la
devaluacién de cada componente (sensorial y nutritivo) afecté de diferente modo a las

cualidades heddnicas adquiridas por los sabores durante el condicionamiento .

Tabla 20. Disefo del Experimento 10

Pre-test Entrenamiento x 4 Test Canulacion TRT1 Devaluacion Post-test TRT 2

Sacarina = LiCL

EC+ EC+ 3 ml EC+ EC+ 3 ml EC+
EC+ Implante de
Vs EC- Vs canulaenla 3 mlEC- Sacarosa = LiCl Agua Vs 3 ml EC-
sacarosa cavidad oral
EC- EC- [o] EC- 10

Maltodextrina = LiCl

Nota. TRT: test de reactividad al sabor; 10: administracion intraoral;
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8.4.3. Resultados

8.4.3.1. Prueba de consumo

Como en los experimentos anteriores de esta serie, los consumos de las dos
sabores, EC+ y EC-, fueron similares durante la prueba inicial de preferencia (pre-test),
como se puede apreciar en la Figura 13a. También, en la prueba de preferencia
realizada tras el condicionamiento (test), el consumo de la solucién proporcionada con
sacarosa (EC+) fue superior al de la solucion presentada sola (EC-), indicando que la
experiencia conjunta del sabor con la solucién de sacarosa incrementé la preferencia
por dicho sabor. Un ANOVA de medidas repetidas con los factores Sabor (uva o cereza)
como variable inter-sujetos y el tipo de Exposicidn a los sabores (conjunta o separada),
mostré que no hubo diferencias en cuanto a la cantidad consumida de ambos sabores
durante la prueba de preferencia inicial (pre-test). El efecto de ambos factores y de la
interaccion entre ellos no resultd significativo [Fs < 1], confirmando que los animales
no tenian una preferencia incondicionada por uno de los sabores a emplear el
condicionamiento. Un ANOVA similar con los consumos de las soluciones registrados
durante la prueba de preferencia (test) revelé un efecto significativo del factor
Exposicion [F(1,30 = 16,967; p < 0,001], pero no del Sabor utilizado ni de la interaccion
[Fs < 1]. El andlisis realizado prueba el desarrollo de una preferencia condicionada por
el sabor asociado con la solucién de sacarosa. Este resultado confirma los obtenidos en
los experimentos previos de esta serie con uva y cereza como ECs.

El andlisis por separado del consumo de la solucién conjunta (EC+) en las dos
pruebas de preferencia realizadas, pre-test y test mediante un ANOVA de medidas

repetidas con el Sabor y las Sesiones como variables, mostré un efecto significativo de

217 |Pagina



Valor heddnico del sabor y desarrollo de la preferencia condicionada

las Sesiones de prueba [F(1,30) = 41,858; p < 0,001], pero no del Sabor o la interaccién
Sesiones x Sabor [Fs(,30) < 1,507; ps 2 0,229]. Esto indica que hubo un aumento en el
consumo de la solucion emparejada con sacarosa (EC+), independientemente de su
sabor. Un analisis similar con los consumos del sabor presentado solo (EC-) mostré que
no hubo efecto de las Sesiones o del Sabor y la interaccidn entre ellos [Fs < 1], lo que
indica que el consumo de esta solucidon no aumento tras el condicionamiento.

En la Tabla 21a se muestran los consumos de ambos sabores (EC+ y EC-) durante
las dos pruebas de preferencia mencionadas. En la Tabla 21b se observan los

consumos en la fase de condicionamiento para cada solucién correspondiente.

Figura 13a. Experimento 10: Prueba de consumo

Prueba de consumo

4 —a— Solucién CON (EC+)
- Solucidn SEP (EC-)

Consumo medio (ml)
(4]
1

D T
Pre-test Test

Nota. Consumo medio (ml) de las soluciones CON (EC+): exposicién conjunta, y SEP (EC-):
exposicidn separada, durante las pruebas de consumo (Pre-test y Test). Las barras de error
representan el error tipico de la media (xSEM)
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Tabla 21a. Experimento 10: Ingesta de las diferentes soluciones en la prueba de consumo

Solucidn Pre-test Test
SEP (EC-) 3,05 (+0,22) 2,90 (+0,28)
CON (EC+) 2,76 (+0,16) 5,09 (+0,31)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposicion conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test) y en la prueba de
consumo realizada tras el condicionamiento (Test). Los valores entre paréntesis representan el
error tipico de la media (xSEM).

Tabla 21b. Experimento 10: Consumos registrados durante la fase de condicionamiento

1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B
5,95 5,51 6,84 10,63 7,46 10,75 6,82 11,84
(x0,19) (£0,37) (¥0,17) (x0,30) (£0,21) (x0,47) (¥0,30)  (+0,30)

Nota. Consumo medio (ml) de los sabores CON (EC+): exposiciéon conjunta, y SEP (EC-):
exposicién separada, durante la fase de condicionamiento. Los ensayos A refieren a la
presentacién del sabor solo (EC-) y los ensayos B al sabor asociado con sacarosa (EC+).
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8.4.3.2. Prueba de reactividad al sabor

El nimero de respuestas apetitivas emitidas por los sujetos durante la infusion
del sabor condicionado (EC+) fue superior a las respuestas producidas por el sabor
presentado aisladamente (EC-) (ver Figura 13b). Un andlisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas con el Sabor (uva o cereza) como factor inter-sujetos y el tipo de
Exposicidon durante el condicionamiento (sabor con sacarosa o solo) como factor intra-
sujetos, mostré un efecto significativo del tipo de Exposicion a los sabores [F(1,30) =

40,675; p < 0,001]. El factor Sabor o la interaccidn no resultaron significativos [Fs < 1].

Figura 13b. Experimento 10: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

antes de la devaluacion

120 - *

100 A

80

60

40

20 4

Duracién media de las respuestas apetitivas (s)

0 T
CON (EC+ SEP (EC-)

Nota. Duracidon media (en segundos) de las respuestas apetitivas mostradas por los sujetos en
la prueba de reactividad ante la infusion de los sabores CON (EC+): exposicion conjunta; y SEP
(EC-): exposicion separada. Las barras de error representan el error tipico de la media (*SEM).
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Respuestas aversivas

En cuanto al numero de respuestas aversivas emitidas por los animales durante
la infusidon de los sabores durante la prueba de reactividad (ver Figura 13c) fueron
practicamente inexistentes tanto con la infusién del EC+ como del EC-. Un ANOVA
idéntico al anterior pero para de las reacciones aversivas mostré que no hubo efecto

alguno del tipo de Exposicidén o del Sabor, ni tampoco de la interacciéon [Fs < 1].

Figura 13c. Experimento 10: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

Nimero medio de respuestas aversivas
w
L

U ] eeem

CON (EC#) SEP (EC-)

Nota. Numero medio de respuestas aversivas mostradas por los animales durante la infusion
del sabor CON (EC+): presentacion conjunta, y del sabor SEP (EC-): presentacion separada. Las
barras de error representan el error tipico de la media (+SEM).
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Estos datos confirman que el condicionamiento con sacarosa fue eficaz para
incrementar las respuestas apetitivas evocadas por el sabor con el que se asocid,
aumentando su valor heddnico. Por lo tanto, estos resultados son congruentes con los
obtenidos en los experimentos previos con sacarosa como reforzador donde el
aumento en la valoracion afectiva de los sabores tras el condicionamiento de la
preferencia responde a su asociacién con las propiedades nutritivas de la sacarosa.

