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Oliver Sacks
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sentimiento. Sin ella no somos nada...’
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RESUMEN

La supervivencia de un organismo depende en gran medida de la habilidad para discriminar
correctamente entre un alimento nutritivo y otro potencialmente toxico. Una forma de lograr
esto es mediante la asociacion entre las caracteristicas organolépticas (sabor, olor, textura,
temperatura, color) del alimento consumido y sus consecuencias post ingesta, de tal manera que
el aprendizaje obtenido pueda ser recuperado mediante mecanismos mnémicos en encuentros
posteriores con dicho alimento. En este contexto, el condicionamiento aversivo ha sido un
modelo de aprendizaje ampliamente estudiado tanto con estimulos olfativos como gustativos.
Se ha demostrado que la contigiiidad en la presentacion de los estimulos (unos cuantos
segundos) es crucial para que estos puedan asociarse, siendo el condicionamiento aversivo al
sabor (CAS) la excepcion a la regla y més recientemente el condicionamiento aversivo al olor
(CAO), en donde también es posible establecer asociaciones con intervalos interestimulos (l1E)
largos, sugiriendo que la falta de aprendizaje reportada en muchos estudios se debe a una
consolidacién deficiente de la memoria, méas que a una falla en la asociacién de los estimulos;
dicha consolidacion es posible cuando la memoria es “reactivada’ a corto plazo.

Los primeros experimentos realizados en este trabajo estuvieron encaminados a determinar si
esta reactivacion de memoria también se presenta en el CAS, empleando condiciones
suboptimas de aprendizaje (IIE largos y dosis bajas de estimulo condicionado, EC). Los
resultados mostraron que, contrario a lo que sucede en CAOQ, la calidad de las memorias de corto
(MCP) y largo plazo (MLP) se corresponde una con otra, es decir, es posible observar MLP so6lo
si se ha establecido la MCP, por lo que en este modelo no es posible encontrar condiciones que
permitan observar el fendbmeno de reactivacion.

Dada la gran variedad de metodologias y por tanto de resultados relacionados con el efecto del
I1E largo en el CAS, asi como los resultados en el experimento anterior, decidimos llevar a cabo,
bajo condiciones de aprendizaje Optimas, un estudio paramétrico de CAS, empleando IIEs
largos. Se encontrd que a diferencia de estudios previos, en el nuestro Unicamente fue posible
encontrar aversion hasta los 180 minutos, y a partir de los 240 si bien no se observé aversion, a
diferencia de los grupos control, el desarrollo de preferencia por el sabor permanecié bloqueado.
Para determinar como es que se lleva a cabo el desarrollo de la preferencia por un sabor,
realizamos un estudio de atenuacion de la neofobia (AN) y de inhibicion latente (IL) empleando
distintas concentraciones de solucién de sacarina y quinina, asi como dos métodos de
presentacion del estimulo de sabor: libre eleccidén y consumo forzado. Encontramos que con un
consumo de libre eleccion (agua vs sabor) no es posible observar AN con concentraciones
elevadas de solucién, contrario a lo que ocurre con un consumo forzado. Esto sugiere que
cuando se fuerza a un animal, el consumo de soluciones que bajo otras condiciones resultan
aversivas, no necesariamente indican la formacion de una memoria segura del sabor y por tanto
una AN real. En cuanto a IL, se encontré que la pre exposicion forzada a soluciones
concentradas, no desencadena el desarrollo de IL, sino el desarrollo de un CAS normal, contrario
a lo que sucede con pre exposiciones a soluciones a baja concentracién. Lo anterior indica que
el método de presentacion del estimulo gustativo (consumo voluntario vs. consumo forzado) asi
como la saliencia (del inglés salience) del mismo, determinan si se desarrolla o no AN y si se
favorece la adquisicion de CAS o el desarrollo de IL.



ABSTRACT

The survival of an organism depends to a great extent on the ability to correctly discriminate
between a nutritious and a potentially toxic food. A way to achieve this is through the association
between the organoleptic characteristics of the food consumed and its post ingestive
consequences, in such a way that the obtained learning can be recovered by mnemonic
mechanisms in later encounters with that food. In this context, aversive conditioning has been a
learning model widely studied, both with olfactory and gustatory stimuli. It has been shown that
the contiguity in the presentation of the stimuli (some seconds) is crucial for these to be
associated, with conditioned taste aversion (CTA) being the exception to the rule, and more
recently conditioned odor aversion (COA) in which it is possible to establish associations with
long interstimulus intervals (IS1), suggesting that the lack of learning reported in many studies
is due to poor memory consolidation rather than a failure in the association of stimuli; such
consolidation is possible when the memory is "reactivated” in the short term. The first
experiments carried out in the present work were aimed to determined if this memory
reactivation observed in COA experiments also occurs in CTA using suboptimal learning
conditions (long ISI and low doses of the conditioned stimulus, CS). The results showed that
contrary to what happens in COA, the quality of the short and long term memories correspond
to each other, so it is not possible to find conditions that allow us to observe the reactivation
phenomenon. Given the wide variety of methodologies and therefore results related to the effect
of long ISI in CTA, as well as the results of the previous experiment, we decided to carry out,
under optimal learning conditions, a parametric study of CTA using long ISI. It was found that
unlike previous studies, it was only possible to find aversion up to 180 minutes, and from 240
minutes although no aversion was observed, the development of preference for a taste remains
blocked. To determine how the taste preference development is performed, we conducted a
neophobia attenuation (NA) and latent inhibition (LI) study using different concentrations of
saccharin and quinine solution, as well as two methods of presentation of the flavor stimulus:
free choice and forced consumption. We found that with a consumption of free choice (water
vs. flavor) it was not possible to observe NA with high concentrations of solution, contrary to
what happens with forced consumption. This suggests that when an animal is forced, the
consumption of solutions that under other conditions are aversive, does not necessarily indicate
the formation of a safe taste memory and therefore a real NA. As for L1, it was found that forced
pre-exposure to concentrated solutions does not trigger the development of LI, but the
development of a normal CTA, contrary to pre-exposures to low concentration solutions. This
indicates that the method of presentation of the gustatory stimulus (voluntary consumption vs.
forced consumption) as well as the salience of the flavor, determine whether or not NA develops
and whether the acquisition of CTA or the development of LI is favored.



INTRODUCION

De manera general, la supervivencia de un organismo depende de factores internos y externos
tales como la resistencia a enfermedades, la habilidad para hacer frente a condiciones
ambientales cambiantes o adversas, el contar con mecanismos de defensa, la disponibilidad de
recursos alimenticios, etc.; dentro de éste ultimo punto, la correcta discriminacion entre un
alimento nutritivo y otro potencialmente toxico es de suma importancia. Este mecanismo de
diferenciacion implica no solo el aprender a distinguir momentaneamente, sino también, la
capacidad para recordar las caracteristicas organolépticas de dicho alimento (sabor, olor,
textura, temperatura) asi como las consecuencias posteriores a su ingesta; tan es asi, que esta
capacidad de aprender y recordar se considera uno de los desarrollos evolutivos mas importantes
en los animales, siendo por mucho, la memoria del sabor, uno de los tipos de memoria cruciales
para la supervivencia de los organismos a lo largo de la escala evolutiva (De la Cruz, 2008; De
la Cruz, Rodriguez-Ortiz, Balderas y BermUdez-Rattoni, 2015).

Pero (Qué es y que implica el aprender y el recordar? o en otros términos, ;Qué son el

aprendizaje y la memoria?

Aprendizaje

El aprendizaje, es el proceso mediante el cual se adquiere informacion sobre el ambiente interno
y externo de los organismos, es decir, se adquieren conocimientos sobre el mundo que nos rodea
produciendo modificaciones conductuales tanto transitorias como permanentes; asimismo, es
considerado como una de las funciones mas elaboradas en sistemas nerviosos complejos, sin
embargo también ocurre en organismos elementales (Ambrogi-Lorenzini, Baldi, Bucherelli,
Sacchetti y Tassoni, 1999; Kandel, Schwartz y Jessell, 2000).

Se asume que la funcién del aprendizaje ha evolucionado a la par de los constantes cambios en
el ambiente, permitiendo el ajuste del comportamiento de los organismos para asegurar su
supervivencia. Este aprendizaje se expresa en una gran variedad de formas que van a depender
de las condiciones bajo las cuales se haya producido (Ambrogi-Lorenzini, et al., 1999;
Timberlake, 1994).



De acuerdo con Salamon (2002) el aprendizaje puede ser dividido en dos tipos:

1) Aprendizaje Explicito: Donde el sujeto es consciente tanto del conocimiento que esta

adquiriendo como de los productos de dicha adquisicion.

2) Aprendizaje Implicito: Aquel en donde un aprendizaje se adquiere independientemente
de la conciencia del sujeto sobre dicho el proceso. Este aprendizaje involucra la
participacion de estructuras cerebrales que precedieron evolutivamente a la corteza, lo
que aportd grandes ventajas evolutivas y adaptativas a los organismos, mismas que se

transmitieron de una generacion a otra.

Proceso de aprendizaje

La informacion parcial que se adquiere sobre un objeto, funciona frecuentemente como una
sefial sobre el objeto en su totalidad (Rescorla, 1988a), asi, cuando un organismo aprende una
representacion sobre el mundo, es decir, genera su propia representacion interna y a través de la
experiencia, ajusta dicha representacion para ponerla acorde con la estructura real del mundo,
haciendo un esfuerzo por reducir cualquier error o discrepancia entre su representacion y la

realidad externa (Thompson y Kim, 1996).

En este sentido, una manera en la que los organismos, incluyendo al ser humano, aprenden sobre
relaciones causales en el mundo, es mediante el aprendizaje asociativo, el cual no se encuentra
limitado Unicamente a un set particular de asociaciones o a una respuesta en particular, sino que,
ademas, modifica el comportamiento del organismo inmerso en dicho proceso de aprendizaje;
tales asociaciones estan formadas por representaciones complejas de multiples eventos, de modo
que el contenido resultante permite tener una representacién mas enriquecida sobre el mundo
(Rescorla, 1988b; Timberlake, 1994).

Una de las formas mas simples y mas estudiadas de aprendizaje asociativo es el
condicionamiento clésico, cuyo postulado indica que cuando un estimulo originalmente neutro
(estimulo condicionado, EC) se asocia con otro que posee algun significado bioldgico para el

sujeto (estimulo incondicionado, EI), en un futuro el encuentro con el primero (EC) en ausencia



del segundo (EI) provocara por si mismo la respuesta que originalmente suscitaba este ultimo,
fendmeno al que se le denomind respuesta condicionada (RC) (Gluck y Bower, 1988).

Mucho se ha dicho sobre la importancia que tiene la contiguidad entre ambos estimulos para
que pueda darse una asociacion; de manera tradicional, especialmente en el area de la
psicologia, se considera que para que ambos estimulos puedan asociarse de manera adecuada,
el intervalo entre estos debe de ser de unos cuantos segundos, sin embargo es necesario sefialar
que el condicionamiento no solo depende de la contigiidad de los estimulos (EC-EI), sino
también de la informacion que uno (EC) da acerca del otro (El), pues la sola contigliidad puede
fallar en capturar la informacion necesaria para que se produzca una asociacion (Rescorla,
1988).

Las experiencias vividas por un organismo resultan de gran relevancia cuando de supervivencia
se trata, pues como se ha mencionado, los conocimientos que se adquieren ontogenéticamente
le permitiran modular su conducta, de modo que resulte mas adaptativa y en concordancia con
las condiciones de su entorno. Sin embargo, es necesario reconocer que esta experiencia propia,
la memoria de lo vivido y el comportamiento expresado ante esto, implica necesariamente una

estrecha relacion entre el aprendizaje y la memoria (Klein, Cosmides, Tooby y Chance, 2002).

Memoria

La memoria también llamada trazo, huella o engrama, se refiere a los cambios fisicos y
funcionales del sistema nervioso (plasticidad) que codifican lo aprendido (Squire, 1987; Wolf,
1998; Bear, 2001). Esta memoria implica un proceso mediante el cual la informacion obtenida
del ambiente ya sea interno o externo es retenida, modificada, almacenada y posteriormente
recuperada. Esta memoria se evidencia con la persistencia de modificaciones conductuales que
pueden ser observadas en el organismo (Ambrogi-Lorenzini et al., 1999; Kandel et al, 2000).
Tulving (1995, citado en Klein et al., 2002) y Klein et al., (2002) sostienen que la memoria es
el componente de una maquinaria neural que proporciona a los organismos la habilidad para
retener y utilizar la informacion y conocimientos adquiridos en el pasado y asi poder regular su

comportamiento en el presente.



El proceso de almacenamiento de la informacion adquirida comienza desde el instante en que
el estimulo es percibido, posteriormente esta informacion puede ser almacenada en una memoria
que dura desde unos cuantos minutos (memoria de corto plazo, MCP) hasta por el resto de la
vida del organismo (memoria de largo plazo, MLP). Dicha memoria bajo condiciones de
estimulacion adecuada, puede ser recuperada y evidenciada por los cambios conductuales
manifestados por el sujeto (Paller, 2009). De manera general, esta formacién de la memoria
sigue un proceso lineal, en donde la informacion almacenada a corto plazo pasa posteriormente
al almaceén de largo plazo (Fig. 1) fortaleciéndose cada vez méas conforme es procesada a traves

de las distintas estructuras cerebrales.

Entrada l Memoria ' Memoria de \ Memoria de
sensorial sensorial Corto Plazo Largo Plazo

Atencion L Consolidacion J

Figura 1. Modelo de formacién de memorias de Atkinson y Shiffrin (Tomado de Salamon, 2002).

Tipos de memoria y sus caracteristicas

Se han propuesto distintas clasificaciones de la memoria con base en su contenido, naturaleza o
duracion, lo cual implica que los mecanismos de almacenamiento y recuperaciéon de la

informacion difieren en este mismo sentido.

Squire (1987) e Izquierdo, Medina, Vianna, Izquierdo y Barros (1999), proponen la division de
la memoria en explicita o declarativa e implicita o procedimental (por contenido); memoria de
corto plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP) (por duracién) y de momento a momento
(memoria de trabajo). Sin embargo también se le ha clasificado en memoria primaria y

secundaria, memoria episodica y semantica, etc. (Fig. 2).



Memoria declarativa o explicita: se refiere a aquella memoria sobre hechos factuales y
episodicos situados en espacio y tiempo, donde se incluyen eventos complejos y experiencias
personales. Este tipo de memoria esta relacionada con el conocimiento y la conciencia
(Thompson y Kim, 1996; Paller, 2009). A su vez, este tipo de memoria se divide en memoria
episodica: aquella memoria correspondiente a un evento experimentado en un contexto
espaciotemporal especifico (Paller, 2009) y memoria semantica: contiene informacion y
conocimientos generales sobre el mundo e incluye fragmentos de informacion abstraidos de un

conjunto de eventos particulares. (Klein et al, 2002).

