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Resumen

La forma en que se responde a los reforzadores esta influida no solo por
la percepcidn sensorial de sus atributos (i.e., valor absoluto) sino que también
juegan un rol nuestras experiencias previas (i.e., valor relativo). El estudio de
estas respuestas durante las primeras etapas de la ontogenia requiere tener en
cuenta las caracteristicas propias de cada etapa y adaptar las metodologias a
ellas. En esta tesis se utilizaron dos estrategias para abordar su estudio, en
momentos diferentes del desarrollo de la rata. Los experimentos iniciales
evaluaron a animales con tres horas de vida. Dada la relevancia biolégica que
posee el aprendizaje olfatorio en los primeros dias de vida de la rata y las
capacidades que puede desplegar un neonato, se estudid cémo impacta la
presencia de un olor pre-expuesto sobre las respuestas hacia un pezon artificial
que contiene una solucién apetitiva (Experimentos 1 y 2) o aversiva
(Experimentos 3 y 4). Se encontré que la experiencia previa con un olor neutro
modificé las respuestas consumatorias hacia una solucion moderadamente
aversiva, pero no hacia una solucion apetitiva. El estudio en animales infantes
(8 a 19 dias posnatales) abordoé la formacion y violacion de expectativas sobre
diferentes reforzadores. Una estrategia para su evaluacion es la utilizacion de
protocolos que impliquen cambios sorpresivos de los reforzadores, tales como
el efecto de contraste. Se pueden observar dos tipos, dependiendo de la
direccion en la que ocurre el cambio. El contraste negativo sucesivo se ve
reflejado en un desempeiio significativamente peor en un grupo que
experimentd el cambio de un reforzador grande por uno pequefio, en
comparacién con un grupo que siempre recibié la recompensa de menor
magnitud. El fenbmeno se expresa por una disminucién abrupta de la
respuesta ante el reforzador devaluado por debajo del grupo control y se
considera un indice de frustracién. El contraste positivo sucesivo consiste en
proporcionar al grupo experimental un reforzador grande tras haber
experimentado en sucesivos ensayos previos una recompensa pequefa. El
efecto se manifiesta en un incremento del desempeio del grupo experimental
por encima de un grupo control que siempre recibié el reforzador grande y se
considera un indice de euforia. Estos fendmenos se estudiaron ampliamente

con animales adultos. Sin embargo, su evaluacién en etapas tempranas del
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desarrollo ha recibido menor atencién. Los Experimentos 5 a 7 permitieron
determinar patrones de consumo, las concentraciones de las soluciones de
sacarosa que constituyeron los reforzadores grande y pequefio, establecer de
la cantidad de ensayos y el tiempo de intervalo entre ensayos. En los
Experimentos 8 a 12 se exploro el efecto de contraste devaluando una solucion
de sacarosa de 12% a 2% (contraste negativo sucesivo — Experimentos 8 a
10), disminuyendo la concentracion de 0.1% a 0.01% de quinina (contraste
positivo sucesivo — Experimento 12) y presentando de manera sorpresiva
sabores dulce y amargo (Experimento 11). Los resultados indican que los
efectos de contraste negativo y positivo ocurren a los 18 dias de vida de la rata
expresandose tanto a nivel de consumo como en las respuestas de reaccién al
sabor, ante la devaluacion de una solucién apetitiva (Experimentos 8 y 9) y la
devaluacion de una solucion aversiva (Experimento 12). También se expresa al
experimentar el cambio de un sabor a otro (Experimento 11). Asimismo, el
aumento de las reacciones aversivas tras experimentar una devaluacion de
sacarosa (Experimentos 4 y 5) y la disminucion del patrén aversivo junto al
aumento de las respuestas heddnicas al disminuir la concentracion de quinina
(Experimento 8) sugieren un cambio en la valoracién hedoénica hacia estos
reforzadores ante el cambio inesperado del sabor. Estos hallazgos constituyen
los primeros antecedentes sobre la evaluacion de los efectos de contraste
negativo y positivo consumatorios en ratas infantes, reflejando que las
conductas mediadas por expectativas emergen durante etapas tempranas del
desarrollo. Ademas, establecen el primer precedente en cuanto al estudio de
las respuestas de reaccion al sabor emitidas ante cambios sorpresivos de los
reforzadores. La consistencia en los datos obtenidos por ambas medidas
(consumo y respuestas de reaccion al sabor), sugieren que la obtencion de un
reforzador diferente al esperado, tanto con soluciones apetitivas como
aversivas, resulta en una situacion lo suficientemente saliente como para
impactar sobre la valoracién que se realiza sobre los reforzadores. Por lo tanto,
los resultados fortalecen las explicaciones que postulan la existencia de un
valor relativo de los reforzadores y que destacan los aspectos emocionales en

los efectos de contraste.