La Tabla 21c presenta los valores promedio para las dos categorias de respuestas
examinadas, apetitivas y aversivas, en la prueba de reactividad con los sabores antes

de llevarse a cabo la fase de devaluacion.

Tabla 21c. Experimento 10: Respuestas registradas en la prueba de reactividad al sabor

Antes de la fase de devaluacion

Solucién

Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP (EC-) 63,11 (5,88) 0,53 (+0,16)
CON (EC+) 102,11 (5,65) 0,63 (+0,14)

Nota. Duracién media de las respuestas apetitivas y nimero medio de respuestas aversivas
mostradas por los animales durante la infusion de los sabores CON (EC+): presentacidn
conjunta, y SEP (EC-): presentacion separada, en la prueba de reactividad antes de la fase de
devaluacidn. Los valores entre paréntesis representan el error tipico de la media (+SEM).
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8.4.3.3. Prueba de consumo tras la devaluacion

Como se muestra en la Figura 13d, tras la devaluacion de las diferentes
propiedades de la solucién reforzante de sacarosa, se produjo un descenso apreciable
en el consumo del sabor condicionado (EC+), indicando que la devaluacion fue eficaz
para reducir la preferencia previamente establecida. Esta reduccion en el consumo del
sabor se produjo con independencia de la solucién (sacarina, maltodextrina o
sacarosa) asociada con el cloruro de litio durante la fase de devaluacién. Un analisis de
varianza (ANOVA) con el Sabor proporcionado (uva o cereza) y la Devaluacion
(sacarina, maltodextrina o sacarosa) como factores inter-sujetos, y el tipo de
Exposicion con los sabores durante el condicionamiento (solo o con sacarosa) como
variable intra-sujetos, mostré que no hubo un efecto significativo de la Exposicidn, del
Sabor ni interaccidn Exposicion x Sabor [Fsi26 < 1,539; ps 2> 0,226]. El factor
Devaluacion tampoco fue significativo al igual que las interacciones Devaluacion x
Sabor, Exposicién x Devaluacién o la triple interaccion [Fsp,26) < 1,345; ps 2 0,278]. Se
puede concluir del analisis anterior que la devaluacién atenud la preferencia
condicionada previamente establecida por el sabor asociado con sacarosa (EC+),
puesto que ya no existen diferencias en consumo respecto al tipo de exposicion (EC+y
EC-), con independencia de la naturaleza de la solucién devaluada.

En la Tabla 21d se muestran los consumos de todas las pruebas de en base a los
grupos de devaluacidn. Se aprecia claramente que la diferencia entre los consumos de
los sabores EC+ y EC- producida por el condicionamiento se redujo tras la devaluacién,

independientemente de la solucion devaluada (sacarina, maltodextrina o sacarosa).
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Figura 13d. Experimento 10: Prueba de consumo tras la devaluacién

Pruebas de consumo

Consumo medio (ml)

—a— Solucion CON (EC+)
—o— Solucion SEP (EC-)

Pre-test Test Test-Dev Pre-test

Test Test-Dev

Devaluacién de sacarina Devaluacién de sacarosa

T T
Pre-test Test

Test-Dev

Devaluacién de maltodextrina

Nota. Consumo medio de los sabores CON (EC+): presentacidon conjunta, y SEP (EC-):
presentaciéon separada, durante las pruebas de consumo inicial (Pre-test), la prueba de
consumo después del condicionamiento con sacarosa (Test) y la prueba de consumo tras la
devaluacidn (Test-Dev). Las barras de error representan el error tipico de la media (£SEM).

Tabla 21d. Experimento 10: Consumos registrados durante las pruebas

Devaluacion Solucién Pre-test Test Test devaluacién
CON (EC+) 2,71 (+0,31) 5,00 (+0,49) 3,89 (+0,46)
Sacarina
SEP (EC-) 2,71 (0,22) 3,10 (+0,51) 3,40 (+0,98)
CON (EC+) 2,56 (+0,28) 5,24 (+0,58) 3,60 (0,72)
Sacarosa
SEP (EC-) 3,29 (0,58) 2,53 (+0,64) 4,18 (+0,79)
CON (EC+) 3,00 (+0,26) 5,04 (+0,60) 3,17 (0,43)
Maltodextrina
SEP (EC-) 3,16 (+0,30) 3,06 (+0,35) 3,86 (+0,66)

Nota. Consumo medio para los sabores CON (EC+): presentacién conjunta, y SEP (EC-):

presentacion separada, registrado durante la prueba de preferencia inicial (Pre-test), la prueba

realizada tras el condicionamiento (Test) y la prueba tras la devaluacion (Test devaluacion). Los

valores entre paréntesis representan el error tipico de la media (£SEM).
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8.4.3.4. Prueba de reactividad tras la devaluacion

Respuestas apetitivas

El patrén de resultados obtenido en la prueba de reactividad al sabor realizada
tras la fase de devaluacién fue, como se esperaba, diferente al observado en la prueba
de preferencia. Como se puede apreciar en la Figura 13e, en la condicién de
devaluacién de la sacarina los animales mostraron un nimero mas elevado de
respuestas apetitivas ante la infusién del sabor condicionado (EC+) que ante el sabor
presentado sin el reforzador (EC-). Este resultado indica que la devaluacion de las
propiedades sensoriales (dulzor) de la solucién empleada como reforzador (sacarosa)
no alteré la respuesta heddnica positiva adquirida por el sabor asociado con dicho
reforzador. Por el contrario, en las condiciones de devaluacion con soluciones
nutritivas (sacarosa y maltodextrina), la devaluacidon de estas soluciones redujo las
respuestas hedodnicas apetitivas producidas por el sabor asociado con sacarosa durante
el condicionamiento. Como se puede apreciar en la figura, tras la devaluacién de las
soluciones nutritivas, ambos sabores (EC+ y EC-) produjeron un nimero comparable de
respuestas apetitivas, lo que sugiere que en estas dos condiciones (sacarosa vy
maltodextrina) se atenud la valoracion heddnica adquirida por el sabor (EC+)
proporcionado de forma conjunta con la sacarosa durante el proceso de
condicionamiento de la preferencia gustativa.

El analisis estadistico efectuado con las respuestas apetitivas mostradas por los
animales durante la prueba de reactividad confirmd la descripcién anterior de los
resultados. Un ANOVA de medidas repetidas con el Sabor (uva o cereza) y la Solucién

Devaluada (sacarina, sacarosa o maltodextrina) como factores inter-sujetos, y el tipo
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de Exposiciéon a los sabores (mezclado con sacarosa o solo) como factor intra-sujetos,
mostré que no hubo efecto de los factores Sabor, tipo de Exposicion ni de la
interaccion [Fs(126) < 1,658; ps 2 0,209], lo que indica que la diferencia en respuestas
apetitivas ante los dos sabores, EC+ y EC-, se redujo tras la devaluacién. Sin embargo
este efecto dependid de la solucion devaluada. Un analisis de las comparaciones
multiples con el ajuste de Bonferroni para la interaccién Devaluacion x Exposicidn,
mostré que no hubo diferencias significativas en cuanto al nimero de reacciones
apetitivas ante los sabores (EC+ y EC-) en las condiciones de devaluacion de sacarosa 'y
maltodextrina [Fs < 1], pero si existian cuando las solucidn devaluada fue de sacarina

[F(1,26)= 5,378; p = 0,029].