Memoria no declarativa o implicita: concerniente al conocimiento y recuerdo inconsciente.
Incluye habilidades aprendidas como los patrones motores, formacion de habitos, formas
simples de condicionamiento asi como formas no asociativas de aprendizaje tales como la

habituacion y la sensibilizacion entre otras (Thompson y Kim, 1996; Paller, 2009).

Memoria de corto plazo (MCP): implica el desarrollo de la traza o huella de memoria y su
almacenamiento por un periodo breve de tiempo, que va desde unos pocos segundos 0 minutos,

hasta unas horas (alrededor de 6 segun algunos autores) (lzquierdo et al., 1999; Paller, 2009).

Memoria de largo plazo (MLP): este tipo de memoria se consolida lentamente en un engrama
relativamente permanente, pudiendo permanecer desde algunos meses hasta afios, e incluso por

el resto de la vida del organismo (Izquierdo et al., 1999; Paller, 2009).

Tanto la MCP como la MLP son sistemas cuya funcién principal es preservar la informacién
adquirida para su posterior uso en caso de ser requerida. Estudios farmacol6gicos sugieren que
los mecanismos implicados en la formacién de estas dos memorias estan regulados por
subsistemas cerebrales separados, que en muchos casos, pueden pertenecer a las mismas

estructuras cerebrales o a estructuras diferentes.

Se sabe que durante la formacion de estos dos tipos de memoria, se producen cambios a nivel
cerebral que implican una compleja secuencia de eventos moleculares en las diferentes
estructuras encargadas de procesar la informacion recibida. Dichos cambios incluyen por
ejemplo la sintesis de proteinas, la activacion de genes, la liberacion de neurotransmisores y la
consecuente estimulacion sostenida de sus receptores, tales como los NMDA (receptores de

glutamato) que son criticos para la formacién y regulacién tanto del aprendizaje como de la



memoria especialmente durante la fase inicial del proceso asociativo entre los estimulos (EC-
El) (Lattal y Bernardi, 2007; Paller, 2009). El que estos cambios se lleven a cabo, permite la
modificacion y el establecimiento de redes neuronales necesarias para el almacenamiento

estable de la informacion adquirida.

MEMORIA

/\

DECLARATIVA NO DECLARATIVA

HECHOS EVENTOS  PROCEDIMENTAL APRENDIZAJE CONDICIONAMIENTO APRENDIZAJE NO
(HABILIDADES Y PRIMARIO Y CLASICO SIMPLE ASOCIATIVO
HABITOS) PERCEPTIVO /\
RESPUESTA RESPUESTA
EMOTIVA ESQUELETICA
LOBULO TEMPORAL MEDIAL ESTRIADO NEOCORTEZA AMIGDALA CEREBELO  VIA REFLEJAS
DIENCEFALO

Figura 2. Taxonomia de los sistemas de memoria de largo plazo (MLP) en mamiferos. Se mencionan

las principales estructuras cerebrales implicadas (Tomado y traducido de Squire, 2004).

Fases del proceso de memoria

Ambrogi-Lorenzini et al., (1999) consideran que el proceso de formacion de la memoria o
proceso mnémico estd conformado por una secuencia de fases diferenciables: adquisicion,

consolidacién, almacenamiento y recuperacion de la informacion.

Adquisicion: implica la percepcion de informacion del exterior o interna a través de los distintos
sistemas sensoriales de sujeto. Poco tiempo después de la adquisicién la informacion es labil y

puede ser alterada o incluso perderse (Ambrogi-Lorenzini et al., 1999).

Consolidacion: consiste en la formacion del engrama, huella, o traza (sindnimos utilizados para
designar al cddigo neuronal) de memoria. Durante este proceso la informacion recientemente
adquirida se vuelve mas estable a lo largo del tiempo, llegando a ser altamente resistente a
modificaciones (Ambrogi-Lorenzini et al., 1999; Kandel et al., 2000). Sin embargo, es
importante mencionar que una memoria o huella de memoria no permanece estéatica, si no que

puede ser asociada a otros tipos de informacion que favorezcan su almacenamiento estable o
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bien, que puedan interferir en su consolidacion, de modo tal que, una memoria consolidada
puede tornarse labil nuevamente y ser “reconsolidada” (Paller y Voss, 2004; Paller, 2009;

Yamamoto y Ueji, 2011).

Evocacion: es el proceso que permite la recuperacion y utilizacion de la informacion
almacenada en el pasado, misma que es reevaluada y relacionada con la informacién nueva
presente durante el momento de la evocacion y utilizada en el presente o en el futuro (Kandel et
al., 2000; Paller, 2009).

Estos procesos de formacion de memoria pueden ser independientes, de modo que el dafio en
alguna estructura cerebral puede impedir la formacion y almacenamiento de informacion nueva
pero mantener intacto el proceso de evocacién de memorias antiguas. El proceso de
recuperacion de la memoria (evocacién) difiere de acuerdo con las necesidades de informacion

mas apropiada o adaptativa a las condiciones presentes.

En los estudios de memoria, una falla durante la formacion, consolidacién, almacenamiento o
recuperacion de la informacién, siempre se manifiesta como una alteracion en la evocacion, por
lo que, el que un organismo sea capaz de beneficiarse de los aprendizajes obtenidos en el pasado,
depende no unicamente de los procesos de formacién de memoria, sino también de los aspectos
cognitivos tales como sus mecanismos de aprendizaje, su “maquinaria” de busqueda de
informacion, etc., es decir, de la basqueda e identificacion de informacién en la memoria del
organismo que sea potencialmente relevante para la conducta a realizar o el problema a resolver
(Ambrogi-Lorenzini et al.,1999; Klein, 2002).

Aprendizaje asociativo

Se sabe que las propiedades basicas del aprendizaje y la memoria, asi como las estructuras
cerebrales implicadas en el aprendizaje asociativo son muy similares en la mayoria de los
mamiferos incluyendo al ser humano (Thompson y Kim, 1996), por lo que, independientemente
del organismo en cuestion, este tipo de aprendizaje depende de las expectativas del sujeto en

una situacion dada.

Este aprendizaje de relaciones entre eventos permite a los animales, resultado de la exposicion
a dichas relaciones, la interpretacion y representacion de su ambiente (Rescorla, 1988a) asi
9



como la regulacién de sus sistemas de conducta, incorporando restricciones basadas en
informacion sensoriomotriz, secuencias de respuesta, la relacion entre la motivacion hacia el

estimulo y el procesamiento motor (Timberlake, 1994).

Rescorla-Wagner (1972) (citado en Lattal y Bernardi, 2007) ha sugerido que en el aprendizaje
asociativo ocurren cambios conductuales en funcion de las diferencias entre el estimulo
esperado, la disponibilidad de pistas y el estimulo presente. De este modo, la respuesta
observada ante un EC no solo depende del EI, sino también de sus propiedades perceptuales

(color, olor, sabor, textura, temperatura, concentracion, etc.) (Rescorla, 1988a).

Debido a que la alimentacidn es un comportamiento esencial para la supervivencia y adaptacion
de un organismo ante la gran variedad de recursos que ofrece el ambiente, resulta de gran
importancia que un organismo cuente con habilidades que le permitan diferenciar aquellos
alimentos gque son seguros para comer, de aquellos que no lo son, siendo el olor y el sabor dos
de las principales sefiales que permiten esta diferenciacion (Dardou, Datiche y Cattarelli, 2007).
En este contexto, el aprendizaje de un sabor es una forma adaptativa de aprendizaje que permite
a los organismos adecuar sus requerimientos nutricionales y rechazar los potencialmente toxicos

(Nufiez-Jaramillo, Ramirez-Lugo, Herrera-Morales y Miranda, 2010; Yamamoto y Ueji, 2011).

Condicionamiento aversivo al sabor (CAS) como modelo de aprendizaje

El condicionamiento aversivo al sabor (CAS) es un modelo de aprendizaje asociativo en el que
los organismos muestran un comportamiento de evitacion hacia un sabor determinado (EC) una
vez que el consumo de éste provoca malestar gastrointestinal (El), dando como resultado la
formacion de una memoria especifica a ese sabor aversivo que evitard su consumo posterior

(Bures, Bermudez-Rattoni y Yamamoto, 1998; Yamamoto, 2007).

Cuando un sabor es asociado con consecuencias postingestivas desagradables, el valor hedénico
de éste cambia de positivo a negativo; sin embargo, esto no implica un cambio en el estimulo
de sabor en si, sino en un posible incremento de la intensidad percibida que facilita la deteccion
de la sustancia “peligrosa”. Este cambio hedonico es observable cuando la conducta apetitiva
cambia hacia una conducta aversiva basada en dicho sabor (Yamamoto, 2007; Yamamoto y
Ueji, 2011).
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Es importante mencionar que no todos los estimulos son igualmente asociables, ya que algunos
pueden asociarse con mayor facilidad con una sefial que con otra (Garcia y Koelling, 1966,
citado en Rescorla, 1988a). En estudios de CAS, por ejemplo, un malestar interno se asocia
mejor con un estimulo gustativo que con uno auditivo o visual, es decir, se aprende a asociar
maés facilmente, pistas de sabor con el malestar que con otros estimulos externos (Revusky y
Parker, 1976; Rescorla, 1988). Por lo tanto, la memoria del sabor implica el reconocimiento de
éste, las diferentes caracteristicas relacionadas con su valor hedonico, el grado de familiaridad

y las caracteristicas nutritivas o toxicas asociadas con el mismo (Nufiez-Jaramillo et al, 2010).

El CAS estad compuesto de 5 fases: 1) deteccion y procesamiento del estimulo de sabor (EC), 2)
deteccidn y procesamiento del malestar (El), 3) asociacion de la representacion neural de ambos
estimulos (EC-EI), 4) recuperacién de la informacion de esta asociacion y 5) expresion del
conocimiento adquirido observable en la conducta (Lin, Roman, St. Andre y Reilly, 2009). Esta
posibilidad de aislar experimentalmente cada fase del proceso de adquisicion, consolidacion y
evocacion de la memoria, lo hace un modelo ampliamente utilizado para el estudio de las
diferentes etapas del proceso mnémico, dado que, mediante la interrupcién de alguna de ellas,

el CAS puede ser atenuado o incluso impedido.

Caracteristicas particulares del CAS

El CAS es considerado como una forma especial de condicionamiento clasico debido a que
posee una serie de caracteristicas peculiares y Unicas como la posibilidad de obtener un
aprendizaje aversivo robusto con tan solo un ensayo, ademas de soportar intervalos
interestimulos (11E) hasta de varias horas. Se sabe que la adquisicion del CAS se da con mayor
facilidad cuando el sabor es novedoso, en tanto que, cuando es familiar, la aversion suele ser
mas débil o no producirse, dependiendo del grado de familiaridad (Lin et al, 2009; Miranda,
2012), siendo la evitacion del consumo del sabor, un signo inequivoco de que el
condicionamiento ha sido exitoso (Bures et al., 1998; Welzl, D’Adamo y Lipp, 2001).
Asimismo, se da demostrado que, a diferencia de otros tipos de condicionamiento, la aversién
generada con un Unico ensayo, puede permanecer durante meses o incluso afios (Houpt,
Philopena, Joh y Smith, 1996).
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Importancia del CAS con IIE largos

Estudios iniciales sobre condicionamiento clasico consideraban que una contiguidad muy breve
(en el rango de segundos) entre la presentacion de los estimulos, era indispensable para que se
produjera este tipo de aprendizaje, sin embargo, posteriormente se demostré que no solo el I1E
era relevante, sino que ademas el que un El sea efectivo depende de la relacion entre el EC y la
respuesta esperada (Gluck y Bower, 1988), la saliencia de los estimulos (Sakai y Yamamoto,
1997; Misanin et al., 2001), su familiaridad (Kalat y Rozin, 1973; Koh y Bernstein, 2005; Lin
et al, 2009; Miranda, 2012).

El que la contiglidad temporal entre el sabor y el malestar visceral el modelo de CAS no sea
necesaria para que estos puedan asociarse, resulta de gran relevancia a nivel ecoldgico y
adaptativo, considerando que el aprendizaje con IIE prolongados, favorece la habilidad de los
organismos de regular su consumo alimenticio. Asimismo, es importante en el caso de la
asociacion de sabores con efectos benéficos tardios (Revusky, 1968) o por el contrario, si se
considera que la aversion al sabor ayuda a los sujetos a evitar el consumo de alimentos toxicos;
esta capacidad asociativa después de un intervalo largo, resulta muy util puesto que la absorcion
de nutrientes tipicamente comienza hasta alrededor de una hora después de la ingesta (Rescorla,
1988a). Por otro lado, a nivel experimental, esta caracteristica del CAS de tolerar IIEs largos
permite realizar manipulaciones tanto en la presentacion del EC como del El, tales como el
marcaje de neuronas individuales que permiten la caracterizacion de las rutas involucradas en

el evento de aprendizaje (Barot, Kyono, Clark y Bernstein, 2008).

Estructuras cerebrales que participan en el CAS

Toda conducta consciente o inconsciente realizada por un animal, incluyendo al hombre, esta
dirigida por cambios en el sistema nervioso que implican la participacién de distintas estructuras
cerebrales que trabajan en conjunto, ya sea al mismo tiempo 0 en momentos diferentes, para que
el aprendizaje y la memoria derivados de esa conducta, sean procesados y almacenados de

manera eficiente.

La existencia de una variedad de formas de aprendizaje y memoria, requiere de la participacion

de distintos sistemas de estructuras cerebrales, cada uno de los cuales, procesa un aspecto

12



diferente de la situacion en cuestion (Thompson y Kim, 1996). La codificacion, almacenamiento
y recuperacion de la informacién adquirida, se debe a la actividad neuronal de una red
distribuida en diferentes areas cerebrales (Nufiez-Jaramillo et al., 2010); por ejemplo, los
ganglios basales son sustratos clave para las funciones cognitivas tales como la recompensa y
el aprendizaje aversivo (Hikida, Morita y Mcpherson, 2016), en tanto que, especificamente en
el CAS, la activacion de redes neuronales es producida tanto por los estimulos gustativos como
viscerales, mismas que han sido descritas en diversos estudios empleando técnicas

electrofisiologicas, inmunohistoquimicas y farmacologicas.