Introduccioén

Durante el transcurso de la vida el ser humano se enfrenta a sucesos
vitales vinculados con la pérdida inesperada de incentivos materiales o
afectivos (e.g., desocupacion, muerte de un ser querido, enfermedad, etc.), que
provocan reacciones emocionales y cognitivas que interfieren con su
funcionamiento biopsicosocial (Mustaca et al., 2009; Mustaca & Papini, 2005).
Estas situaciones cotidianas se pueden modelar y estudiar experimentalmente
mediante protocolos que impliqguen cambios sorpresivos de los reforzadores
(Papini & Dudley, 1997). En su conjunto, los fenémenos que surgen de estos
protocolos reciben el nombre de Efectos Paradojicos del Reforzamiento (EPR —
Amsel, 1992). Esqueméticamente, se podria decir que para su expresion
suponen la capacidad para 1. Discriminar entre el valor de las diferentes
recompensas, 2. Recordar las recompensas obtenidas con anterioridad, 3.
Realizar una comparacion entre las recompensas obtenidas previamente y las
actuales, 4. Desarrollar expectativas respecto de las recompensas, y 5.
Responder de manera diferencial ante los EPR, al compararlos con otros

animales que no recibieron estos programas.

En estas respuestas estan involucradas reacciones emocionales y
cognitivas que se van adquiriendo a medida que el sistema nervioso alcanza
diversos estadios de madurez. En ese sentido, cobra interés el estudio de la
emergencia de los efectos del aprendizaje a lo largo del desarrollo, puesto que
nos permitird ir infiriendo qué mecanismos son necesarios y suficientes para su
existencia. El estudio de la ontogenia de los EPR se abord6 principalmente por
Amsel y cols. con un protocolo instrumental, mediante el cual establecié que los
mismos emergen en forma secuencial. Sin embargo, existe amplia evidencia
que la neurobiologia de las respuestas instrumentales difiere de las
consumatorias (Amsel & Stanton, 1980; Becker, Jarvis, Wagner & Flaherty,
1984; Bentosela, Muzio & Mustaca, 2001; Berdel, Morys & Maciejewska, 1997;
Capobianco & Hamilton, 1973; Flaherty & Hamilton, 1971; Flaherty, Coppotelli,
Hsu & Otto, 1998; Flaherty, Otto, Hsu & Coppotelli, 1995; Flaherty, Powell &
Hamilton, 1979; Flaherty, Rowan, Emerich & Walsh, 1989; Liao & Chuang,
2003; Salina & White, 1998; Sastre & Reilly, 2006).
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Por otra parte, estos trabajos resaltan la importancia que tienen nuestras
experiencias previas sobre la forma que reaccionamos hacia diferentes
reforzadores. Con el objetivo de profundizar en el estudio sobre la valoracion
de las recompensas, la tesis abordé este topico en etapas tempranas del
desarrollo, teniendo en cuenta caracteristicas y procesos especificos que
tienen lugar en ellas, tal como la existencia de periodos sensibles. Estudios con
bebés humanos reportaron que éstos aceptan sabores desagradables hasta
alrededor de los 4 meses de vida, mientras que los rechazan si se presentan
en edades posteriores (Beauchamp & Mennella, 1996b; 1998a). En la rata se
describio un periodo sensible para el aprendizaje de olores (hasta el dia
posnatal 10 — DP 10), durante el cual las crias muestran preferencia por un olor
aun cuando ha sido previamente asociado a un estimulo aversivo nociceptivo
(Moriceau, Roth, Okotoghaide & Sullivan, 2004). La existencia de estos
procesos en las primeras etapas de vida, nos invita a pensar nuevas
estrategias que permitan evaluar su posible impacto sobre la valoracién de
reforzadores: ¢ como evallan diferentes reforzadores sapidos ratas recién
nacidas? Estas evaluaciones ¢ pueden ser modificadas en funcion de

experiencias previas con estimulos olfatorios?