Figura 13e. Experimento 10: Respuestas apetitivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

después de la devaluacidn

140
120 A

100 4

80
60

40

20 4

Duracién media de las respuestas apetitivas (s)

CON SEP CON SEP CON  SEP
(EC+) (EC-) (EC+) (EC) (EC+) (EC9)

Sacarina Sacarosa Maltodextrina

Nota. Duracidon media (en segundos) de las respuestas apetitivas mostradas por los sujetos en
la prueba de reactividad, realizada después de la devaluacién, ante la infusién de los sabores
CON (EC+): exposicidon conjunta; y SEP (EC-): exposicion separada. Las barras de error
representan el error tipico de la media (xSEM).
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Respuestas aversivas

Solamente en la condicidn de devaluacion de la sacarosa hubo un nimero mayor
de respuestas aversivas ante la infusidn de la solucién (EC+) asociada con sacarosa (ver
Figura 13f). El ANOVA de medidas repetidas efectuado con estas respuestas mostrd
que no hubo efecto significativo de los factores Sabor y Exposicién o de su interaccion
[Fs(1,26)< 2,547; ps 2 0,123], ni tampoco de la Solucién Devaluada, de su interaccion con
los demas factores o la triple interaccion entre las variables [Fs;,26) < 1,597; ps 2 0,222].
No obstante, un analisis posterior de la interaccién Devaluacién x Exposicion con el
ajuste de Bonferroni (p < 0,05) revelé una diferencia significativa entre el nimero de
respuestas aversivas mostradas ante los sabores (EC+ y EC-) en la condicidon de

devaluacién de la sacarosa, pero no en las condiciones de sacarina y maltodextrina.

Figura 13f. Experimento 10: Respuestas aversivas en la prueba de reactividad

Prueba de reactividad al sabor

después de la devaluacidn

30 A
25

204
*

Nimero medio de respuestas aversivas
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!

NERL EBY 1

CON SEP CON SEP CON SEP
(EC+) (EC-) (EC+) (EG-) (EC+) (EC-)

Sacarina Sacarosa Maltodextrina

Nota. Numero medio de respuestas aversivas mostradas por los sujetos en la prueba de
reactividad, realizada después de la devaluacidn, ante la infusién de los sabores CON (EC+):
exposicién conjunta; y SEP (EC-): exposicion separada. Las barras de error representan el error
tipico de la media (£SEM).
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En términos generales, los datos de la prueba de reactividad realizada tras la fase
de devaluacién reflejan el hecho de que la transferencia de las cualidades heddnicas
del El al EC parece estar mas relacionada con el componente nutritivo de la solucién
reforzante (sacarosa) que con sus propiedades sensoriales (sabor dulce). Ademas, que
la devaluacion del El utilizado para el desarrollo de la preferencia (sacarosa) genere un
numero mayor de respuestas aversivas es congruente con los experimentos anteriores
en los que se incluyd esta manipulacién, poniendo de relieve que el valor aversivo
adquirido por la sacarosa tras su devaluacion se transfiere a la solucidn con la que se
experimentd conjuntamente durante el condicionamiento.

En la Tabla 21e se muestran los valores promedio de las diferentes condiciones
de devaluacion para las dos categorias de respuestas, apetitivas y aversivas, analizadas

en las pruebas de reactividad al sabor llevada a cabo después de la devaluacién.

Tabla 21e. Respuestas registradas en la prueba de reactividad tras la devaluacion

Después de la fase de devaluacion

Grupos de . .
<. Solucién
devaluacion . .
Respuestas Apetitivas Respuestas Aversivas
SEP (EC-) 61,53 (£6,07) 0,55 (+0,24)
Sacarina
CON (EC+) 94,12 (+6,08) 0,74 (+0,31)
SEP (EC-) 78,08 (£8,24) 0,30 (+0,21)
Sacarosa
CON (EC+) 78,20 (+15,35) 1,30 (£0,47)
SEP (EC-) 77,13 (£10,73) 0,33 (x0,27)
Maltodextrina
CON (EC+) 76,55 (+13,45) 0,55 (+0,31)

Nota. Duracién media de las respuestas apetitivas (en segundos) y numero medio de
respuestas aversivas mostradas por los sujetos en la prueba de reactividad, realizada después
de la devaluacién, ante la infusion de los sabores CON (EC+): exposicidon conjunta; y SEP (EC-):
exposicién separada en las tres condiciones de devaluacién. Los valores entre paréntesis
representan el error tipico de la media (xSEM).
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8.5. Discusion de la serie experimental

Los resultados obtenidos en Experimento 7 indican que la experiencia conjunta
de un sabor agradable desde el punto de vista de su palatabilidad (uva o cereza) con la
solucion de sacarina fue eficaz para promover una fuerte preferencia condicionada por
el sabor emparejado con esta solucidn dulce. Tal y como sucedié en los experimentos
anteriores en los que se utilizd sacarina para el desarrollo de una preferencia
condicionada por el sabor acido de limén (Experimentos 1 y 4), tras la fase de
condicionamiento se observd un incremento significativo en el consumo de la solucién
presentada de forma conjunta (EC+) respecto a la solucidén que se presentd sola (EC-).
Conjuntamente estos datos indican que, con independencia del valor heddnico inicial
del sabor condicionado, su asociacion con las cualidades sensoriales de la sacarina
promueve una fuerte preferencia gustativa por esa solucidon, al menos cuando se
estima mediante una prueba de consumo. Por otro lado, confirmando los resultados
obtenidos en los estudios anteriores utilizando sacarina como reforzador, la prueba de
reactividad realizada en este experimento mostrd que el incremento en la preferencia
por el sabor presentado de forma conjunta (EC+) con la sacarina durante el
condicionamiento no se vio acompaifiado de un aumento en las respuestas apetitivas
gue evoca la soluciéon condicionada. Dado que la duracién media de las respuestas
apetitivas en este experimento fue muy superior en comparacién con los
experimentos realizados con limén como solucién condicionada y sacarina como
reforzador (Experimentos 1y 4), podria pensarse que el valor heddnico inicial apetitivo
de las soluciones de uva y cereza pudo influir de algin modo en los resultados de la
prueba de reactividad. Sin embargo, el hecho de que no se produjese un cambio en el

valor hedodnico de la solucién asociada con sacarina (EC+) tras el condicionamiento
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apoya la propuesta de que las preferencias gustativas establecidas con sacarina
responden a la formacién de una asociacién entre las cualidades sensoriales de la
solucion condicionada y del reforzador (aprendizaje sabor-sabor). Finalmente, la
prueba de extinciédn mostré que la preferencias condicionadas cuando se utiliza
sacarina como reforzador resultan altamente resistentes a los efectos de la experiencia
repetida con el sabor condicionado en ausencia del reforzador, un efecto de
resistencia a la extincion demostrado de forma repetida durante el aprendizaje de

preferencias gustativas con diferentes procedimientos y situaciones experimentales.