La adquisicion del CAS genera cambios en los patrones de actividad cerebral en estructuras
tales como el nucleo del tracto solitario (NTS), nucleo parabraquial (PbN), amigdala (AMY), la
porcion parvocellular del nucleo talamico ventral posteromedial (VPMpc) y la corteza insular
(CI) en respuesta al EC, en tanto que las estructuras cerebrales mediadoras del EI dependen del
tipo de estimulo del que se trate. El cloruro de litio (LiCl) inyectado sistémicamente, es el
estimulo mas comunmente utilizado en los estudios de CAS, ya que es capaz de inducir nausea
al activar los nervios vago y esplacnico. Este procesamiento del estimulo visceral aversivo es
paralelo al procesamiento de la informacidn gustativa en distintos niveles cerebrales como en el
NTS, el PbN, la porcion parvocellular del nicleo talamico ventral posteromedial (VPMpc), la
AMY Yy la corteza insular (CI) (Welzl et al., 2001), por lo que se considera que la asociacién

entre el EC y el El puede darse no solo en uno sino en varios de estos niveles (Fig. 3).
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Figura 3. Rutas neuronales involucradas en el procesamiento de estimulos gustativos y viscerales durante

la formacion de la memoria del sabor (Tomado de NUfiez-Jaramillo et al., 2010).

Ndcleo del Tracto Solitario (NTS): la parte rostral del NTS es la primera estacion de relevo del
estimulo gustativo proveniente de los nervios facial y glosofaringeo, ademas de recibir entradas
sensoriales provenientes de aferencias viscerales (nervio vago). Es un mediador de la memoria
al modular los efectos de la estimulacion de receptores periféricos. Proyecta hacia estructuras
limbicas tales como la amigdala y el hipotdlamo, ademas del ndcleo parabraquial, mismas que
juegan un papel importante en la memorizacion de conductas motivadas aversivamente

(Ambrogi-Lorenzini, Baldi, Bucherelli, Sacchetti y Tassoni, 1999; Yamamoto y Ueji, 2011).

Nucleo Parabraquial (PbN): es el segundo relevo de la informacidn gustativa; proyecta tanto al
NTS como a la amigdala. La region caudal y lateral de este nucleo responden a la estimulacion
vagal, mientras que la porcion anterior y extrema medial responden a la estimulacion gustativa

(Hermann y Rogers, 1985). Se sabe que la integridad de este nucleo es necesaria durante la
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consolidacién de la respuesta condicionada (Ambrogi-Lorenzini et al., 1999; Yamamoto y Ueji,
2011), ademas de que su activacion cambia de “positivo a negativo” dependiendo del contenido
hedonico del sabor. Se ha demostrado que la transcripcion mediada por Fos en esta zona juega
un papel critico en la adquisicion y/o consolidacién de la memoria de largo plazo; del mismo
modo, la actividad glutamatérgica en este nlcleo, es necesaria durante el procesamiento del
sabor aversivo (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). Se cree que es una de las areas centrales en donde
la memoria del sabor interactia con las sefiales de malestar visceral, teniendo un rol crucial en

la asociaciéon de ambos estimulos.

Porcion Parvocellular del Nucleo Talamico Ventral Posteromedial (VPMpc): es el tercer relevo
de la informacion gustativa, la cual es enviada desde ésta estructura a la corteza insular
(Yamamoto y Ueji, 2011), ademas de procesar informacion visceral del estimulo aversivo
(Welzl et al., 2001).

Corteza Insular (IC): es el cuarto relevo de la informacion gustativa; posee un papel importante
en el aprendizaje aversivo dado que se considera como un area cerebral multimodal relacionada
con la percepcion de patrones temporales y tipos de estimulos sensoriales (Ambrogi-Lorenzini
et al., 1999). Es la corteza gustativa primaria (corteza agranular) y visceral; participa en el
reconocimiento de un sabor como familiar o novedoso. Receptores NMDA en esta estructura se
encuentran implicados en la consolidacion de la memoria del sabor (Lin et al., 2009). Asimismo
se considera que la memoria aversiva es almacenada a largo plazo en esta y otras estructuras,

después de que se ha llevado a cabo dicho proceso (Yamamoto y Ueji, 2011).

Nucleo Accumbens (NAcc): es una interfase involucrada en la motivacion (palatabilidad en el

caso del sabor) para llevar a cabo la accion (alimentarse).

Corteza Prefrontal (PFC): esta estructura se encuentra asociada con distintos mecanismos del
sistema de control alimenticio incluyendo el CAS. Recibe informacion de la corteza insular,
siendo las neuronas de la corteza prefrontal medial (mPFC) las que responden a los estimulos

gustativos (Yamamoto y Ueji, 2011).

Ndcleo Basal Magnocelular (NBM): estudios han demostrado que para que se lleve a cabo una
adecuada consolidacion de la memoria, es necesario que el NBM se encuentre intacto, siendo

esencial para la integracion de funciones subcorticales y la regulacién de actividad neocortical
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(Ambrogi-Lorenzini et al, 1999). La liberacion de acetilcolina (ACh) desde este nucleo, es
necesaria durante etapas tempranas de formacion de la memoria gustativa, independientemente

del componente heddnico del sabor (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

Amigdala (AMY): juega un papel importante en la adquisicion y el mantenimiento de los
cambios heddnicos de positivo a negativo (Yamamoto, 2007). Se considera un sitio de
convergencia de los EC y EI (Barot et al., 2008). Estudios han mostrado que lesiones en la
amigdala basolateral (BLA) impiden la formacion de aversion hacia el sabor (Yamamoto y Ueji,
2011). Se sabe que receptores NMDA en la BLA son importantes para la consolidacion y
recuperacion de la memoria del sabor (Lin et al., 2009); del mismo modo, estudios realizados
con anisomicina (inhibidor de la sintesis de proteinas) aplicada en amigdala central (ceA)
muestran que ante esta manipulacion se impide el establecimiento de CAS a largo plazo,
sugiriendo que la sintesis de proteinas en dicha area es necesaria para la consolidacion de la
memoria aversiva al sabor (De la Cruz et al, 2008).

Corteza Perirhinal (Ph): se ha demostrado que los receptores colinérgicos en esta estructura,
juegan un papel importante para la formacion de la memoria de reconocimiento del sabor y del
condicionamiento aversivo (Gutiérrez, De la Cruz, Rodriguez-Ortiz y BermUdez-Rattoni, 2004).
Asimismo, lesiones en la corteza perirhinal, afectan la percepcion de las ratas cuando se presenta

un sabor nuevo, alterando la respuesta neofébica normal del animal (Ramos, 2015).

ANTECEDENTES

Se sabe que tanto las caracteristicas olfativas como gustativas de un alimento, juegan un papel
relevante en la alimentacion. Al igual que el CAS, el condicionamiento aversivo al olor (CAO)
es una forma de aprendizaje asociativo, importante para la regulacion de la conducta alimenticia.
Ambos fendmenos comparten ciertas caracteristicas tales como la adquisicién de aversion con
un solo entrenamiento, la formacion de una aversion robusta que puede durar por el resto de la
vida del organismo, asi como la capacidad para tolerar intervalos interestimulos (IIE)
prolongados (Chapuis, Messaoudi, Ferreira y Ravel, 2007). Tradicionalmente se ha considerado
que en el CAO cuando se da una presentacion ortonasal del olor, puede resistir l1IE de hasta 15

min (Hankins, Garcia y Rusiniak, 1973) en tanto que, en su modalidad retronasal o cuando es
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combinado con un sabor, dicho condicionamiento puede resistir intervalos de hasta de varias
horas (Chapuis et al., 2007).

Hankins et al. (1973) compararon las caracteristicas del CAS con las del condicionamiento
aversivo al olor (CAO) empleando diferentes IIEs; sus resultados mostraron que la aversion al
olor no se produce cuando el IIE alcanza los 30 minutos, contrario a la aversion al sabor que
puede desarrollarse facilmente con dicho intervalo. Estudios recientes en nuestro laboratorio
con el modelo de CAO (Tovar-Diaz, Gonzélez-Sanchez y Roldan-Roldan, 2011) reportan la
presencia de memoria aversiva a IlEs de hasta 15 min. cuando se evoca a largo plazo; sin
embargo cuando se evoca a corto plazo es posible observar aversion con IIEs de hasta 60 min,
sugiriendo que, contrario a lo que tradicionalmente se ha sefialado, la falta de memoria aversiva
a largo plazo se debe a un falla en la consolidacion de la memoria mas que a una falla en la
asociacion de los estimulos. Por otro lado, un fenédmeno interesante que este autor reporta, es
que cuando la memoria se evoca tanto a corto (4h) como a largo plazo (48h) en un mismo grupo
de sujetos, la memoria aversiva parece fortalecerse, de tal forma, que es posible observar
aversion a largo plazo con I1Es de hasta 90 min. A éste fortalecimiento de la memoria de largo
plazo mediante la evocacion a corto plazo, se le denomind “Reactivacion” de la memoria
(Tovar-Diaz, 2011). Resultados similares sobre este fendmeno de “reactivacion” de la memoria
aversiva al olor son los reportados por Sanchez (2010), quien utilizé dosis bajas de LiCl (1% y
0.5% p.c) inyectado intraperitonealmente como El, con la finalidad de producir un aprendizaje
subdptimo que permitiera evidenciar el mejoramiento de la MLP después de la manipulacion
conductual. Sus resultados mostraron que es posible observar memoria aversiva con ambas dosis
a corto pero no a largo plazo, sin embargo, cuando la memoria es evocada tanto a corto como a
largo plazo en un mismo grupo, es posible observar aversion por el olor por un periodo de hasta
48h.
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JUSTIFICACION

Debido a que tanto el CAS como el CAO son mecanismos de regulacion de la conducta
alimenticia basados en un aprendizaje asociativo y que ambos comparten propiedades
conductuales similares cuya relevancia ecoldgica y evolutiva ha permitido la supervivencia de
los organismos, consideramos de gran relevancia determinar la universalidad del fendmeno de
reactivacion que describimos en el apartado anterior, por lo que nos planteamos de manera

inicial, las siguientes hipotesis y objetivos:

HIPOTESIS

e Aligual que enel CAO, en el modelo de CAS, el aumento del 1IE permitiré la asociacion
entre estimulos y la formacion de una memoria aversiva a corto plazo pero no a largo

plazo.

e Laevocacion del CAS a corto plazo reactivara la memoria permitiendo su consolidacion

a largo plazo.

OBJETIVOS

e Establecer una condicion experimental en la que se adquiera una buena MCP y una MLP
deficiente.

e Determinar el efecto de la evocacién de la MCP sobre la MLP.
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METODOLOGIA
GENERAL
Sujetos

En todos los experimentos se trabajé con ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 250 a
300g proporcionadas por la Unidad de Bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Se
mantuvieron con ciclo luz-oscuridad 12h:12h, con alimento (Rodent Laboratory Chow, Purina,
México) y agua ad libitum hasta 24h antes de comenzar las pruebas, en donde el agua fue

retirada para mantenerlos bajo condiciones de privacion.
Caja de condicionamiento

Las pruebas fueron realizadas en una caja rectangular (50cm largo x 40cm ancho x 18cm alto)
de polimetilmetacrilato (Plexiglas), sobre la que se colocd en cada extremo, una gradilla del
mismo material, con 8 perforaciones cada una, mismas que sirvieron para colocar un total de 16

bebederos plasticos con capacidad de 3ml y 0.1de precision.
Anélisis estadistico

Una vez obtenidos los datos de consumo (indices de preferencia o ml) de cada sujeto, los datos
fueron ingresados al programa Graph Pad Prisma version 5 (San Diego, CA, USA) para hacer
el analisis estadistico y la generacidn de gréficos. Se graficaron medias y errores estandar para
cada grupo experimental y se aplicd prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via seguida
se la prueba post hoc de Dunnet o prueba de Tukey, asi como pruebas de t de Student de dos

colas.
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EXPERIMENTO 1

1.1 Efecto de la doble evocacion de la memoria (a corto plazo y largo plazo) sobre el

condicionamiento aversivo al sabor (CAS) empleando intervalos interestimulos (11Es) largos.
Estimulos

Se empled como estimulo gustativo (EC) solucion de Sacarina 0.1% (Sigma-Aldrich, Toluca,
México) y como agente inductor de malestar (EI) cloruro de litio (LiCl) (Sigma-Aldrich, Toluca,
México) disuelto en agua destilada a una concentracion de 0.15M a una dosis de 2% del peso

corporal (p.c.) del sujeto.

Método

Se privo de agua a los sujetos 24 horas antes de comenzar el experimento. Durante los Dias 1y
2 (Habituacion): los sujetos fueron pesados y llevados a las cajas de prueba en donde se les
proporciond agua en los bebederos durante 10 minutos registrando los consumos. Lo anterior
con la finalidad de habituar a los sujetos a las condiciones y contexto en que se llevarian a cabo
las pruebas futuras. EI Dia 3 (Condicionamiento y Evocacién a Corto Plazo) se llevé a cabo la
sesion de condicionamiento (Fig. 4), para lo cual se retird el alimento hasta terminar la sesion.
Se pesaron y dividieron los sujetos en dos grupos para cada intervalo interestimulos (IIES)
establecido: 30, 120, 180, 240 y 300 min. Al Grupo 1 una vez condicionado, se le evoco la
memoria tanto a corto plazo (MCP) como a largo plazo (MLP) mientras que al Grupo 2,
unicamente se le midié MLP (Fig. 5). Los sujetos de ambos grupos fueron llevados de manera
individual a las cajas de prueba, en donde se les proporciond 4ml de solucion de Sacarina
(repartida en 8 bebederos contiendo 0.5ml c/u) durante 5min. Después de esto, los sujetos fueron
devueltos a la caja hogar y se esperd el IIE establecido para cada grupo, luego del cual, se
administr6 a cada sujeto una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de LiCl a un volumen del 2% p.c.
Dos horas después del EI, se midio la MCP en el Grupo 1. Para lo cual se llenaron 8 bebederos
(3 ml) de la caja de prueba con solucion de sacarina y los 8 restantes (3 ml) con agua, mismos
que se colocaron de manera alternada. Se permitio a los sujetos beber durante 10 minutos con
libre eleccion entre ambas sustancias; posteriormente se les regresé a la caja hogar y se

registraron las cantidades consumidas tanto de agua como de sacarina y se calcul6 el indice de
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preferencia (IP) por la sacarina mediante la siguiente formula: IP (%) = [ml consumidos de
sacarina / (ml consumidos agua + ml consumidos de sacarina)]*100. El Dia 4 (Recuperacion)
Unicamente se proporcion0 agua en la caja de pruebas y se registraron las cantidades consumidas
para cada sujeto. Dia 5 (Evocacion a Largo Plazo) se llevo a cabo la evocacion de la MLP tanto
en el Grupo 1 como en el Grupo 2 usando el mismo procedimiento que el dia 3 para la MCP, se
obtuvieron los IP. Posteriormente se vaciaron los datos obtenidos tanto a corto como a largo
plazo en el programa Graph Pad Prism 6 para la realizacion de los graficos y estadisticos

(ANOVA de una via y prueba post hoc de Dunnet).