El abordaje de estas cuestiones requiere de técnicas y procedimientos
adaptados a las caracteristicas propias de cada etapa de la ontogenia. En esta
tesis se implementaron dos procedimientos consumatorios dependiendo de la
edad de los animales. Para el estudio de ratas neonatas (3 hs de vida), se
utilizo la técnica de pezon artificial que permitié la evaluacion de respuestas
consumatorias ante diferentes soluciones, en presencia de un olor pre-
expuesto (Capitulo | — Experimentos 1 a 4). En ratas infantes (DP 8 a 19), se
utilizé un paradigma de infusion forzada, pero consumo voluntario, que permitio
el estudio de algunos EPR (capitulos V y VI — Experimentos 5 a 12) para
evaluar si la edad de expresiéon de los fendmenos consumatorios difiere de los
instrumentales. Asimismo, se propuso el registro de respuestas de reaccién al
sabor como una medida novedosa para la evaluacion de procesos emocionales

implicados en fenomenos de devaluacion del incentivo.



Teniendo en cuenta estos aspectos, la tesis se estructurd de la siguiente
manera: En primer lugar, se expusieron los antecedentes sobre fenomenos y
procesos presentes en etapas perinatales, asi como los trabajos
experimentales que se realizaron en ratas neonatas (capitulo I). Luego, se
realizé un recorrido por los estudios ontogenéticos de los EPR (capitulo I1), las
principales teorias y trabajos empiricos sobre los efectos de contraste y la
diferencia entre los fendbmenos consumatorios e instrumentales (capitulo II1) y
los estudios que avalan al Test de Reactividad al Sabor (TRS) como un
instrumento para medir aspectos hedonicos de la evaluacion de los
reforzadores (capitulo 1V). A continuacion, se expusieron los trabajos
experimentales que se realizaron en ratas infantes (capitulos V y VI).
Finalmente, se desarrollaron las conclusiones generales que se desprendieron

de los estudios empiricos (capitulo VII).

Objetivos e hipotesis
Objetivo general

Estudiar el desarrollo de los procesos de aprendizaje implicados en la
valoracion de las recompensas en ratas neonatas e infantes. Aprendizajes
complejos como la formacion de expectativas que anticipan la aparicion de
refuerzos de determinada magnitud, la memoria del reforzador recibido en el
pasado y su comparacion con el presente y las respuestas emocionales que se

desencadenan cuando el reforzador recibido es distinto al esperado.
Objetivos especificos:

1. Evaluar sila presencia de un olor pre-expuesto modifica las
respuestas consumatorias hacia reforzadores sapidos apetitivos y

aversivos en ratas neonatas.

2. Establecer patrones de consumo de diversos reforzadores (e.qg.,

soluciones azucaradas) en ratas pre-destetadas.

3. Estudiar los EPR en ratas infantes, evaluando respuestas
consumatorias como medida dependiente y determinar si los mismos

aparecen en estadios mas tempranos de la ontogenia que las
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asociadas a la anticipacion de un refuerzo que se encuentra fuera
del contacto directo y que implica la representacion cognitiva de

éste, como es el caso de los procedimientos instrumentales.

4. Estudiar las respuestas de reaccion al sabor que reflejan el valor
hedonico de un reforzador, en procedimientos que implican cambios

sorpresivos de los reforzadores.

Hipotesis

1. Los animales que hayan sido pre-expuestos a un olor neutro
mostraran un aumento de las respuestas consumatorias hacia un

pezén artificial en presencia de dicho olor, en comparacion con crias

de rata no pre-expuestas.

2. Las ratas que experimenten un cambio sorpresivo del reforzador
mostraran un cambio drastico del porcentaje de ganancia de peso en
comparacién con los animales del grupo control que reciban el

reforzador de menor magnitud en ambas fases del experimento.

3. ElI CNSc emergera con anterioridad al CNSi, dado que las areas
cerebrales que subyacen a ambos fendmenos presentan diferentes

plazos madurativos (amigdala e hipocampo, respectivamente).