Por su parte, los resultados del Experimento 8 indican que la experiencia
conjunta de un sabor agradable (uva o cereza) con la solucion de sacarosa, de nuevo
promoviod una fuerte preferencia condicionada por el sabor emparejado con ella (EC+).
Tras la fase de condicionamiento se observd un incremento significativo en el consumo
de la solucion presentada de forma conjunta (EC+) respecto a la solucién que se
presentd aisladamente (EC-). En la misma linea, la solucién presentada de forma
conjunta (EC+) también mostré una fuerte preferencia condicionada en aquellos
experimentos previos en los que se utilizd sacarosa como El (Experimentos 2 y 5). Por
otra parte, la prueba de reactividad al sabor mostré también que el incremento en la
preferencia por el sabor (EC+) presentado de forma conjunta con la sacarosa se
acompaifd de un aumento en el numero de respuestas apetitivas durante la infusiéon
de dicha solucién, observandose un nimero mas elevado de respuestas apetitivas
respecto a la solucién que se presentd sola durante el condicionamiento (EC-).
Ademas, cabe destacar que la duracion media de las respuestas apetitivas para el
sabor presentado solo (EC-) es muy superior respecto a las obtenidas ante infusiones

de acido citrico cuando éste se ofrecidé de forma separada en los Experimentos 2 y 5,
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indicando que el valor heddnico inicial de las soluciones de uva y cereza ejerce cierta
influencia en los resultados obtenidos en la prueba de reactividad. Sin embargo, ésta
técnica parece ser lo suficientemente sensible como para detectar la asociacién sabor-
nutriente. Finalmente, la prueba adicional de extincién confirmd que el aprendizaje de
una preferencia gustativa utilizando sabores apetitivos como EC y sacarosa como El, se

mantiene de forma robusta en el tiempo.

Los resultados del Experimento 9 indican también que la experiencia conjunta de
un sabor agradable con la solucion de maltodextrina fomentd el desarrollo de una
preferencia condicionada por el sabor emparejado con ella, observdndose un
incremento significativo en el consumo de la solucién presentada de forma conjunta
(EC+) respecto a la solucidn proporcionada aisladamente (EC-). Fijandonos en los
experimentos previos con maltodextrina, podemos constatar que también se
desarrollé una preferencia condicionada por la solucién presentada de forma conjunta
en los Experimentos 3 y 6. Por otro lado, en la prueba de reactividad al sabor se
observa de nuevo un mayor numero de respuestas apetitivas en la solucién
condicionada (EC+), aunque la duracién media de las respuestas apetitivas para el
sabor presentado solo (EC-) es muy superior respecto a las obtenidas ante la infusién
del acido citrico proporcionado de forma separada en los Experimentos 3 y 6. Esto
destaca la influencia que el valor heddnico inicial de las soluciones ejerce sobre la
preferencia, ensombreciendo la expresidn de la asociacién sabor-nutriente en la
prueba de reactividad. Finalmente, la prueba de extincidon dejé patente que el uso de
un El sin unas cualidades sensoriales destacadas influye en la robustez del aprendizaje
ya que, en términos de consumo, la resistencia a la extincién parece mas débil cuando

la preferencia se establece Unicamente en base a la asociacion sabor-nutriente.
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Por ultimo, los resultados del Experimento 10 corroboran la efectividad del
procedimiento de devaluacidon del El para evaluar las bases asociativas del aprendizaje
de preferencias gustativas, también mediante la devaluacién por separado de cada
componente de las asociaciones que se forman al utilizar sacarosa como El. En este
sentido, cuando se realizé la prueba de consumo tras el entrenamiento, se observo el
desarrollo de una preferencia condicionada por el sabor (EC+) presentado de forma
conjunta con la sacarosa, respecto al sabor presentado solo (EC-). Este efecto de
preferencia se vio acompafiado, ademas, de un aumento en el nimero de reacciones
apetitivas mostradas por los animales durante la infusidn del sabor condicionado
(EC+). Una vez establecida esta preferencia, el cambio en el valor reforzante del
componente dulce del sabor del El (mediante la devaluacién de la solucidn de sacarina)
y su transferencia al sabor condicionado se hizo patente en una nueva prueba de
consumo, en la cual la preferencia adquirida por la solucidn condicionada (EC+) se
redujo de forma significativa. Por su parte, el cambio en el valor reforzante del
componente nutritivo del EI (mediante la devaluacién la solucién de maltodextrina o
de sacarosa) mostré también su efecto sobre la solucién condicionada (EC+), en
términos de consumo y en una prueba de reactividad posterior a la devaluacién. En
este sentido, la transferencia de las cualidades heddnicas relacionadas con el poder
reforzante del componente caldrico del El hacia la solucién con el sabor EC+ se vio
afectada cuando en la fase de devaluacion del El existia el componente nutritivo
involucrado, pero no cuando la devaluacién afectaba solo al componente sensorial y
gustativo (sabor dulce). Estos resultados sugieren de nuevo una estrecha relacion
entre la asociacidn sabor-cualidades heddnicas y el mecanismo de aprendizaje sabor-

nutriente, en lo que a la preferencia condicionada por el sabor se refiere.
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De forma conjunta, los resultados de esta ultima serie experimental ponen de
manifiesto la efectividad de la técnica de reactivcidad al sabor para evaluar las
diferentes asociaciones que se forman durante el condicionamiento de preferencia por
un sabor, incluso cuando éste es agradable desde un principio. El hecho de que los
sabores utilizados para el desarrollo de la preferencia condicionada fuesen apetitivos
planteaba la duda acerca de la eficacia de nuestra prueba ya que, al realizar un registro
del nUmero de respuestas apetitivas a la solucién presentada de forma cojunta (EC+) y
a la solucidn presentada de forma aislada (EC-), la evaluacion de los resultados podria
verse dificultada por el elevado nimero de respuestas apetitivas resgistradas con la
solucion no condicionada (EC-). Una vez mas, la prueba de reactividad al sabor se
mostré lo suficientemente sensible como para detectar las diferencias existentes entre
ambos sabores en cuanto al patrén de respuestas orofaciales mostradas durante la
infusion de estas soluciones, permitiendo establecer asi una clara disociacidén entre los
distintos mecanismos de aprendizaje que subyacen al desarrollo de una preferencia
condicionada (sabor-sabor y sabor-nutriente) sobre la base de las cualidades heddnicas
de las soluciones empleadas y su implicacion en los diferentes tipos de asociaciones

gue se pueden formarse durante el condicionamiento de la preferencia.
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Discusion general






Discusion general

Los resultados de este estudio muestran que pueden adquirirse, mediante el
aprendizaje, preferencias gustativas o condicionadas en virtud de la asociacién de
sabores inicialmente no preferidos por su baja palatabilidad (como el 4cido citrico) con
soluciones que poseen un alto valor reforzante, ya sea debido a sus cualidades
sensoriales o gustativas (como el sabor dulce de sacarina y sacarosa), o por las
consecuencias post-ingestivas derivadas de sus cualidades nutritivas (sacarosa vy
maltodextrina). Dada la naturaleza de este tipo de asociaciones, se ha propuesto la
explicacion de estos patrones conductuales desde el punto de vista del aprendizaje
asociativo, entendiendo que los humanos y el resto de animales pueden aprender a
aceptar o rechazar determinados alimentos o fluidos en funcién de las consecuencias
de su ingesta o sus cualidades sensoriales (Diaz y De la Casa, 2011; Myers y Sclafani,
2006).