Sacarina LiCl Malestar Aversion a la Sacarina
(EC) (ED (RI) (RC)

Figura 4. Modelo de Condicionamiento Aversivo al Sabor. EC: estimulo condicionado; El: estimulo

incondicionado; RI: respuesta incondicionada; RC: respuesta condicionada.
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1 1 1 t 1 t McCP MLP

El
Intervalos Interestimulos (ITE) (min)

b) 48h
it I
EC 30 60 120 180 240 300 I
T T I T T T MLP
EI
IIE (min)

Figura 5. Escala de intervalos interestimulos (I1Es) empleados. Método seguido para el Grupo 1 (a) y el

Grupo 2 (b) durante el condicionamiento aversivo y la evocacion de la memoria del sabor.
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Resultados

A diferencia de lo reportado en el modelo de CAO, en el modelo de CAS con IIE largos no fue
posible encontrar, bajo ningun intervalo, las condiciones en las cuales se observara un
mejoramiento de la MLP debido a la evocacion previa de la misma a corto plazo, es decir no se
observo una “reactivacion” de la memoria; observandose en su lugar, una pérdida progresiva de
la aversion equivalente tanto a corto como a largo plazo, es decir: si la MCP era buena, también
lo era la MLP y viceversa, si se encontraba una deficiente MCP también la MLP resulto
deficiente, no encontrando diferencias significativas entre el grupo evocado a largo plazo y
aquel evocado o reactivado previamente a corto plazo. Por otro lado se encontr6 la presencia de
aversion tanto a corto como a largo plazo hasta el IIE de 180min (IP=28.9 y 20.4; P<0.05) en
tanto que, a intervalos superiores ya no fue posible observar aversion (I11E 240 min. IP=49.2 y
39.3) (Fig. 6).

Efecto del IIE largo en el CAS

1003 I wmLP
=1 mce
E=1 "Reactivaciéon”

80"

indice de Preferencia (%)

30 120 180 240 300

Intervalo Interestimulos (min)

Figura 6. Indices de preferencia (IP) registrados para los grupos evocados a corto plazo (MCP), largo

plazo (MLP) y grupos evocados tanto a corto como a largo plazo (Reactivacion). Se condicioné a
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distintos intervalos interestimulo (lIE) utilizando solucion de Sacarina 0.1% e inyeccion ip de LiCl
0.15M, 2% p.c. (** P<0.01; *** P<0.001). Se grafica media = E.E.M. *Diferencias respecto al grupo

control condicionado con IIE de 30min. Ndmero de sujetos por grupo (n) expresado entre paréntesis.

1.2 Efecto de la doble evocacion de la memoria (a corto plazo y largo plazo) sobre el
condicionamiento aversivo al sabor (CAS) empleando dosis bajas de LiCl como estimulo

incondicionado (EC).

Debido a los resultados obtenidos empleando IIE largos durante el condicionamiento, decidimos
buscar nuevamente, bajo otros parametros, aquella condicion que permitiera la posibilidad de
“reactivar” la memoria de largo plazo, es decir, condiciones en la que se produjera una buena
memoria de corto plazo y una memoria de largo plazo deficiente. Para ello, y basandonos
nuevamente en estudios previos de CAO, decidimos disminuir las dosis de cloruro de litio
0.15M (EC) a dosis de 1%, 0.5% y 0.25% del peso corporal (p.c.) del sujeto.

Meétodo

Se llevo a cabo el procedimiento de habituacidn ya descrito durante los primeros 2 Dias. El Dia
3 (Condicionamiento y Evocacién a Corto Plazo) se llevo a cabo la sesién de condicionamiento
previamente descrita dividiendo a los sujetos en 6 grupos, dos para cada dosis establecida. Se
utilizé un IIE de 30min posteriores al consumo de la solucién, administrando a grupos
independientes, inyecciones i.p. de LiCl de acuerdo a la dosis asignada: 1%, 0.5% 0 0.25% p.c.,
posteriormente se llevaron a cabo las pruebas de evocacion de la MCP y MLP. El Dia 4 se
realizd la sesion de recuperacion y el Dia 5 se evocd la MLP siguiendo el procedimiento del

experimento anterior y se realizaron los andlisis estadisticos (Fig. 7).
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Figura 7. Metodologia empleada durante el condicionamiento aversivo al sabor (CAS) empleando dosis
bajas de LiCl. Método seguido para los grupos evocados tanto a corto y largo plazo (a) y para los grupos

evocados Unicamente a largo plazo (b).

Resultados

Los resultados obtenidos empleando dosis bajas de El, al igual que el empleo de IIE largo no
produjeron las condiciones necesarias para poder observar la reactivacion de la memoria.
Teniendo que, al igual que en el experimento anterior, la aversion registrada fue proporcional a
la dosis de LiCl inyectada, es decir a menor dosis menor aversion, observandose una
disminucion de ésta de manera paralela tanto a corto como a largo plazo. Bajo estas condiciones
fue posible observar aversion hasta una dosis de LiCl de 0.5% p.c. (IP=14.4 y 8.45; P<0.05), en
tanto que a 0.25% la aversidn observada fue deficiente (IP=31.4 y 45.8). Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo evocado tanto a corto como a largo plazo,
con aquel evocado Unicamente a largo plazo para esta Gltima concentracion (0.25%) (Fig. 8).
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Efecto de dosis bajas de LiClen el CAS
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Figura 8. indices de preferencia (IP) registrados para los grupos evocados a corto plazo (MCP), largo
plazo (MLP) y grupos evocados tanto a corto como a largo plazo (Reactivacién). Se condicion6
empleando un IIE de 30 min. (* P<0.05). Se grafica media + E.E.M. NUmero de sujetos por grupo (n)

expresado entre paréntesis.

Discusion

A diferencia de lo que sucede con el olor, el hecho de no haber encontrado el fendbmeno de
“reactivacion” de la memoria de largo plazo en el CAS, revela esta reactivacion no es una
condicion inherente a los sistemas de condicionamiento toxicofébico en general, sino que deben
de cumplirse ciertas condiciones particulares que permitan el desarrollo de dicho fenémeno. Por
un lado, la presencia de memoria aversiva de corto plazo en el modelo de CAS, implica también,
la presencia de memoria aversiva de largo plazo; esta memoria disminuye de manera
proporcional conforme se incrementa el IIE, por lo que, a diferencia de lo reportado en CAO,
no es posible encontrar una condicion de aprendizaje subdptimo en donde se pueda observar
una buena memoria de corto plazo y una deficiente memoria de largo plazo que pueda ser

mejorada o “reactivada”. Los reportes de nuestro laboratorio (Sanchez, 2010y Tovar et al, 2011)

25



sugieren que en el CAO, estas condiciones de aprendizaje suboptimo se deben a un problema
en la consolidaciéon de la memoria aversiva, mismo que impide su adecuada evocacion; sin
embargo en el CAS con IIE largo, puede observarse que esta falta de aversion ante IIE mayores
a los 180min. o con dosis bajas de LiCl (0.25% p.c.) es en efecto, producto de una asociacion
deficiente de los estimulos debido al tiempo transcurrido entre la presentacion del EC y el El 'y
a la incapacidad de dicha dosis para generar malestar gastrontestinal que pueda ser asociado al

sabor.

EXPERIMENTO 2

Reevaluacion del aumento del intervalo interestimulo (I1E) sobre el condicionamiento

aversivo al sabor (CAS)

Nuestros resultados anteriores mostraron que no es posible encontrar en el modelo de CAS, las
condiciones experimentales que permitan el mejoramiento de la MLP mediante la evocacion a
corto plazo. Sin embargo, a pesar de que el CAS ha sido un fendmeno muy estudiando, existe
una gran variedad de metodologias empleadas para generarlo y pueden afectar los resultados,
por ejemplo el uso de uno o dos bebederos durante la fase de prueba, el uso de distintos Els y
estimulos “complementarios” tales como rayos X (Smith, Morris y Hendricks, 1964; McLaurin,
1964; Garcia et al., 1966; Smith y Roll, 1967; Revusky, 1968), disminucién de la temperatura
(Misanin et al, 2002a; Hinderliter, Musci, Pollack, Misanin, y Anderson, 2004), rotacion,
anestesia (Rozin y Ree, 1972), el nimero de ensayos de condicionamiento (Garcia et al, 1966,
Garcia, Hankins, Robinson y Vogt, 1972), el método de presentacion del EC (libre consumo o
infusion intraoral) (Schafe, Sollars y Bernstein, 1995), asi como el momento de evocacién de la

memoria que, de manera general, se lleva a cabo una vez consolidada la MLP.

La consecuencia de esta variacion en los disefios experimentales ha provocado la obtencion de
resultados distintos, incluso contradictorios. Es por ello que decidimos llevar a cabo un estudio
paramétrico bajo condiciones éptimas de entrenamiento, que nos permitiera observar el proceso
de consolidacion de la memoria del sabor través del tiempo, empleando I1Es largos y evocando

tanto a corto como a largo plazo.
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Antecedentes

Dentro de los estudios pioneros sobre CAS empleando IIE largos, se encuentra el realizado por
Garcia et al., en 1966 (experimento B), quienes condicionaron ratas Sprague-Dawley utilizando
soluciéon de sacarina y una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de apomorfina (15 mg/Kg)
administrada a diferentes I1Es: 30, 45, 75, 120 y 180 min. cada tercer dia hasta completar cinco
ensayos. Sus resultados mostraron que la apomorfina producia aversiones significativas con
intervalos de hasta 75min., hecho que generd controversia debido a que no se ajustaba a lo
tradicionalmente aceptado sobre el aprendizaje asociativo y la importancia de la contiguidad
temporal entre los estimulos. A pesar de esto, el interés por dicho tema continud y
posteriormente se realizaron mas investigaciones que corroboraron lo dicho por estos autores,
tal fue el caso de Smith y Roll (1967) quienes condicionaron ratas Sprague-Dawley empleando
solucién de sacarina (0.1%) y solucion de sacarosa (4%) e irradiandolas posteriormente con
rayos X (3r/min con un total de100r, 250kv) a llEs de 0.5, 1, 2, 3, 6, 12 y 24 horas., demostrando
que con solucion de sacarina es posible encontrar aversiones a IIE de hasta 12h, en tanto que
con sacarosa, la aversion es observable GUnicamente hasta las 6h. Del mismo modo, Revusky en
1968 trabajé con ratas Sprague-Dawley a quienes proporcioné solucion de sacarosa 19.7% y
posteriormente irradié con rayos X (50r, 250kv, en un periodo de 21.3s) a lIEs de 4, 8, 16, 24 y
32 horas, encontrando que el grupo irradiado a las 4h, mostro una aversion significativa por la
solucion, en tanto que el grupo con intervalo de 8h se comporté como el grupo control,
sugiriendo que con tales condiciones, es posible encontrar aversion a IIE mayores de 4h y
menores de 8h. En un segundo experimento empleando los mismos estimulos pero a IIE de 3.5,
5, 6.5y 8 h, demostro que es posible encontrar aversiones significativas con intervalos de hasta
6.5h entre los EC y EI. Un afio méas tarde Nachman (1970) (Experimento 1) empleando solucién
de sacarina (0.25%) y una inyeccion i.p. de cloruro de litio (LiCI) (0.15M, 2% pc) como agente
causante de malestar gastrointestinal a I1Es de 1, 15 y 60min y 4, 8 y 12h, encontrd que es
posible formar aversiones con IIEs de hasta 8h y una aversién aparente incluso hasta las 12h en
comparacion con el grupo control. A partir de estos y otros estudios iniciales, se ha asumido a
los IIEs largos como una caracteristica particular del CAS sin que esto haya dejado de ser motivo
de continua experimentacion, como lo demuestran estudios mas recientes dentro de los que se
incluyen el llevado a cabo por Misanin et al., en el 2002a, quienes disminuyeron la temperatura

corporal de uno de dos grupos de ratas Wistar después de haberlas condicionado con solucién
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de sacarina 0.1% y una inyeccién i.p. de LiCl (0.15M) a IIEs de 90, 135 y 180 minutos. Sus
resultados mostraron que los grupos a los que se les disminuy6 la temperatura corporal
presentaron mayor aversion que aquellos que no fueron sometidos a hipotermia, encontrando
aversiones con intervalos de hasta 225 min., para los primeros y no mayores a los 90 min para
los dltimos, con lo cual concluyeron que la hipotermia, el grado y duracion de ésta, funcionan
“acortando” el intervalo temporal entre eventos y permitiendo asi la asociacion de ambos
estimulos. En otro estudio realizado por estos mismos autores (Misanin et al.; 2002b) en el que
administro el EC mediante canulas intraorales a ratas Wistar de distintas edades (0.25, 1, 1.5, 2
y 2.5 afos), se les condiciono con solucion de sacarina 0.1% y una inyeccion i.p. de LiCl (0.3M)
a IlIEs de 0, 45, 90, 180 y 360 minutos, se encontr6 que las ratas adultas (2-2.5 afios) forman
aversiones al sabor con IIE mayores (360 min.) en comparaciéon a las ratas mas jovenes,
habilidad que se cree, emerge de manera gradual a lo largo del tiempo de vida del organismo,
sugiriendo que a mayor edad, el rango metabdlico se enlentece permitiendo a las ratas adultas

asociar los estimulos con mayor facilidad.

Método

Para llevar a cabo este experimento se empled la metodologia y estimulos descritos en el
experimento 1, empleando intervalos interestimulos (I1Es) de 30, 120, 180, 240 y 300 min., asi

como un grupo control (SAL) a los que se les inyect6 solucién fisiol6gica en sustitucién del E
(Fig. 9).