Como se comentd en el capitulo introductorio, el paradigma de aversién
condicionada al sabor ha demostrado de forma clara que el emparejamiento de un
sabor con el malestar gdastrico producido por la inyeccién de una substancia con
propiedades eméticas o toxicas (LiCl, por ejemplo) provoca el desarrollo de una
aversiéon condicionada que se manifiesta tanto en el rechazo de la solucion gustativa
como por las reacciones orofaciales que los sujetos muestran ante su administraciéon
forzada con la técnica de reactividad al sabor (Parker, 2003, 2014). Del mismo modo, el
desarrollo de preferencias gustativas condicionadas parece basarse también en los
mecanismos del aprendizaje asociativo, observando que el emparejamiento repetido
de un sabor neutro (o inicialmente no preferido) con substancias que poseen un sabor

dulce o un cierto valor nutritivo incrementa la preferencia por ese sabor.
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En las dos primeras series experimentales de este estudio (Capitulos 6 y 7) se ha
demostrado el efecto basico de preferencia condicionada por el sabor de una solucién
de acido citrico, determinando la capacidad de diferentes substancias como sacarina,
sacarosa y maltodextrina para promover su adquisicion sobre la base a sus cualidades
reforzantes. El hecho de utilizar como estimulo condicionado (EC) una solucién de
acido citrico, no preferida inicialmente por su reducida palatabilidad, da mayor
consistencia al efecto de preferencia observado (Capaldi y Hunter, 1994; Diaz et al.,
2004). En este sentido, los resultados de los experimentos pertenecientes a los
capitulos 6 y 7 demuestran el desarrollo de una preferencia condicionada por una
solucion de limén -en términos de aumento en el consumo de la solucién- utilizando
como estimulos incondicionados (EI) una solucién de sacarina (Experimentos 1y 4), de
sacarosa (Experimentos 2 y 5) o maltodextrina (Experimento 3 y 6). La demostracion
del condicionamiento de la preferencia gustativa en los experimentos de estos dos
capitulos utilizando un grupo control de mera exposicion, que establece una reduccién
de la neofobia y un incremento del consumo de un sabor por su exposicidn repetida
(Domjan, 1976), permitié determinar en qué medida contribuydé este efecto a la
preferencia condicionada por el acido citrico. De la misma forma, en la tercera serie
experimental (Capitulo 8) se demostro6 de nuevo un efecto de preferencia
condicionada por el sabor, pero esta vez utilizando soluciones con sabores inicialmente
apetitivos como EC (sabores de uva y cereza). La utilizacién de sabores apetitivos de
forma innata ha sido recurrente en la investigacion sobre preferencias condicionadas
por el sabor, obteniéndose este efecto en multitud de estudios con diferentes
manipulaciones experimentales (Dwyer, 2005; Fedorchak y Bolles, 1987; Pérez, Lucas y

Sclafani, 1998, Sclafani y Ackroff, 2015). De igual forma, el desarrollo de las
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preferencias condicionadas utilizando sabores apetitivos como EC se llevé a cabo en
nuestro estudio utilizando como El las soluciones de sacarina (Experimento 7),
sacarosa (Experimentos 8 y 10) y maltodextrina (Experimento 9).

Existen muchos trabajos en la literatura experimental que han demostrado este
efecto de preferencia condicionada por el sabor empleando, al igual que en este
estudio, como estimulos incondicionados sustancias dulces sin consecuencias
nutritivas como la sacarina (Albertella y Boakes, 2006; Forestell y Lolordo, 2003;
Holman, 1975) y soluciones con un alto poder caldrico como sacarosa (Capaldi, Hunter
y Lyn, 1997) y maltodextrina (Delamater et al., 2006; Dwyer, 2008; Elizalde y Sclafani,
1988). De la misma forma, se han obtenido fuertes preferencias condicionadas con
otro tipo de soluciones que también poseen un cierto poder calérico, como glucosa
(Boakes y Lubart, 1988; Myers, Ferris y Sclafani, 2005), etanol (Ackroff, Rozental y
Sclafani, 2004) o chocolate (Owens et al., 1993). Estos estudios ponen de manifiesto
que las preferencias condicionadas por el sabor pueden ser el resultado de una
asociacion establecida entre los sabores de las substancias EC y El (aprendizaje sabor-
sabor), pero también pueden ser fruto del desarrollo de una asociacién entre el sabor
de la substancia EC y las consecuencias nutritivas o caldricas de la substancia empleada
para producir la preferencia gustativa (aprendizaje sabor-nutriente). Existen
determinados procedimientos que permiten disociar estos dos tipos de aprendizaje,
como la utilizacion de substancias sin componente caldrico para fomentar preferencias
basadas en asociaciones sabor-sabor (Diaz et al., 2004; Holman, 1975), la manipulacién
del nivel de privacion de los sujetos durante las pruebas para observar el desarrollo de
preferencias basadas en asociaciones sabor-nutriente (Capaldi, Owens y Palmer, 1994)

y sabor-sabor (Harris, Gorissen, Bailey y Westbrook, 2000) o la utilizacion de
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substancias de un poder nutritivo equivalente pero con diferente palatabilidad y
viceversa, con el fin de observar la influencia de ambos tipos de asociacion sobre la
preferencia condicionada por el sabor (Warwick y Weingarten, 1994).

Teniendo en cuenta los trabajos anteriores, la eleccion para el presente estudio
de sacarina, sacarosa y maltodextrina como soluciones reforzantes, radica en sus
distintas propiedades de cara a establecer asociaciones que promuevan el aprendizaje
de preferencias gustativas. Por un lado, el desarrollo de una preferencia condicionada
utilizando como El una solucidn dulce y sin valor nutritivo, como sacarina, deberia
estar basado necesariamente en la asociacién sabor-sabor (Holman, 1975). Sin
embargo, la utilizacién de una substancia con unas cualidades sensoriales especificas
(dulzor) y con alto poder nutricional, como la sacarosa, permite el establecimiento
tanto de una asociacion sabor-sabor como de una asociacidén sabor-nutriente (Ackroff,
2008; Gonzalez, Garcia-Burgos, De Brugada y Gil, 2010). Por ultimo, la utilizacion de
una substancia como maltodextrina, con el mismo poder caldrico que la sacarosa pero
sin sus cualidades sensoriales (sabor dulce), favoreceria la formacién de una asociaciéon
sabor-nutriente durante el desarrollo de la preferencia condicionada. Algunos estudios
han propuesto que la maltodextrina posee un cierto componente de palatabilidad y
gue tiene un sabor cualitativamente diferente a la sacarosa (Sclafani y Clyne, 1987). Sin
embargo, otros autores han demostrado que la maltodextrina no es capaz de
desarrollar preferencias condicionadas basadas exclusivamente en su sabor si se
minimizan sus efectos post-ingestivos (Bonacchi, Ackroff y Sclafani, 2008; Dwyer,
2008). Por esta razdn, el efecto que la maltodextrina puede ejercer como El sobre el
desarrollo de la preferencia condicionada estaria mas relacionado con el tipo de

asociacion sabor-nutriente que con el tipo de asociacién sabor-sabor.
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Explicado esto, en el aprendizaje de las preferencias condicionadas por los
sabores se pueden formar asociaciones entre el sabor de la substancia empleada como
EC y las propiedades sensoriales (gustatorias, olfatorias, etc.) y/o motivacionales
(componente nutritivo) de la solucién reforzante utilizada como El, pero también entre
el sabor de la substancia EC con las propiedades heddnicas (componente afectivo o
emocional) de la substancia El (Delamater y Oakeshott, 2007). De hecho, diferentes
estudios inciden en la separacion de este componente heddnico o afectivo respecto
del resto de propiedades susceptibles de asociacidn que el El posee (ver revisidon de
Berrigde, 2000). Para evaluar este componente afectivo, la bibliografia nos muestra
diferentes técnicas que se han llevado a cabo en el aprendizaje de preferencias
gustativas como el andlisis de la microestructura del patrén de ingesta (Davis y Smith,
1992; Dwyer, 2008) o la técnica de reactividad al sabor (Grill y Norgren, 1978). Asi
pues, el uso en este estudio de la técnica de reactividad al sabor para la evaluacién del
valor heddnico de las substancias en el condicionamiento de preferencias gustativas
nos permitié observar la relacién existente entre la asociacidon sabor-propiedades
heddnicas vy los diferentes mecanismos de aprendizaje de preferencia propuestos.