1" Exp. 2* Exp.
L 2L
— w4 Z 1
EC 30 120 180 240 300 4 "
t 2h 48 h
El Intervalo MCP MLP

Figura 9. Escala de Intervalos Interestimulos utilizados para los grupos experimentales inyectados con
LiCl, asi como los momentos equivalentes a la 12 y 2% exposicion a la sacarina en el grupo control

inyectado con solucidn salina (SAL).
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Resultados

Los resultados empleando intervalos interestimulos (IIEs) largos (Fig. 10), muestran que la
adquisicion de la aversion hacia la sacarina 0.1%, es inversamente proporcional al intervalo
utilizado, es decir, a mayor IIE menor el grado de aversion. De manera interesante, se observd
una aversion equivalente tanto a corto como a largo plazo, i.e., la presencia o ausencia de
memoria aversiva a corto plazo coincide con la memoria de largo plazo. Para cuantificar la
calidad de la memoria, es decir, el grado de aversion por la solucion, hemos empleado una
escala en porcentaje de 0 a 100% o de preferencia (IP) que, a partir de una gran cantidad de
estudios realizados bajo nuestras condiciones experimentales, podria resumirse asi: un IP <5%
indica una memoria inmejorable (sumamente aversivo), <20% buena memoria, 20-30%
memoria deficiente y >40% mala memoria (ausencia de aversion). Cabe sefialar que el 50%
corresponde al nivel de azar (chance level), sin aversion ni preferencia por un sabor. Al
comparar los IP obtenidos a los distintos intervalos contra el grupo de 30 min, en el cual se
obtuvo un aprendizaje excelente (IP= 0.4% MCP y 3.6% MLP), se observo la presencia de
memoria aversiva tanto a corto como a largo plazo con un intervalo hasta de 180 min (IP=31.2%
y 19.0% respectivamente), mientras que a partir de los 240 min ya no fue posible encontrar
ninguna memoria (IP=49.2% y 39.3%). Por otro lado, al comparar los distintos grupos contra el
grupo control SAL 22 Exp. (IP=71%), se observaron diferencias significativas (P<0.05) en todos
los intervalos tanto a corto como a largo plazo, sugiriendo que si bien no hubo memoria aversiva
con intervalos de 240 y 300 min., es posible observar (Fig. 11) una memoria aversiva muy débil
o residual, que estaria impidiendo el desarrollo de preferencia por la sacarina. Esta preferencia
habria sido esperada en ambos grupos (240 y 300 min) al ya no mostrar aversion, tal como
sucedid con el grupo control SAL 22 Exp., que por haber estado expuesto en dos ocasiones a la
solucion desarroll6 preferencia por la misma, sin embargo, al comparar a dichos grupos contra
el grupo control SAL 12 Exp (IP=38.9%), se observo que los valores de IP registrados no
mostraron diferencias significativas. En otras palabras, si los grupos entrenados con IEs de 240
y 300 min no hubieran aprendido nada, deberian comportarse como el grupo control en la

segunda exposicion (SAL 22 Exp), condicion que no ocurrio.
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Estudio paramétrico del IIE largo en el CAS

100"

El mcep
Bl vLp
B saL
* k%
_ 01 |
2 T
© e
o
o 601
=
o
2
[
S
o
o
st 40- T
o
=
o
£
209
b ~
= L
0
SAL 30 120 180 240 300 SAL
1a Exp Intervalo Interestimulos (min) 2a Exp

Figura 10. indices de preferencia (IP) durante la evocacion de la memoria a corto (MCP) y largo plazo
(MLP). Se condicion6 a distintos intervalos interestimulo (IIE) utilizando solucién de Sacarina 0.1% e
inyeccion ip de LiCl 0.15M, 2% p.c. Se realiz6 ANOVA de una via y prueba post-hoc de Dunnet
(*P<0.05; *** P<0.001). Se grafica media £ E.E.M. *Diferencias respecto a los controles SAL 12 y 28
Exp.; "Diferencias entre MCP y MLP a un mismo IIE.
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Figura 11. Comportamiento del consumo de sacarina 0.1%, registrado para los distintos grupos con IIE
largo, asi como para los grupos controles. Se observa un incremento en el consumo de la solucién
proporcional al tiempo transcurrido entre los estimulos (EC-El). Del mismo modo se observa un
incremento del consumo en el grupo control (SAL) en funcién del nimero de veces en que los sujetos

fueron expuestos a la solucion de sacarina.

Consumos totales Agua + Sacarina

207 E& sacarina
= Agua

159

101

Consumo (ml)

10

SAL 30
1a Exp

Intervalo Interestimulos (min)

Figura 12. Consumos totales (agua + sacarina 0.1%) registrados tanto a corto como a largo plazo para
cada uno de los IIE empleados. Nétese como el consumo de sacarina de incrementa a mas del doble en
el grupo no condicionado (SAL) de la 1% a la 22 exposicion.
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Discusion

La ausencia de aversion a IIE largos en el modelo de CAS puede explicase por un lado, con la
“Teoria del decaimiento de la huella de memoria gustativa” (Davis y Bures, 1972; Kalat y Rozin,
1973), la cual postula que, tras cada experiencia gustativa novedosa, se genera una huella neural
de dicha memoria que decae lentamente a lo largo del tiempo, siendo entonces demasiado débil
para asociarse con el El despues de varias horas. Esta condicion podria ocurrir en nuestros
experimentos, en los que es posible que con IIE superiores a los 180min., la huella de memoria
del sabor se encuentre disminuida y por lo tanto no esté disponible para asociarse con el malestar
gastrointestinal producido por el LiCl. Lo anterior resulta I6gico si consideramos que el grado
de aversion es equivalente tanto a corto como a largo plazo, a diferencia del condicionamiento
aversivo al olor (CAO), en el cual, ante condiciones subdptimas de aprendizaje, se ha observado
una buena MCP vy la ausencia total de MLP en grupos independientes condicionados con el
mismo IEE (Tovar-Diaz et al, 2011), sugiriendo que en dicho modelo, pero no en el CAS, la
falta de aversion a largo plazo cuando se emplean IIEs largos, no se debe a un problema de

asociacion entre los estimulos, sino a una consolidacion deficiente de la memoria a largo plazo.

Por otro lado, la presencia de cierta memoria residual en los grupos condicionados a I1Es de 240
y 300 min., evidente al comparar contra el grupo control SAL 22 Exp., contradice esta teoria,
sugiriendo entonces que la huella de memoria del sabor no decae ni desaparece usando dichos
intervalos, sino que permanece latente y por tanto, la falta de asociacion del sabor con el malestar
gastrointestinal, puede deberse a que el 1IE largo favorece, no la desaparicién de la huella de
memoria del sabor, sino su catalogacion y como un sabor “seguro”, del mismo modo en que la
“Teoria del aprendizaje seguro” (Rozin y Kalat, 1971; Kalat y Rozin, 1973; Nachman y Jones,
1974) lo ha postulado para los modelos de atenuacién de la neofobia (AN) e inhibicién latente,
en donde se considera que entre mas amplio sea el intervalo posterior a la ingesta de un alimento
y las consecuencias adversas, menor sera la aversion manifestada, puesto que el sujeto ha

aprendido, de manera gradual, que la sustancia ingerida es segura para su consumo.

El resultado relevante fue que estos mismos grupos (240 y 300), a pesar de no mostrar aversion
por el sabor, tampoco desarrollaron preferencia por la sacarina tras ser expuestos en dos
ocasiones a la solucién tal como ocurrié con el grupo control SAL 22 Exp., en el que la

preferencia por dicho sabor fue muy evidente (Ver Fig. 10). Si bien, investigaciones mas
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recientes (Gutiérrez et al, 2003b) reportaron presencia de aversion con intervalos de hasta 6h,
es importante mencionar que las diferencias en el método empleado (EC y EI méas concentrados
que en nuestro caso, lo cual provoca aprendizaje mas robusto) deben considerarse para la

interpretacion de los resultados entre ambos estudios.

La falta de preferencia por el sabor observada con IIEs superiores a los 180min., en los que
tampoco hay aversion aparente (Ver Fig. 11), puede deberse a un “bloqueo” del desarrollo de la
preferencia debido a una memoria residual del malestar gastrointestinal, lo que ocasiona que el
consumo de sacarina (ahora un sabor familiar) se mantenga a un nivel bajo, similar al consumo

mostrado por un sabor novedoso (grupo control SAL 1 Exp.) (Fig. 12).

Sin soslayar la contribucion de los estudios previos al nuestro, consideramos importante
enfatizar que el método que utilizamos tanto para el condicionamiento como para probar el
grado de aversion en nuestro estudio, tiene ventajas respecto a los otros; la mas importante de

ellas es una gran sensibilidad aun para detectar aversiones muy sutiles.

EXPERIMENTO 3

3.1 Atenuacién de la neofobia con el modelo de consumo con libre eleccion (ANLE), a

distintas concentraciones de solucién de sacarina

El reconocimiento de un sabor incluye procesos cerebrales que permiten la evocacion de
experiencias pasadas, donde un estimulo gustativo ha sido asociado con las consecuencias de su
ingesta. Algunos mamiferos, muestran una disposicion innata para aceptar alimentos dulces
mientras que rechazan aquellos con sabores amargos; ademas de esto, tienen la capacidad de
desarrollar respuestas alimenticias basadas en sus propiedades orosensitivas y las consecuencias
post ingesta; de este modo, el consumo de algunos estimulos gustativos induce una respuesta
apetitiva llevando al desarrollo de una preferencia por dicho sabor, misma que se evidencia con

el incremento en su consumo (Nufiez-Jaramillo et al., 2010; Yamamoto y Ueji, 2011).

Dos mecanismos fundamentales de regulacién de la conducta alimenticia para evitar consumir
alimentos potencialmente toxicos, son el CAS y la neofobia. Como hemos visto, el CAS ocurre
por la asociacion de un sabor con un malestar visceral y puede darse aun con IIEs muy largos,
en tanto que la neofobia es una reaccion innata que consiste en el consumo cauteloso y moderado
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de un sabor desconocido, mismo que va incrementandose a medida que se vuelve familiar o
seguro (atenuacion de la neofobia, AN) (Bures et al, 1998; Mordn y Gallo, 2007; Yamamoto y
Ueji, 2011). Por tal motivo el CAS y la AN se han propuesto como procesos de aprendizaje

opuestos, i.e., el aprendizaje de un sabor peligroso vs. un sabor seguro.

La neofobia se considera una primera linea de defensa en las ratas debido a su carencia de reflejo
emético y por tanto su incapacidad para vomitar, lo cual pudo haber permitido el desarrollo de
otros mecanismos para evaluar si un alimento es seguro o no (Neath, Limebeer, Parker y Reilly,
2010). La funcion principal de la neofobia, es evitar el consumo de grandes cantidades de
alimentos potencialmente toxicos, incrementando asi sus posibilidades de supervivencia (Reilly
y Trifunovic, 2001; Lin y Reilly, 2012; Ramos, 2015). Una vez que el sabor del alimento
ingerido ha sido asociado con una sensacion de bienestar o malestar, los organismos reaccionan
ante exposiciones posteriores incrementando o disminuyendo su consumo respectivamente
(Yamamoto y Ueji, 2011); asi, cuando el consumo aumenta se dice que la neofobia ha sido
atenuada, pues se ha aprendido que el alimento en cuestion es seguro (Bures et al, 1998) y se le
“etiqueta” como tal (aprendizaje de lo seguro) (Yamamoto y Ueji, 2011), a la vez que se genera

una memoria apetitiva para dicho sabor (Miranda, 2012).

Estudios iniciales han sugerido que la AN y el CAS son procesos distintos, debido a que
intervenciones realizadas con descargas electroconvulsivas, anestesia e hipotermia, entre otros,
suelen afectar de manera desigual a estos dos tipos de aprendizaje (Buresova y Bures, 1980).
Asimismo, la sensibilidad diferencial de la AN y el CAS ante condiciones de interferencia,
sugiere que ambos procesos son independientes y por lo tanto, llevados a cabo por mecanismos

neuronales distintos (Buresova y Bures, 1980; Miller y Holzman, 1981).

Asi, estudios mas recientes sostienen que las memorias apetitivas y aversivas se adquieren
mediante mecanismos neuronales diferentes, los cuales, probablemente durante las etapas
iniciales de reconocimiento del sabor, comparten procesos en la representacion neural del

mismo (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

Sin embargo, debido a que durante el desarrollo de la MLP de un sabor, éste es “ctiquetado”,
dependiendo de sus consecuencias post ingestivas, como familiar-aversivo o familiar-apetitivo,
otros autores han sugerido que ambas memorias pueden ser formadas y/o almacenadas en

paralelo en distintas estructuras cerebrales, siendo dos extremos de un continuo (Nufiez-
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Jaramillo et al, 2010). En relacion a esto, la hipotesis del “aprendizaje seguro” (Rozin y Kalat,
1971; Kalat y Rozin, 1973; Nachman y Jones, 1974) sostiene que la AN y el CAS son dos fases
del mismo proceso, puesto que un sabor nuevo es almacenado en una memoria de corto plazo
donde permanece disponible para su asociacion con sefiales viscerales de envenenamiento; si
esto ocurre, sobreviene la conversion a un engrama permanente de aversion. Sin embargo, en
ausencia de consecuencias viscerales adversas, esta huella de memoria se almacena de manera

permanente como una sefial neutral o apetitiva.

Como hemos visto, la exposicion repetida a un sabor novedoso reduce su rechazo neofébico a
la vez que disminuye su asociabilidad con un posible efecto toxico o de envenenamiento
(Buresova y Bures, 1980); ante este hecho, se ha considerado a la neofobia como un requisito
necesario para que pueda desarrollarse un CAS, dado que la novedad de un sabor facilita la

adquisicion robusta de éste, a diferencia de cuando es familiar (Lin et al., 2009).

Otra caracteristica que sugiere que ambos fendmenos se encuentran relacionados por lo menos
en sus fases iniciales es, que ambos emplean la traza de memoria gustativa de corto plazo como
la entrada de los mecanismos asociativos que los conectan ya sea con la ausencia de
consecuencias aversivas (en el caso de la AN) o con sintomas viscerales de envenenamiento (en
el caso del CAS) (Buresova y Bures, 1980).

En vista de que se considera a la AN como uno de los mejores ejemplos de seleccion de
alimentos y el desarrollo de preferencias y, debido a los hallazgos en el experimento 2, en donde
se observd una falta de preferencia por el sabor, asi como la ausencia de aversion en el CAS con
IIEs de 240 y 300min., se llevé a cabo una prueba de AN para determinar como es que se
desarrolla la preferencia por la sacarina bajo las mismas condiciones del experimento anterior
(nimero de bebederos, concentracion de solucién, agua y sacarina disponibles al mismo
tiempo). Debido a la posibilidad a los sujetos de elegir entre agua y sacarina, llamamos a este
método “AN con consumo voluntario o de libre eleccion (ANLE)”, mismo que permite, al igual
que en nuestro modelo de CAS, detectar preferencias o aversiones muy sutiles debido a que los

animales no son forzados a consumir el liquido saborizado.
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Antecedentes

El estimulo comunmente utilizado para llevar a cabo los estudios de AN es una solucion
concentrada de sacarina: 0.3% (Ramos, 2015) y 0.5% (Gutiérrez et al., 2003a; Lin et al., 2008;
Lin et al., 2009; Neath et al., 2010; Moraga-Amaro, Cortes-Rojas, Simon y Stehberg, 2014;
Ramos, 2015) debido a que incrementa la reaccion neofébica y por tanto el proceso de

atenuacion es mas evidente (Neath et al., 2010).

Con la finalidad de investigar la participacion de los receptores muscarinicos presentes en la
corteza insular (IC) durante la formacion de la memoria segura del sabor, Gutiérrez et al (2003b)
llevaron a cabo una prueba de atenuacion de la neofobia en ratas Wistar, para lo cual
administraron infusiones de escopolamina en la IC 20 minutos antes e inmediatamente después
de la primera exposicion a una solucion de sacarina 0.5% en grupos independientes, misma que
se proporciond nuevamente durante los dos siguientes dias a la infusion. Los resultados de este
estudio mostraron que la escopolamina impidié la AN de manera temporal, recuperando su
desarrollo hacia el tercer dia al no presentar diferencias significativas respecto de los grupos
controles, mismos que mostraron un incremento en el consumo de sacarina a partir de la segunda
exposicion. Més tarde, para determinar el efecto del bloqueo de la sintesis de proteinas en la
corteza insular durante la evocacion de la memoria consolidada, Rodriguez-Ortiz et al. (2005)
administraron infusiones de Anisomicina en dicha estructura inmediatamente y 24h posteriores
al primero, segundo, tercer y sexto dia de consumo de una solucion de sacarina 0.3%,
encontrando una disminucion temporal en el consumo de la solucion el dia posterior a la
infusion, después del cual, el consumo de sacarina siguié aumentando hasta alcanzar una
meseta, indicadora de la formacién de una memoria segura del sabor similar a la observada en
el grupo control, sugiriendo que aun cuando la memoria esta propensa a modificarse, parte de
ésta no depende de la sintesis de proteinas, permitiendo el desarrollo normal de AN.
Posteriormente, Lin et al. (2009) llevaron a cabo un experimento con ratas lesionadas en corteza
insular (ICX) para determinar el efecto de la lesion sobre la AN. Para ello presentaron a los
organismos una solucion de sacarina 0.5%, durante cuatro dias consecutivos. Los resultados
mostraron que durante los primeros dos dias, el grupo lesionado tuvo una respuesta neofdbica
mucho menor que la observada en el grupo control no lesionado, sin embargo, hacia la tercera

exposicion, no se encontraron diferencias significativas en los consumos de ambos grupos
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observandose atenuacion de la neofobia (AN). En el 2012, Lin et al., realizaron una serie de
pruebas con ratas lesionadas ipsilateral y contralateralmente en la corteza gustativa (GC) y la
amigdala basolateral (BLA). En este experimento se empleé como estimulo de sabor, una
solucion de sacarina 0.5%, que fue presentada a los organismos durante cinco dias consecutivos.
Se encontrd que la respuesta neofdbica en ratas lesionadas contralateralmente en BLA-GC, es
menor que la observada en el grupo con lesion ipsilateral y en el no lesionado, sin embargo hacia
la tercera exposicion no se encontraron diferencias significativas en los consumos de los tres
grupos, observandose el desarrollado una AN. Mas recientemente, Ramos (2015) determino el
efecto de lesiones neurotdxicas en la corteza perirhinal sobre la atenuacion de la neofobia,
utilizando soluciones de sacarina a concentraciones de 0.3%, 0.5% y 0.7%. que fueron
presentadas a los sujetos durante 15 minutos por un periodo de 2, 3 y 5 dias consecutivos. Los
resultados mostraron que los grupos con sacarina 0.3% y 0.5%, lesionados en corteza perirhinal,
incrementaron significativamente el consumo de la solucion respecto de los controles durante
la primera exposicion; sin embargo los consumos al segundo y tercer dia no mostraron
diferencias significativas observandose AN en ambos grupos; contario a estos grupo, el grupo
con sacarina 0.7% no mostrd disminucion de la respuesta neofobica durante la primera

exposicién, pero si, un incremento paulatino del consumo desarrollando AN hacia el 5° dia.

Método

Para la prueba de AN se utilizaron sujetos y cajas de prueba con las caracteristicas ya descritas.
Dado que la prueba de CAS en el Experimento 1 se realiz6 utilizando solucion de sacarina 0.1%,
se empleo para esta prueba la misma concentracién agregando ademas dos grupos de sacarina
0.3% y 0.5% (por ser éstas las mas utilizadas en los trabajos publicados sobre AN) asi como
quinina 0.003% (sustancia innatamente muy aversiva también utilizada en experimentos de
AN). Del mismo modo se mantuvieron las mismas condiciones respecto al numero y posicién
de los bebederos, asi como la posibilidad de elegir entre agua y la solucién de sacarina. Los
animales privadas de agua 24h, fueron colocados de manera aleatoria en 4 grupos
independientes a los que se les asignod una solucién especifica de sacarina 0.1%, 0.3% 6 0.5%
y quinina 0.003%. El Dia 1 (Habituacién) los sujetos fueron pesados y llevados de manera

individual a la caja de pruebas en donde se les proporciono6 agua durante 10 min., registrando
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los consumos de cada bebedero, con la finalidad habituarlos a las condiciones experimentales.
Los Dias 2 a 5 (Atenuacién de la neofobia) los sujetos se pesaron y llevaron a las cajas de
prueba, en las que se colocaron de manera alternada, 8 bebederos llenos con la solucion asignada
y 8 mas con agua. Se permitio a los sujetos beber durante 10 min. con la posibilidad de elegir
entre ambas soluciones (Fig. 13). Los consumos fueron registrados obteniendo el IP. Los datos
fueron procesados y graficados con el programa Graph Pad Prism analizando estadisticamente

con ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey.

Dia 1 Dias 2-5
Habituacién || Solucion + Agua
Agua (10min) |, {10min)
#
Grupos:

Sacarina 0.1%
Sacarina 0.3%
Sacarina 0.5%
Quinina 0.003%

Figura 13. Método de atenuacién de la neofobia con consumo de libre eleccion (ANLE).

Resultados

Sorprendentemente se observo el desarrollo paulatino de AN, Unicamente en el grupo al que se
proporciond la concentracién mas baja de sacarina (0.1%), en tanto que, contrario a lo reportado
en otros estudios, el grupo al que se le dio la concentracion méas alta (sacarina 0.5%) no
desarroll6 AN, pudiendo observarse incluso, una tendencia a disminuir el consumo a partir de
la segunda exposicion, sugiriendo con ello cierto grado de aversion a dicha solucion. Del mismo
modo, el grupo sacarina 0.3%, no mostré ningin cambio en el consumo de la solucidn,

manteniéndose sobre los mismos valores a lo largo de la prueba (Figs. 14 y 15).

38



AN con consumo de Libre Eleccién

+ 4+
1007 =33 saco0.1%
E= sac 0.3% t++ |L|
1
Bl sac05% + + *okk
+ 4+ T
80" [ -
2 — T
~ * %
©
o
S 609
= ++
() —
Y- +
o  — +
E 1
o 40 L
[}
L
o
£
20"
(10) (10)
0

Exposiciones

Figura 14. indices de preferencia (IP) obtenidos con el modelo de atenuacién de la neofobia con libre
eleccion (ANLE). Se emplearon soluciones de Sacarina al 0.1%, 0.3% y 0.5% Vs Agua. Los datos fueron
analizados con ANOVA de una via y prueba de Tukey (*P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001). Se muestran
media y + E.E.M. *Diferencias entre concentraciones. *Diferencias entre exposiciones dentro de una
misma concentracion de sacarina respecto de la 12 exposicion. Numero de sujetos por grupo (n) indicado

entre paréntesis.
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Consumos totales Sacarina + Agua en ANLE
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Figura 15. Consumos de sacarina (linea continua) y consumos totales (sacarina+agua) (linea punteada)

obtenidos con el modelo de atenuacion de la neofobia con consumo de libre eleccion (ANLE). (n=fig.14).

En cuanto a los resultados obtenidos con quinina 0.003%, al ser una sustancia innatamente
aversiva se registraron consumos por debajo de 0.5ml., por lo que no fue posible observar el

desarrollo de AN bajo este modelo (Fig. 19, linea punteada).

3.2 Atenuacién de la neofobia bajo el modelo de consumo forzado (ANF), a distintas

concentraciones de solucion de sacarina

Como se menciond con anterioridad, los estudios previos han reportado AN cuando se emplean
concentraciones elevadas de sacarina (0.3% y 0.5%); sin embargo, los hallazgos del
experimento anterior, en donde no se observo el desarrollo de AN con tales concentraciones,

nos llevan a conducir el método tradicional de AN mediante consumo forzado (ANF).
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Método

Para este experimento se llevd a cabo el procedimiento descrito para la prueba de AN con
consumo voluntario, con la diferencia de que no se proporcion6 agua sino Unicamente los
bebederos con la solucion asignada a cada grupo (sacarina 0.1%, 0.3% y 0.5% y quinina
0.003%), por lo que Ilamamos a este procedimiento Atenuacion de la Neofobia con Consumo
Forzado (ANF) (Fig. 16).

Dia 1 ' Dias 2-5
Habituacion |! Solucion
Agua (10min) |; (10min)
:#
Grupos:

Sacarina 0.1%
Sacarina 0.3%
Sacarina 0.5%
Quinina 0.003%

Figura 16. Método de atenuacion de la neofobia con consumo forzado (ANF).

Resultados

De manera general se observaron diferencias significativas en los consumos iniciales del grupo
sacarina 0.1% respecto de los grupos sacarina 0.3% y 0.5%, siendo mayor el consumo registrado
en el primer grupo, el cual se mantuvo elevado sin presentar diferencias significativas a lo largo
de la prueba. Contrario a este, en los grupos sacarina 0.3% y sacarina 0.5%, se observo el
desarrolld6 AN, registrando diferencias significativas (P<0.05) respecto del consumo inicial, a
partir del segundo dia de exposicion (Fig. 17). Estos resultados contrastan con los obtenidos en
el experimento anterior llevado a cabo con consumo con libre eleccion, ya que ante esta
situacion de consumo forzado, si es posible lograr el desarrollo de AN con concentraciones

elevadas de sacarina, coincidiendo con lo reportado previamente por otros autores.
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Consumo de Sacarina en AN forzada
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Figura 17. Consumo de sacarina (ml) obtenido bajo el modelo de atenuacién de la neofobia con consumo
forzado (ANF). Se emplearon soluciones de sacarina al 0.1%, 0.3% y 0.5%. Se realiz6 ANOVA de una
via y prueba de Tukey (** P<0.01; *** P<0.001). Se muestran media y + E.E.M. *Diferencias entre

exposiciones a la misma concentracién de sacarina. *Diferencias entre concentraciones. NUmero de

sujetos por grupo: n=6.

Para determinar las diferencias entre los modelos de ANLE y la ANF, se compararon los
consumos de sacarina en sus distintas concentraciones (Fig. 18). Se observaron diferencias

significativas entre ambos métodos siendo mayores los consumos registrados en el método de
ANF para las tres concentraciones (*** P<0.001). Del mismo modo, se encontr6 un efecto

significativo dependiendo del nimero de exposiciones (P=0.0015) y a la concentracién
empleada (P<0.0001).
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Comparacion de la AN con consumo voluntario y consumo forzado

con distintas concentraciones de sacarina
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Figura 18. Comparacion del método de ANLE (linea punteada) y ANF (linea continua). Se emplearon
soluciones de sacarina al 0.1%, 0.3% y 0.5. Vs Agua para el consumo con libre eleccién, y Unicamente
las soluciones de sacarina para el consumo forzado. Se aplic6 ANOVA de dos vias y comparaciones
maultiples de Sidak (*P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001). Se muestran media y + E.E.M. *Diferencias
entre exposiciones para cada concentracion. Numero de sujetos por grupo en consumo forzado: n=6;

numero de sujetos en consumo con libre eleccion: n=10 (sac. 0.1%), n=14 (sac. 0.3%), n=12 (sac. 0.5%).

Con la finalidad de establecer si las diferencias en los resultados que obtuvimos dependiendo
del método de ingesta se presentan con otras soluciones gque se han utilizado para provocar AN,
se llevd a cabo el mismo procedimiento descrito de ANLE y ANF empleando solucion de

quinina 0.003%, misma que de manera innata produce aversion debido a su sabor amargo.

Los resultados obtenidos con el consumo de quinina (Fig. 19) muestran que aun con soluciones
aversivas de manera innata, es posible observar diferencias significativas entre ambos métodos
de AN (*** P<0.001). Asi, con el modelo de consumo voluntario, las cantidades ingeridas a lo
largo del estudio son practicamente nulas o se encuentran por debajo de 0.5ml, lo cual era de

esperarse debido a la aversion innata hacia dicho sabor y la posibilidad de elegir beber agua. Sin
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embargo, con el modelo de consumo forzado fue posible observar AN a partir de la segunda
exposicion a la solucion. Es importante destacar que si bien los consumos en este Gltimo modelo
incrementaron, estos nunca alcanzaron a los consumos totales (quinina + agua) del modelo con

libre eleccion, mismos que consideramos, serian los requeridos para saciar la sed de los sujetos.

Comparacion dela AN con consumo voluntario y forzado
empleando Quinina 0.003%
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Figura 19. Comparacion del método de ANLE (linea punteada) y ANF (linea continua) empleando
quinina 0.003%. Se aplic6 Anova de una via y prueba de Tukey (** P<0.01; *** P<0.001). Se muestran
media y + E.E.M. *Diferencias respecto de la primera exposicién; *Diferencias entre métodos por

exposicion. (n=6).

3.3 Analisis de la ANF y la ANLE en el mismo grupo experimental

El postulado principal de la AN es, que el desarrollo de preferencia por el sabor se debe a que
el sujeto aprende que es un sabor seguro, por lo menos en aquellos que de manera innata son
apetitivos como los sabores dulces. Bajo este supuesto y ante las diferencias observadas entre
los métodos empleados anteriormente en las pruebas de AN, se realiz6 la AN tanto con consumo
forzado como con consumo de libre eleccion aplicados de manera consecutiva en un mismo
grupo de sujetos, de tal manera que, si durante la ANF el sabor es catalogado como seguro y/o

preferido, como se ha reportado de manera tradicional y que en un principio sugiere nuestro
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experimento, entonces el consumo se mantendra sin cambios significativos al pasar al modelo

de consumo voluntario.

Meétodo

Se siguieron los procedimientos descritos en los experimentos 2.1 y 2.2, con la diferencia de
que ambos métodos de AN fueron probados en el mismo grupo de manera secuencial, es decir,
cada grupo fue habituado durante el primer dia a la caja de prueba y posteriormente sometido
durante 8 dias consecutivos a la prueba de AN, los primeros 4 dias los sujetos tuvieron acceso
durante 10 min., Unicamente a la solucién asignada (consumo forzado) y los 4 dltimos dias
ademas de la solucidn, tuvieron acceso a agua de manera simultdnea (consumo con libre
eleccion) (Fig. 20).