Asi pues, los resultados derivados de esta prueba fueron claros en nuestro
estudio, donde los sujetos de los experimentos en los que la preferencia condicionada
por el sabor se desarrollé utilizando substancias nutritivas como El (sacarosa en los
Experimentos 2, 5, 8 y 10, asi como maltodextrina en los Experimentos 3, 6 y 9),
mostraron un aumento en el nUmero de respuestas apetitivas durante la infusion de la
solucién condicionada, un incremento en el valor heddnico del sabor que no se
observé en los experimentos donde la preferencia condicionada se habia desarrollado

con un El que carecia del componente caldrico (sacarina en los Experimentos 1, 4y 7).
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Estos resultados permiten establecer una disociacion de los diferentes mecanismos de
aprendizaje que subyacen al condicionamiento de preferencias por los sabores
(asociaciones sabor-sabor y sabor-nutriente), indicando una estrecha relacion entre el
componente heddénico y el componente nutricional en este tipo de aprendizaje. Esta
relacion implica una transferencia de las propiedades heddnicas del El al EC tan solo
cuando el componente nutritivo esta implicado en la asociacidn, independientemente
del valor heddnico que la substancia EC posea de forma innata. Estos resultados son
congruentes con los obtenidos en otros trabajos previos mostrando un aumento en la
valoracion heddnica de substancias emparejadas con estimulos incondicionados
nutritivos, como glucosa (Myers y Sclafani, 2001) o sacarosa (Willmouth y Spear, 2009),
un cambio en la cualidad heddnica del sabor que no se produce cuando se utilizan para
el aprendizaje de la preferencia estimulos incondicionados sin componente calérico
como sacarina (Forestell y Lolordo, 2003). Sin embargo, Myers y Sclafani (2003) no
encontraron esta relacién entre la magnitud de repuesta heddnicas y el componente
nutritivo en otro estudio llevado a cabo con sabores amargos y acidos como ECs e
infusiones de glucosa como El. Los propios autores ofrecen una explicacién de este
resultado aludiendo a un cambio en el valor heddnico inicial de los sabores de las
soluciones utilizadas en los diferentes experimentos que realizaron y a un cambio en
los parametros de la prueba de reactividad. En su estudio previo utilizaron sabores de
uva y cereza como EC (utilizados también en los experimentos del Capitulo 8 de esta
tesis, de los que se hablard mas adelante) ademas de infusiones intraorales de 1
minuto durante la prueba. Sin embargo, en el estudio citado de Myers y Sclafani
(2003), estos autores utilizaron soluciones con sabores amargo y acido que se

infundian en la cavidad oral de los animales de forma intermitente durante la prueba,
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registrando tan solo las reacciones orofaciales de los sujetos durante los primeros 15
segundos de cada minuto en una prueba de 3 minutos de duracién. Ademads, la
concentracion de acido citrico utilizada en los experimentos de los capitulos 6 y 7 de
esta tesis (3%) es sensiblemente superior a la utilizada por Myers y Sclafani (0,05%) lo
gue, sumado a lo anterior, haria dificil una comparacién directa de los resultados de
ambos estudios. No obstante, diversos factores como la utilizaciéon de substancias con
un sabor débil o la infusién excesiva de nutrientes pueden dificultar el desarrollo de la
preferencia condicionada por el sabor (Ackroff, 2008). En este sentido, no se descarta
la posibilidad de que la concentracién utilizada en nuestro estudio fuese mas adecuada
para evaluar los cambios heddnicos en la prueba de reactividad.

Por otro lado y como indican los resultados de este trabajo, si la transferencia del
valor heddnico del El al EC se produce Unicamente cuando el componente nutritivo
estd presente, el test de reactividad al sabor nos permitiria disociar el aprendizaje de
preferencia basado en el sabor y el aprendizaje de preferencia basado en nutrientes.
En este sentido, una manipulacién especifica como la devaluacion del El mediante
inyecciones intraperitoneales de cloruro de litio (Experimentos 4, 5 y 6 del Capitulo 7)
nos permitié evaluar si ambos mecanismos de aprendizaje responden también a este
efecto de forma selectiva. En términos de consumo y de forma general, los resultados
de esta serie mostraron un descenso en la preferencia condicionada por una solucién
citrica tras la devaluacién del reforzador empleado para desarrollar esa preferencia
(sacarina, sacarosa o maltodextrina) e independientemente de su valor nutritivo. Este
resultado es consistente con muchos estudios en los que el valor reforzante del El
devaluado reside en su valor nutritivo (Baker, Booth, Duggan, y Gibson, 1987;

Delamater et al. 2006; Delamater, 2007; Pérez et al., 1996) y también con otros
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estudios que han centrado su atencidn en la devaluaciéon de las propiedades
sensoriales de los estimulos incondicionados (Diaz et al, 2004). Asi mismo, el andlisis
del efecto de la devaluacion del El mediante la técnica de reactividad al sabor en
nuestro estudio vuelve a poner de manifiesto la disociacién existente entre los
diferentes mecanismos de aprendizaje de preferencia, sabor-sabor y sabor-nutriente,
en funcion de las cualidades heddnicas de la solucién empleada como reforzador. Esta
prueba ha permitido comprobar que las diferentes asociaciones formadas durante el
condicionamiento de una preferencia gustativa responden de manera selectiva ante el
efecto de la devaluacién del reforzador. En esta linea, otros trabajos han conseguido
disociar también ambos mecanismos de aprendizaje con otros procedimientos de
devaluacién (Dwyer, 2005; Gonzalez et al. 2010; Scarlet, Campese y Delamater, 2009).
Concretamente en nuestro estudio, la magnitud de las respuestas heddnicas
mostradas ante la infusién de una solucidn de limén tras la devaluacién del El con el
gue habia sido emparejado solo se vio afectada cuando el componente caldrico estaba
presente en la solucién reforzante; esto es, para el caso de usar sacarosa (Experimento
5) y maltodextrina (Experimento 6) como El, pero no de sacarina (Experimento 4).
Estos resultados corroboran que la transferencia de las propiedades heddnicas del El al
EC esta mediada por la asociacién sabor-nutriente. Sin embargo, nuestros datos
también indican que la transferencia de las propiedades aversivas que pueda tener o
adquirir un El se transfieren al EC independientemente de la naturaleza de su valor
reforzante (que puede residir en su sabor agradable o en su valor nutritivo), una
cualidad del aprendizaje de elevado valor adaptativo para los animales. Esto se
observa en los 3 experimentos del Capitulo 7, tanto en las pruebas de consumo

realizadas tras la devaluacion del El, donde la ingesta de la soluciéon condicionada
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decrece en todos los casos independientemente del El utilizado, como en la prueba de
reactividad al acido citrico tras la devaluacién del reforzador, donde los sujetos que
recibieron previamente el limén de forma conjunta con el El mostraron un mayor
numero de reacciones aversivas respecto al resto de sujetos en cada uno de los
experimentos.

Asi mismo, los experimentos correspondientes al Capitulo 8 corroboraron
también que el efecto de preferencia condicionada por el sabor se produce de igual
forma cuando se emplean sabores inicialmente agradables. Para ello, la utilizacién de
saborizantes comerciales (Kool Aid) de uva y cereza como EC permitié establecer
preferencias condicionadas por estos sabores, en términos de consumo, cuando eran
emparejados tanto con sacarina (Experimento 7) como con sacarosa (Experimento 8) y
maltodextrina (Experimento 9). El analisis de las respuestas heddnicas mediante la
prueba de reactividad al sabor implicd en esta ocasion la comparacién de una solucién
emparejada con un reforzador (EC+) frente a otra solucidn que se presentd sola (EC-),
gue ya de por si era apetitiva, lo que generaba dudas sobre la sensibilidad de la prueba
para evaluar este tipo de sabores. Myers y Sclafani utilizaron en sus estudios de
reactividad al sabor la metodologia de infusiones intermitentes (Breslin, Davison y
Grill, 1990), proporcionando las soluciones a los sujetos Unicamente durante los
primeros 15 segundos de cada minuto en la prueba. El objetivo era evitar un posible
efecto techo debido al sabor de las soluciones pero, observando que sus resultados
fueron contradictorios (ver Myers y Slcafani, 2001 y 2003), se optd por mantener en
esta serie experimental el mismo criterio que en los experimentos anteriores de esta
tesis. Nuevamente, el test de reactividad al sabor demostrd su sensibilidad con

nuestros parametros, observando un aumento en el nimero de reacciones apetitivas

245 | Pagina



Discusion general

ante los sabores condicionados, pero solo cuando el componente nutritivo formaba
parte de las cualidades del El utilizado para el desarrollo de la preferencia gustativa.
Otros trabajos han evaluado también esta disociacién con la técnica de reactividad al
sabor utilizando sabores apetitivos como EC y un El con alto valor nutritivo (Forestell y
Lolordo, 2003). Para detectar los diferentes mecanismos asociativos variaron el estado
motivacional de los sujetos en la prueba, pero los resultados y la conclusién final
fueron los mismos que en nuestro caso.

Siguiendo esta linea y para concluir esta serie experimental y el estudio, se llevo
a cabo un ultimo experimento con el fin de evaluar, con la técnica de reactividad al
sabor, la disociacién de ambos mecanismos de aprendizaje (sabor-sabor y sabor-
nutriente) en el mismo experimento y una vez establecidas las asociaciones que lo
sustentan. Como se ha mencionado anteriormente, la literatura experimental nos
ofrece varios trabajos en los que se produce el desarrollo de una preferencia donde se
pueden formar durante el entrenamiento ambos tipos de asociaciones, sabor-sabor y
sabor-nutriente, y cdmo diversas variables como el nivel de motivacién o privacién de
alimento de los animales durante la prueba puede controlar la expresién de uno u otro
tipo de mecanismo asociativo (Gonzdlez et al., 2010; Harris et al., 2000; Yiin, Ackroff y
Sclafani, 2005a y 2005b). Para formar ambas asociaciones al mismo tiempo, en nuestro
experimento se llevé a cabo el desarrollo de una preferencia condicionada por un
sabor EC utilizando como El una solucién de sacarosa que posee ambos componentes,
sensorial y nutritivo. Una vez desarrollada la preferencia por el sabor asociado a la
solucién dulce y nutritiva, la devaluacién del componente sensorial mediante una
inyeccion de cloruro de litio administrada después de consumir una solucién dulce de

sacarina trajo como consecuencia un descenso en el consumo de la solucién
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condicionada previamente con sacarosa como reforzador. Ademads, se obtuvo el
mismo efecto al devaluar una solucién de maltodextrina, sin dulzor pero con poder
nutritivo, estableciéndose una clara disociacién en cuanto a las asociaciones que
pueden formarse en el aprendizaje de preferencias condicionadas por los sabores.
Respecto a la prueba de reactividad y habiendo comprobado que las propiedades
hedodnicas del El solo se transfieren al EC cuando existe un componente nutritivo
presente en la asociacion, los resultados encontrados confirmaron este efecto: la
devaluacién exclusiva del componente sensorial del El (sabor dulce) no reflejé ningun
cambio en el patréon de respuestas apetitivas mostrado por los sujetos tras el
condicionamiento de la preferencia; por el contrario, la devaluacién aislada del
componente nutritivo del El se expresé en un descenso en el nimero de respuestas
apetitivas mostradas por los animales en comparacidn con las registradas antes de la
devaluacién tras el condicionamiento con sacarosa. Este efecto se ha demostrado con
la técnica de reactividad al sabor en los trabajos de Forestell y Lolordo (2003), pero
utilizando un procedimiento basado en el control motivacional. Sin embargo, el uso en
nuestro experimento de un procedimiento de devaluaciéon de cada componente del El
por separado y su posterior evaluacidn con la técnica de reactividad al sabor, hacen de
este estudio la primera demostracién experimental en lo que a este aspecto se refiere.

Por ultimo y aunque la evaluacion del efecto de extincidon no fuese un objetivo
especifico de esta investigacion, las pruebas de consumo llevadas a cabo al final de
cada experimento pusieron de manifiesto un mayor efecto de resistencia a la extincién
cuando el mecanismo de aprendizaje implicado en la preferencia condicionada fue la
asociacion sabor-sabor que cuando se trataba de una preferencia gustativa basada en

la formacion de una asociacidén sabor-nutriente. En contraposiciéon, diversos estudios
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indican que las preferencias basadas en asociaciones sabor-nutriente podrian ser mas
resistentes a la extincién (Albertella y Boakes, 2006; Boakes, Albertella y Harris, 2007;
Drucker et al., 1994; Elizalde y Sclafani, 1990). Sin embargo, esta mayor resistencia solo
se manifiesta cuando el consumo del sabor asociado con el El se contrasta con el
consumo de otro sabor proporcionado solo durante el condicionamiento, entendiendo
esta resistencia a la extincion mas por la evitacién del sabor no emparejado con el
reforzador que por el mantenimiento de la asociacién sabor-nutriente (Harris et al.,
2004). Este tipo de prueba (EC+ vs. EC-) es el que se ha utilizado en los experimentos
de la tercera serie experimental de nuestro estudio (Capitulo 8) y la mayor robustez en
cuanto a este efecto de resistencia a la extincién se observd igualmente para la
preferencia basada en la asociacién sabor-sabor. No obstante, ya que en las pruebas
de consumo llevadas a cabo en este capitulo se contrastan dos sabores que son
agradables por naturaleza (sabores a uva y cereza), no es de extrafiar que el
argumento de la evitacion del sabor no emparejado carezca de peso cuando los
sabores no sean neutros o no preferidos. Ademads, en las dos primeras series
experimentales de este estudio (Capitulos 6 y 7) en las que se emplea un sabor acido
(limdén) como EC, la mayor resistencia a la extincidon se vuelve a producir en aquellas
preferencias que se basan en asociaciones sabor-sabor. Nuevamente, varios estudios
han obtenido evidencia de extincién cuando la solucién alternativa en un test de dos
botellas fue agua (Delamater, 2007; Drucker et al.,, 1994; Tarner et al., 2004), tal y
como sucede en las pruebas de consumo que se han llevado a cabo en los
experimentos de las dos primeras series experimentales de este trabajo.

En suma, los resultados que se obtuvieron en los estudios que componen esta

tesis doctoral demuestran la efectividad de la técnica de reactividad al sabor para la
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evaluacién de las bases asociativas por las que se rige el aprendizaje de preferencias
condicionadas por los sabores. En este sentido, la utilizacién de esta técnica junto con
las pruebas de consumo ha permitido comprobar la existencia de una estrecha relacién
entre el componente nutritivo del estimulo incondicionado y la asociaciéon sabor-
cualidades heddnicas que se puede establecer en el aprendizaje de preferencias
gustativas.