Dias 2-5 Dias 6-8
Habituacion Solucion Solucion + Agua

Agua (10min) (10min) (10min)

i

Grupos:
Sacarina 0.1%
Sacarina 0.3%
Sacarina 0.5%

Quinina 0.003%

Dia 1

Figura 20. Método de atenuacién de la neofobia con consumo forzado (ANF) y consumo con libre

elecciéon (ANLE) aplicados de manera consecutiva en un mismo grupo.

Resultados

Los resultados mostraron que el cambio de un modelo a otro (forzado a libre eleccion) implica
la disminucion significativa del consumo de la solucién, sin embargo, la intensidad y duracion
de dicha disminucion depende en gran medida de la concentracién empleada. El grupo sacarina
0.1% (Fig. 21) mostro diferencias significativas (** P<0.01) entre la Gltima exposicion forzada
(4% exp.) y la primera exposicion con libre eleccion (52 exp.), observandose una disminucion en
su consumo; sin embargo estas diferencias durante la ANLE no fueron significativas en relacion

al ler consumo registrado durante todo el experimento, lo cual puede ser un indicador de que
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dicho sabor fue “etiquetado” como seguro. Asimismo, no se observaron diferencias entre los
consumos totales durante la ANF y los consumos totales (sacarina+agua) de la ANLE, indicando

con ello, el desarrollo de preferencia por la solucion de sacarina 0.1%.

Respecto a los grupos con las concentraciones elevadas de sacarina 0.3% y 0.5% (Figs. 22 y
23), se observaron diferencias significativas entre la 12 exposicion y las subsecuentes tanto del
modelo de ANF como del modelo de ANLE, i.e., los consumos en ambos modelos de AN fueron
superiores al consumo inicial, observandose disminucion de neofobia hacia dichas
concentraciones, una vez que el sabor ha sido “catalogado” como seguro. Sin embargo, es
importante sefialar que los consumos registrados en el modelo de libre eleccion, disminuyeron
significativamente en ambos grupos con relacién a la Gltima exposicién forzada, lo que sugiere
que, aun cuando este sabor parece haber sido etiquetado como seguro, esto no es suficiente para

que se desarrolle una preferencia por el mismo, siendo mas evidente en el grupo sacarina 0.5%.

Estas mismas diferencias entre la 12 exposicion y las subsecuentes, asi como entre la ultima
exposicion de consumo forzado respecto de las exposiciones al consumo voluntario, se
registraron en el grupo quinina 0.003% (Fig. 24), sin embargo, la disminucién en el consumo
de ésta durante la ANLE fue ain més evidente, llegando incluso por debajo del consumo inicial.
Este grupo es de especial importancia en las interpretaciones que se han realizado sobre la AN
asi como de los métodos empleados para conseguirla, ya que si bien es posible observar AN
tanto en sabores apetitivos como en aquellos que no lo son, este hecho, contrario a lo que pudiera
pensarse, no implica necesariamente la formacién de una memoria segura por un sabor, ni

tampoco el desarrollo de la preferencia por el mismo.
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Comparacién de ANF vs ANLE con Sacarina 0.1%
en un mismo grupo

2 -
0 =®= Sacarina 0.1%

»O+ Agua + Sacarina

-
[3,]
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*k

Consumo (ml)
o
o
'l

AN Forzada AN Libre Eleccion

Exposiciones

Figura 21. Comparacién de ambos métodos de AN aplicados de manera secuencial a un mismo grupo
de sujetos, empleando solucién de sacarina 0.1%. Se aplic6 ANOVA de una via y Prueba de Tuckey
(**P<0.01). Se grafica media = E.E.M. *Diferencias respecto a la 4% exposicion. La linea punteada indica

los consumos totales (agua+sacarina registrados en el modelo de ANLE. (n=6).

Comparacion de ANF vs ANLE con Sacarina 0.3%
en un mismo grupo
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Figura 22. Comparacion de ambos métodos de AN aplicados de manera secuencial a un mismo grupo
de sujetos, empleando solucion de sacarina 0.3%. Se aplic6 ANOVA de una via y Prueba de Tuckey

(*P<0.05; **"P<0.001). Se grafica media + E.E.M. "Diferencias respecto a la 12 exposicion, *Diferencias
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respecto a la 42 exposicion. La linea punteada indica los consumos totales (agua+sacarina) registrados
en el modelo de ANLE. (n=6).

Comparacion de ANF vs ANLE con Sacarina 0.5%
en un mismo grupo
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Figura 23. Comparacion de ambos métodos de AN aplicados de manera secuencial a un mismo grupo
de sujetos, empleando solucion de sacarina 0.5%. Se aplic6 ANOVA de una via y Prueba de Tuckey
(**P<0.01; *** P<0.001). Se grafica media + E.E.M. *Diferencias respecto a la 1% exposicion,
*Diferencias respecto a la 4% exposicion. La linea punteada indica los consumos totales (agua+sacarina)

registrados en el modelo de ANLE. (n=6).
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Comparacion de ANF vs ANLE con Quinina 0.003%
20 = en un mismo grupo
=®= Quinina 0.003%

»O* Quinina + Agua

Consumo (ml)
o
o
1

AN Forzada AN Libre Eleccion

Exposiciones

Figura 24. Comparacién de ambos métodos de AN aplicados de manera secuencial a un mismo grupo
de sujetos, empleando solucién de quinina 0.003%. Se aplic6 ANOVA de una via y Prueba de Tuckey
(*P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001). Se grafica media + E.E.M. *Diferencias respecto a la 12 exposicion,
*Diferencias respecto a la 42 exposicién. La linea punteada indica los consumos totales (agua+quinina)

registrados en el modelo de ANLE. (n=6).

Discusion

Las diferencias en los resultados encontrados utilizando el método de ANLE respecto del
método de ANF, tanto en este como en otros estudios reportados recientemente (Gutiérrez et
al., 2003a; Rodriguez-Ortiz, et al., 2005; Lin et al., 2012; Ramos, 2015; Moraga-Amaro et al.,
2014), sugieren la existencia de factores que pueden influir de manera significativa en las

cantidades de solucién consumida y que no han sido considerados en dichos estudios,

particularmente en la interpretacion de los resultados.

En este sentido, nuestros resultados sugieren que la sed es uno de los factores no considerados
que puede tener un efecto en las cantidades de solucién consumida y por tanto, dar lugar a una
interpretacion imprecisa de lo observado, especialmente en pruebas realizadas con un método
de consumo forzado. Este efecto de la sed en el modelo de ANF, es mas evidente en soluciones
donde las concentraciones son mas elevadas (sacarina 0.5%) o que presentan cierto grado de
aversion innata (quinina 0.003%) ya que si bien, los consumos en el modelo de ANF
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incrementaron a lo largo de la prueba, estos nunca alcanzaron a los consumos totales
(solucién+agua) registrados en el modelo con libre eleccidn, consumos que evidentemente, son

los requeridos para saciar la sed de los sujetos.

Debido a esto, aun cuando los consumos registrados son suficientes para observar una AN, es
necesario reconsiderar si este incremento en el modelo forzado se debe a que la neofobia ha sido
atenuada realmente y se ha formado una memoria segura del sabor, o si ha sido producto
unicamente de la necesidad de consumir liquido para supervivir, aun cuando la Unica solucion

disponible sea aversiva.

Es importante recordar que la AN no esta determinada Gnicamente por la novedad del estimulo
(Lin et al., 2012) puesto que existen sabores como la Policosa 30% Yy en nuestro caso, Sacarina
0.1%, que no producen una respuesta neofdbica. Neath et al. (2010) sugieren que la palatabilidad
de un sabor, asi como otros factores motivacionales (habituacion al contexto, sed), pueden
influir en la tendencia de una rata a acercarse 0 no a una botella y beber. Esto ultimo, apoya
nuestra observacion sobre el rol que puede desempefiar la sed como un factor motivante

fundamental para el incremento paulatino del consumo en el modelo de ANF.

Linetal., (2012) sostienen que una vez alcanzada la seguridad por un sabor debido a la ausencia
de consecuencias negativas post-ingesta, la palatabilidad de éste aumenta y con ella su consumo,
sugiriendo que dicha palatabilidad puede ser mantenida de manera permanente. Sin embargo,
como se observo en el experimento 3.3 en el que se expuso a los sujetos a un consumo forzado
y posteriormente a uno con libre eleccion (Ver Figs. 21-24), esta condicion de permanencia de
la palatabilidad y del consumo, se mantiene Unicamente con concentraciones bajas de sacarina
(0.1%), en tanto que se a concentraciones elevadas se ve disminuida y, en el caso de la quinina,
desaparece por completo. Lo anterior sugiere gque, para que permanezca la palatabilidad del
sabor, es necesario que se cumplan condiciones tales como el consumo de un sabor de manera
forzada; sin embargo, debido a la posibilidad de generar interpretaciones erréneas con este
método, consideramos al consumo voluntario como la alternativa méas confiable y precisa para
la interpretacion del modelo de AN, ya que, coincidiendo con Kassil, Vataeva y Makukhina
(1998), la neofobia considerada en términos de consumo y no como una accion de seleccion, no

provee bases adecuadas para la evaluacion de este fendmeno.
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EXPERIMENTO 4

4.1 Efecto del consumo con libre eleccion y el consumo forzado sobre la inhibicién latente

(IL)

Se sabe que la novedad de un sabor influye en la adquisicién del CAS, siendo mas facil
desarrollar aversion cuando el estimulo condicionado (EC) (sabor) es novedoso, que cuando es
familiar (Lin et al., 2009; Miranda, 2012). En ausencia de reforzamiento, la pre-exposicion
pasiva al EC genera una memoria apetitiva del sabor, que da lugar a un aumento en su consumo
y disminuye su habilidad para asociarse con un estimulo incondicionado (EI) (malestar); es
decir, la robustez de la aversion disminuye significativamente, en comparacion con la que se
adquiere cuando el sujeto no ha sido expuesto previamente al EC; a este fendbmeno se le ha
denominado inhibicién latente (IL) (Best, 1975; De la Casa y Lubow, 1995; Dwyer, Gasalla y
Lopez, 2013; Moraga et al, 2014 y Gaztafiaga, Aranda-Fernandez, Diaz-Cenzano y Chotro,
2015)

Debido a las diferencias observadas en relacion al “etiquetado” de un sabor, que depende del
método de presentacion del mismo (forzado vs libre eleccion) consideramos relevante analizar
si existen diferencias en el grado de inhibicion latente (IL) producida por ambos métodos; bajo
el supuesto de que, el método que permita el desarrollo de una AN verdadera, favorecera una

IL més evidente.

Antecedentes

Hoffman y Spear (1989) realizaron un estudio de preferencia espacial por el olor, empleando
ratas de 10-18 dias de edad, a las que pre-expusieron durante 15 o 45 min. por dos dias
consecutivos a distintos olores (limén y menta), y condicionadas dos horas después de la 22 pre-
exposicion al olor mediante una descarga eléctrica en las patas. Sus resultados mostraron una
facilitacion del condicionamiento en el grupo pre-expuesto durante 15 min., en tanto que con
45min de pre-exposicion, no se observo dicha facilitacion. Afios mas tarde Roman y Reilly
(2007) determinaron el efecto de la lesion en CI de ratas Sprague-Dawley sobre la adquisicion
del CAS; para ello pre-expusieron durante 15 min. a una solucién de sacarina 0.15%, a ratas

lesionadas y ratas SHAM durante 5 dias consecutivos; posteriormente, en los dias 6, 9, 12, 15y
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18 de la prueba y 30 min. después de la presentacion del sabor, los sujetos fueron inyectados
i.p. con LiCl 0.15M (1.3ml/100g p.c.). Sus resultados hacia el dia 21 mostraron la presencia de
respuesta neofobica en los grupos SHAM durante la primera exposicion, mientras que en los
grupos lesionados no se presentd dicha respuesta. Por otro lado, el grupo SHAM pre-expuesto,
desarroll6 aversion méas lentamente que su contraparte no pre-expuesta, en tanto que ambos
grupos lesionados desarrollaron aversion al mismo tiempo independientemente de si el sabor
era novedoso o familiar, concluyendo que la CI interrumpe la neofobia por el sabor, lo que
retarda la adquisicién del CAS debido a un efecto similar a la inhibicion latente. Mas
recientemente, Gastafiaga et al. (2015) pre-expusieron a ratas Wistar pre destete, durante 1y 3
veces, a infusiones intraorales de solucidn de sacarina 0.15%, condicionandolas con una dosis
baja (0.15M) y una dosis alta (0.30M) de LiCl i.p. Estos autores encontraron que la exposicion
previa al EC (sacarina), puede actuar como retardante o como facilitadora del condicionamiento,
dependiendo del numero de pre-exposiciones, de la dosis de ElI empleada y del nimero de
condicionamientos. En el caso de ratas adultas Bennet, Tremain y Mackintosh, (1996) las
preexpusieron a 1ml y 4ml de una solucion de glutamato monosddico-quinina-sucrosa, y las
condicionaron hacia el dia 11, con una inyeccion i.p. de LiCl 0.15M (10 ml/kg); sus resultados
mostraron facilitacion del condicionamiento en los grupos que bebieron una pequefa cantidad
(1ml) en un solo entrenamiento, sugiriendo que dicho fenémeno de facilitacion del CAS, ocurre

solo bajo condiciones especificas, i.e. ante sabores compuestos y una pre-exposicion corta.

Estimulos

Para la prueba de inhibicién latente (IL) se utilizaron soluciones de sacarina 0.1% y 0.5%, asi

como solucion de quinina 0.003%.

Meétodo

El Dia 1 se llevo a cabo la habituacion de los sujetos a las cajas experimentales empleando el
procedimiento descrito en los experimentos previos y se dividid a los sujetos en 5 grupos: tres
grupos para sacarina 0.5%: 1) IL con consumo forzado (IL F)-CAS Forzado (CAS F), 2) ILF-
CAS libre eleccién (CAS LE) y 3) IL con consumo con libre eleccion (IL LE) -CAS LE; 1 grupo
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para sacarina 0.1% (IL F-CAS LE) y un grupo para quinina 0.03%. (IL F-CAS LE) (Fig. 25).
En los Dias 2-4 se llevo a cabo la pre-exposicion al sabor, para lo cual se proporcionaron durante
10 minutos las distintas soluciones de acuerdo al método asignado para cada grupo. El Dia 5 se
realizd el condicionamiento mediante el método ya descrito, empleando un I1E de 30min. El
Dia 6 fue de recuperacion proporcionando Unicamente agua durante 10min. y el Dia 7 se llevo
a cabo la evocacion de la MLP.