Finalmente y a nivel general, cabe destacar que el estudio de las preferencias y
aversiones gustativas se ha centrado basicamente en su dimensidn tedrica, tratando de
determinar la naturaleza asociativa de estos procesos de aprendizaje. No obstante, en la
ultima década han surgido orientaciones en la investigacién que tratan de incorporar los
conocimientos tedricos existentes acerca de esta modalidad de aprendizaje a diversos
ambitos de aplicacién tanto en el hombre como en los animales. Se han evaluado, por
ejemplo, aspectos relativos a la conducta animal tan diferentes como la influencia de los
procesos asociativos que subyacen al desarrollo de las preferencias gustativas para
incentivar el consumo de determinadas substancias, proteicas y nutritivas, en la dieta de
los lechones (Figueroa, Solad-Oriol, Borda, Sclafani y Pérez, 2012; Figueroa, Sola-Oriol,
Vinokurovas y Pérez, 2013; Guzman-Pino, Sola-Oriol, Figueroa, Dwyer y Pérez, 2015); la
influencia que ejerce el balance nutritivo sobre la conducta de alimentacién de las abejas
(Simcok, Gray y Wright, 2014), o el andlisis de las relaciones existentes entre el
comportamiento de la ovejas en campo abierto y la experiencia temprana con dietas

diversas y nuevos sabores (Villalba, Catanese, Provenza y Distel, 2012).

En el caso humano, la mayor parte de los trabajos que aplican los conocimientos
adquiridos en la investigacion basica sobre los mecanismos asociativos del aprendizaje de

preferencias por los sabores tienden a promover una alimentacion equilibrada y habitos
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alimentarios saludables. En esta linea, son varios los trabajos que ponen de manifiesto la
eficacia del aprendizaje sabor-sabor para incentivar el consumo de vegetales en nifios
(Ahern, Caton, Blundell y Hetherington, 2104; Anzman-Frasca, Savage, Marini, Fisher y
Birch, 2012; Capaldi y Wadhera, 2014; Keller, 2014) o del aprendizaje sabor-nutriente
para promover la preferencia por determinadas verduras (de Wild, de Graaf y Jager,
2012), asi como la influencia de la exposicién repetida a los comestibles para aumentar el
consumo, como en el caso de los zumos de frutas (Hartvig, Hausner, Wendin, Ritz y
Bredie, 2015). Otra implicacién practica que ofrece informacién sobre los diferentes
mecanismos de aprendizaje implicados en las preferencias gustativas iria encaminada al
disefio de técnicas de intervencion psicolégica para el tratamiento de patologias
relacionadas con la conducta alimentaria. En este sentido, algunas investigaciones ya se
han centrado en la aplicacion de los principios del condicionamiento clasico al
tratamiento de problemas relacionados con la obesidad (Birch y Anzman-Frasca, 2011;
Davidson, Sample y Swithers, 2014).

No obstante, se hace necesario fomentar la investigacidn en esta linea para tener
una vision mas holistica y disponer de herramientas para llevar a la practica los
conocimientos tedricos. De esta forma, las campafnas encaminadas a mejorar los habitos
alimentarios podrian, ademas de informar, mejorar los patrones conductuales en pos de
lograr unas preferencias alimentarias sanas no solo porque en nuestra sociedad actual el
consumo de sustancias “bajas en calorias” se ha convertido en la tendencia de los
patrones de alimentacidn, sino también por la consecuente reduccién del gasto en

sanidad que esto supondria.
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En esta tesis doctoral se han evaluado los cambios heddnicos producidos en la
valoracion afectiva de los fluidos mediante un paradigma de preferencia condicionada
por el sabor, obteniendo las siguientes conclusiones en relacidn con las hipdtesis

planteadas y los objetivos especificos del trabajo:

1) La combinacién de un sabor de baja palatabilidad (acido citrico) con
substancias que poseen diferentes cualidades reforzantes (sacarina, sacarosa y
maltodextrina) resulta en el desarrollo de una preferencia condicionada por ese
sabor en términos de consumo de la solucién, lo que permite disociar los
diferentes mecanismos asociativos por los que se rige la adquisiciéon de las

preferencias gustativas (sabor-sabor y sabor-nutriente).

2) La transferencia de las propiedades heddnicas de la substancia reforzante al
sabor condicionado, evaluada mediante la prueba de reactividad al sabor, esta
mediada por la presencia del componente nutritivo en la solucion reforzante.
Este efecto se manifiesta en un incremento de las respuestas apetitivas ante la

solucién condicionada.

3) El efecto de la devaluacién del reforzador mediante el cloruro de litio se
transfiere a la solucidon condicionada produciéndose un incremento de sus
propiedades aversivas ademas de una disminucién de la preferencia por ese
sabor en términos de consumo, un efecto que no depende de la naturaleza

reforzante (cualidades sensoriales o nutritivas) de la solucién devaluada.

253 |Pagina



Conclusiones

4) Las propiedades aversivas adquiridas por una solucion reforzante tras su
devaluacién afectan de forma selectiva a la valoracidn heddnica de la solucién
condicionada, produciéndose una disminucidn de la misma Unicamente cuando

el componente calérico esta implicado en la asociacidn establecida.

5) La utilizacién de soluciones gustativas con un valor heddnico inicial positivo
como estimulos condicionados en el desarrollo de la preferencia responde a los
mismos principios asociativos que las preferencias condicionadas por sabores no
preferidos inicialmente, expresandose de igual forma en términos de consumo y

en la valoracion heddnica de la solucidon en términos de reactividad.

6) La técnica de reactividad al sabor se muestra eficaz no solo para la evaluacién
de la valoracién afectiva de las soluciones implicadas en el desarrollo de las
preferencias gustativas sino también para la evaluacion de las bases asociativas

por las que se rige el aprendizaje de preferencias por los sabores.
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Conclusions

In the present study using the taste reactivity methodology, preferences and
palatability changes were analysed to investigate associative mechanisms underlying
flavour preference learning. The results obtained can be summarized in the following

points:

1) When an aversive CS flavour (lemon solution) was paired with either the
sweet taste of saccharin or the postingestive nutrient effects of sucrose or
maltodextrin, each of the solutions caused an increase in flavour consumption,
indicating the development of conditioned flavour preference for the associated

CS flavor.

2) Unlike saccharin, sucrose and maltodextrin each caused a significant increase
in the palatability of the associated CS flavour, as assessed by the number of
appetitive responses in the taste reactivity test. This finding suggests that
hedonic shifts in flavour preference learning are mediated by an association

between the CS flavour and the postingestive effects of nutrients.

3) Following pairing of saccharin, sucrose or maltodextrin with lithium-induced
illness, a significant decrease in flavour intake was obtained, indicating that the
previously conditioned flavour preference was abolished by the reinforcer

devaluation procedure.
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4) We found that the devaluation of sucrose and maltodextrin, but not of
saccharin, caused a reduction in the palatability of the associated CS flavor and a
concomitant increase in the number of aversive reactions, a result suggesting
that learned changes in perceived palatability are mediated by a flavour-nutrient

association.

5) Following pairing of an appetitive CS flavour (grape or cherry) with saccharin
sucrose or maltodextrin, a significant increase in flavour intake as well as an
increase in the number of appetitive reactions were observed, a pattern identical

to that found with an aversive CS flavour.

6) Finally, the taste reactivity test results a suitable methodology to assess
hedonic shifts during the development of conditioned flavour preferences and

examine the associative basis of this learning phenomena.
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