Dia7
MLP

Dia1
Habituacion

1 1
| I
Dias 2-4 H Dia 5 : Dia 6
Pre-exposicion . CAS 1| Recuperacién
1 1
1 1
\ I

1 1 1 1
H Grupos: i lE30mim | i
' ] 1 1 . .
! Sacarina 0.5% Sacarina 0.1% Quinina 0.003% | ' ' Sacarina 0.5%  Sacarina 0.1%
1 ILF ILF ILF H ! 1 ILF-CASF ILF-CAS LE
i i : :
ILLE ILLE-CASF

ILLE-CAS LE  Quinina 0.003%
ILF-CAS LE

Figura 25. Metodologia empleada para la prueba de inhibicién latente (IL) bajo condiciones de consumo

forzado y consumo con libre eleccién.

Resultados

Los datos obtenidos empleando solucién de sacarina 0.5% (Fig. 26), mostraron la presencia de
memoria aversiva en 10s grupos pre-expuestos a la solucién bajo el método de consumo forzado
(IL F), independientemente del método utilizado (forzado vs voluntario) durante la prueba de
evocacion (***P<0.001). Por otro lado, se observd el desarrollo de inhibicion latente (IL)
unicamente en el grupo donde la evocacion de la memoria aversiva se realiz6 bajo condiciones
de consumo forzado (CAS F) (*P<0.05).
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Efecto de la pre-exposicion forzada a sacarina 0.5%

a)
Sacarina 0.5%
1 IL Forzada-CAS Forzado
E=1 IL Forzada-CAS Eleccion
I IL Eleccion-CAS Eleccion

20+

15+

Consumo (ml)
—
e

(8)

2

indice de Preferencia (%)

b)

O ILF-CASLE
[ ILLE-CASLE

Pre-exposiciones

CAS

Figura 26. a) Efecto de la pre-exposicion a Sacarina 0.5% de manera forzada vs con libre eleccién y la

evocacion de memoria aversiva a largo plazo (CAS) de manera forzada vs con libre eleccion en el modelo

de IL. b) indices de preferencia (IP) registrados en los grupos evocados con libre eleccion (*P<0.05,

***P<(.001). NUmero de sujetos por grupo (n) indicado entre paréntesis.

En cuanto al grupo sacarina 0.1%, se observo aversion por el sabor en el grupo pre-expuesto de

manera forzada (IL F-CAS LE) (Fig. 27); sin embargo, a diferencia del grupo sacarina 0.5%,

expuesto a las mismas condiciones (IL F-CAS LE), con esta concentracion baja si fue posible

observar cierto grado de IL al evocar en condiciones de consumo con libre eleccién, esto, al

comparar contra el grupo control, condicionado aversivamente sin pre-exposicién a la solucién.
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Efecto de la pre-exposicion forzada a sacarina 0.1%
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Pre-exposiciones

Figura 27. a) Efecto de la pre-exposicion forzada a Sacarina 0.1% en la evocacion de la memoria aversiva
a largo plazo (MLP) con consumo de libre eleccion. b) indices de preferencia obtenidos en el grupo
condicionado pre-expuesto (CAS) y el grupo control sin pre-exposicioon (*P<0.05, ***P<0.001).
Numero de sujetos por grupo (n) indicado entre paréntesis.

Al comparar a los grupos de ambas concentraciones de sacarina (0.1% y 0.5%) pre-expuestos
con consumo forzado y evocados con libre eleccion (IL F-CAS LE) (Fig. 28), se encontraron
diferencias significativas entre ellos, durante los dos primeros dias de pre-exposicion (**P<0.01
y ***P<(0.001 respectivamente), en tanto que, hacia el tercer dia, ya no se observaron diferencias.
A pesar de que ambas concentraciones parecen haber sido catalogadas como “seguras”, al
condicionar y evocar la MLP se observé una aversion méas robusta hacia la solucion mas
concentrada (sacarina 0.5%).
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Comparacion del efecto en CAS de la pre-exposicion forzada a sacarina 0.1% y 0.5%

100:
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Figura 28. a) Comparacion de los consumos registrados en los grupos pre-expuestos de manera forzada
a sacarina 0.1% (concentracion baja) y sacarina 0.5% (concentracion elevada) durante la prueba de IL.
b) Consumos expresado en indices de preferencia (IP) para ambas concentraciones durante la evocacion
de la MLP (b) (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). NUumero de sujetos por grupo (n) indicado entre
paréntesis.

Finalmente, tampoco se observé IL al evocar la MLP con el método de consumo voluntario en
el grupo pre-expuesto de manera forzada a quinina 0.003% (ILF-CAS LE) aun cuando el
incremento en el consumo durante la fase de pre-exposicion sugiere que el sabor ha sido
“etiquetado” como seguro (Fig. 29). Esto demuestra nuevamente, que dicho aumento en el
consumo da lugar a la formulacion de conclusiones erréneas sobre fenémenos como la IL y la
AN.
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Figura 29. Efecto de la pre-exposicion a quinina 0.003% durante tres dias, sobre la evocacion de la
memoria aversiva a largo plazo (CAS) en el modelo de IL (***P<0.001). Numero de sujetos (n) indicado

entre paréntesis.

Discusion

Se ha hipotetizado que en la inhibicidn latente (IL), el hecho de que los sujetos sean expuestos
previamente a un sabor, favorece la formacién de una memoria apetitiva que, ante un
condicionamiento aversivo posterior, impide la asociacion de dicho sabor conocido con las
consecuencias viscerales adversas y por lo tanto, la formacién de una memoria aversiva hacia
ese sabor (Miranda, 2012). Sin embargo los resultados obtenidos en este experimento muestran
que el desarrollo de la IL depende de factores como la concentracion de la solucion y el método
con el cual se realiza la prueba de memoria, pues a diferencia de otros estudios en los que se ha
reportado IL con concentraciones elevadas de sacarina, en el nuestro Unicamente se pudo
observar en el grupo evocado empleando el método de consumo forzado; en tanto que los grupos
evocados con consumo de libre eleccion, mostraron aversion al sabor aun cuando los consumos

de éste aumentaron gradualmente durante la fase de pre-exposicion.
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Algunos autores han encontrado, que bajo ciertas condiciones tales como la edad de los sujetos
(Hoffman y Spear, 1989), la complejidad del sabor (Bennet et al., 1996), el niUmero y duracion
de las pre-exposiciones o la dosis empleada de El (Gastafiaga et al., 2015), es posible observar
un efecto facilitador del CAS o de la IL; encontrando que ésta se presenta principalmente en
ratas jovenes (Hoffman, 1989; Bennet et al., 1996) y con tiempos cortos de pre-exposicion al
EC tanto si es gustativo (Bennet et al., 1996) como olfativo (Hoffman y Spear, 1989). Asimismo,
se ha reportado este fenomeno de facilitacion, cuando se emplean sabores compuestos 0
complejos (sacarina vs sucrosa) expuestos durante con periodos cortos de tiempo (Bennet et al.,
1996; Chotro y Alonso, 2001).

En este estudio con ratas adultas, la metodologia empleada para evocar la memoria, se suma a
la lista de condiciones que favorecen el desarrollo de CAS, aun cuando el sabor ha sido expuesto
previamente. Por otro lado, la aparente IL observada en el grupo sacarina 0.5% evocado de
manera forzada, se debe a que dicho consumo no permite observar aversion aun cuando la haya

pues los animales no tienen mas opcion que consumir el Unico liquido disponible.

Por otro lado, el efecto de la concentracién de las soluciones de sacarina empleadas en este
estudio, pueden ser equiparables al efecto producido por la complejidad del sabor reportado por
autores tales Bennet et al. (1996) y Chotro y Alonso (2001), quienes encontraron que, con
sabores compuestos se produce una facilitacion del condicionamiento aversivo, misma que
disminuye al incrementar el tiempo de exposicion al sabor o con sabores menos complejos
(sabores primarios). Lo anterior puede explicar el hecho de que aunque en el grupo sacarina
0.1% se observo aversion (ver Fig. 27), también fue posible observar cierto grado de IL al
comparar con el grupo control no pre-expuesto, mostrando que el desarrollo de la IL es
inversamente proporcional a la concentracion de la solucion empleada (a mayor concentracién
mayor aversion y por lo tanto menor desarrollo de IL). Este resultado se asemeja al reportado
por Rodriguez-Ortiz et al., (2005) quienes observaron la formacion de una aversion creciente
hacia una solucién de sacarina 0.3%, a pesar de haber alcanzado previamente una AN,
demostrando con ello, que es posible generar aversion a pesar de que un sabor ha sido etiquetado

COMO seqguro.
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DISCUSION GENERAL

Los resultados de la presente tesis muestran la interaccion entre el CAS y la AN (resumen en
Tabla A), misma que ha sido sugerida en varios estudios anteriormente, en los que se considera
que la convergencia de ambos fendmenos se lleva a cabo durante la etapa de adquisicion, en la
que el sabor percibido debe ser etiquetado de acuerdo a sus consecuencias post-ingesta (seguro
0 aversivo). Reportes previos han propuesto que es necesario un tiempo de 6h para que el sabor
sea etiquetado como seguro y familiar (Gutiérrez et al, 2003b) y se ha considerado que tres
exposiciones a la solucion, son suficientes para poder observar el desarrollo de AN de manera
confiable (Lin et al, 2009).

Sin embargo, en este estudio el efecto del El, es decir, la presencia de una memoria aversiva
residual, parece afectar dichos parametros; ya que, a pesar de haber transcurrido 48h (lapso
notablemente mayor a las 6h propuestas) posteriores al consumo del sabor (evocacion de MLP),
en los grupos condicionados con I1Es de 240 y 300min. los consumos no fueron estadisticamente
diferentes a los registrados en el grupo control expuesto por Gnica ocasion al sabor. Esto sugiere
una respuesta similar a la neofobia (contraria al desarrollo de memoria segura) como
consecuencia del CAS con IIE largo, impidiendo a la vez, el desarrollo de preferencia por el

sabor, aun después de haber consumido la solucidn de sacarina por segunda ocasion.

Por otro lado, se ha sugerido que el desarrollo de la AN puede no necesariamente cambiar la
percepcion de un sabor aversivo como apetitivo, sino Unicamente cambiar el grado en que dicho

sabor resulta apetitivo para el sujeto (Dwyer et al., 2013).

Esto apoya nuestra critica hacia los resultados obtenidos en este y en otros reportes, respecto a
la utilizacion del método forzado en pruebas de AN, pues si bien, los consumos de solucién de
sacarina a altas concentraciones aumentan a lo largo de la prueba, esto no necesariamente
implica que el sabor sea considerado como apetitivo, sino que, ante condiciones de privacion
prolongada de agua y la imposibilidad de elegir qué sustancia beber, el sujeto debe adaptarse a
los recursos disponibles consumiendo cantidades elevadas de la solucion aversiva, lo que, como

ya se menciond, da lugar a interpretaciones erréneas sobre el fendmeno de AN.
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Finalmente, el efecto facilitador del CAS producto de la pre-exposicion forzada a

concentraciones elevadas de sacarina (0.3% y 0.5%), sustenta el hecho de que si bien, un

organismo puede incrementar el consumo de un alimento o sabor, que bajo condiciones de libre

eleccién rechazaria, éste incremento no es un indicador fiable de la formacién de una memoria

segura del sabor.

Tabla A. Interpretacion de los eventos conductuales registrados durante las distintas

pruebas de condicionamiento aversivo al sabor (CAS), atenuacion de la neofobia (AN)

e inhibicion latente (IL).

Prueba

CAS con “Reactivacion”

CAS con IIEs largos

Atenuacion de la neofobia
con consumo voluntario o
de libre eleccion
(ANLE)

Hallazgos

El 1IE largo no genera una condicion de aprendizaje
suboptimo, i.e. buena MCP con una MLP deficiente.
La calidad de las MCP y MLP se corresponden una
con otra; i.e. el desarrollo de una buena MCP da
lugar también a una buena MLP.

La doble evocacion de la memora aversiva (a corto
y largo plazo en un mismo grupo) no “reactiva” o
mejora a la MLP.

La doble evocacion facilita el desarrollo de la
preferencia por el sabor.

Presencia de memoria aversiva al sabor hasta los
180 min de IIE.

Ausencia de aversion por el sabor a IIEs de 240 y
300min.

Bloqueo de la preferencia por el sabor a partir de los

240 min de intervalo.

No se produce AN con concentraciones elevadas de
sacarina (0.3% y 0.5%) o soluciones innatamente

aversivas (quinina 0.003%).
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Atenuacion de la neofobia
con consumo forzado
(ANF)

ANF+ANLE

Inhibicién latente

(L)

Desarrollo de preferencia y formacion de memoria
segura con concentraciones bajas de sacarina
(0.1%).

Desarrollo aparente pero no real, de AN con
concentraciones elevadas de sacarina (0.3% y 0.5%)
0 soluciones innatamente aversivas (quinina
0.003%).

Formacion aparente, mas no real, de memoria
segura del sabor.

No hay desarrollo de preferencia.

El grado de AN con consumo forzado no es
permanente.

Disminucion significativa en el consumo de
soluciones concentradas o innatamente aversivas
ante la posibilidad de eleccion.

Preferencia por el sabor y AN poco confiables.

Dependiente del método de presentacion del
estimulo durante la pre-exposicion y la evocacion
(consumo forzado vs consumo con libre eleccion).

Desarrollo de CAS con pre-exposicion forzada a
concentraciones altas de sacarina (0.3% y 0.5%) o
soluciones innatamente aversivas (quinina 0.003%).
Desarrollo de IL con concentraciones bajas de

sacarina (0.1%).
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CONCLUSIONES

e El fenomeno de “reactivacion” o facilitacion de la consolidacion de la MLP requiere de
condiciones que permitan un aprendizaje subdptimo, mismas que no se pudieron
establecer en el modelo de CAS con los parametros utilizados en este estudio.

e Laausencia de memoria aversiva a corto y largo plazo con IIEs largos en el modelo de
CAS, podria deberse a que el intervalo largo favorece la formacién de una memoria
segura por el sabor y por tanto dificulta la asociacion de los estimulos.

e Elincremento en el consumo de una solucion de manera forzada, no necesariamente es
indicativo de la formacion de una memoria segura del sabor ni del desarrollo de
preferencia por el mismo.

e El método de presentacion del estimulo de sabor (consumo forzado vs consumo
voluntario) asi como la saliencia del mismo, determinan si se favorece la adquisicion del
CAS o el desarrollo de IL.
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