4. El patrén de respuestas de reaccion al sabor tipico ante un reforzador
cambiara luego de experimentar un cambio sorpresivo de la calidad

del reforzador.
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Metodologia general

Protocolo para la evaluacion de ratas neonatas
Sujetos

Se utilizaron 165 crias machos y hembras nacidas por cesarea, de 29
hembras Sprague-Dawley (Taconic, Germantown, NY) mantenidas en el
bioterio del Departamento de Psicologia de la Universidad de Binghamton.
Para determinar la prefiez, se recogieron los frotis vaginales cada dia, durante
un periodo de reproduccion de 7 dias. El primer dia de deteccion de esperma
se design6 como dia embrionario cero (EO) y el dia de nacimiento ocurrié en el
E21 (DP 0). El bioterio tuvo un ciclo de luz/oscuridad de 12hs/12hs, con las
luces encendiendo a las 7 am. La temperatura y humedad se mantuvieron
constantes. Todos los animales tuvieron acceso ad libitum a la comida (Purina

Rat Chow, Lowell, MA) y agua.
Procedimiento de cesarea

Este procedimiento se llevé a cabo en el E21. Se utilizé isoflurano
(Baxter, Deerfield, IL, VetEquip, Pleasanton, CA) para anestesiar a la madre
durante la cesérea. Se realizd una incisién en la linea media de la pared
abdominal para exponer los cuernos uterinos. Una pequefa incisién en cada
saco amniotico permitié la externalizacién de las crias. El corddén umbilical se
presiond durante unos pocos segundos y se cortd. Luego se removieron
gentilmente las membranas del cuerpo de las crias con una toalla de papel.
Finalmente, cada cria se ubic6 dentro de un contenedor plastico (12 cm de
largo x 12 cm de ancho x 6 cm de alto) revestido con una gasa estéril
humedecida, sobre una almohadilla térmica. Una vez que se completo la

cesarea, se sacrificd a la hembra anestesiada.
Aparatos

Incubadoras. El olor se presenté en una incubadora (Microplate
Incubator, Boekel Scientific, Feasterville, PA) mantenida a 35°C. Dentro de este
aparato se ubicé un macho y una hembra de la misma camada dentro de un
envase de plastico hexagonal (4 cm por lado x 2 cm de alto x 5 cm de largo).

Los animales pre-expuestos al olor se ubicaron cerca de una tacita con un
12



hisopo con .1 ml de una esencia de limén (Lorann oils, Inc., Lansing, Ml). Los

animales no pre-expuestos permanecieron en una incubadora con ningun olor.

Pezén artificial. Se construyd con latex de goma (AMACO rubber latex,

Indianapolis, IN) y moldeado sobre una forma cénica de 12 mm de largo con
una punta redondeada de 1 mm de didmetro y en la base con 2,5 mm de
diametro. La base del pezon artificial se adjunto en el final de un explorador
dental para facilitar su presentacion y la estimulacion por parte del
experimentador (Petrov, Varlinskaya & Smotherman, 1997). Un tubo de
polietileno (Clay Adams, Sparks, MD) se extendia a través del largo del pezon y
se adjuntaba a una jeringa que contenia las soluciones. La jeringa contaba con
un pequefo agujero en la pared superior para generar un sistema hidraulico.
Una ligera presion negativa, producida por las crias al agarrase del pezén, fue
suficiente para extraer voluntariamente los fluidos. A su vez, el pezon artificial
contaba con un clip tipo cocodrilo que permitia adjuntar un hisopo y presentar
el olor al mismo tiempo de la exposicion del pezén. Cada sujeto se colocé en
una posicion semi-supina dentro de un “chaleco” hecho de goma elastica fina.
Esta ligera restriccion prevenia los intentos de enderezamientos sin producir

molestias ni obstaculizar los movimientos de las crias (ver figura 1).

Soluciones. Las concentraciones de sacarina al 0.1% y 0.015% se
prepararon diluyendo 100 mg o 15 mg, respectivamente, en 100 ml de agua
destilada. Para preparar las soluciones de quinina al 0.1% y 0.2%, se diluyé
100 mg o 200 mg en 100 ml de agua destilada, respectivamente (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO).

13



) 7

Figura 1. Pezon artificial (izq) y su implémentacic’)n en la pruéba (der).

Procedimiento

Inmediatamente después del nacimiento se ubicé a las crias dentro de
las incubadoras (en funcion de la condicién experimental) y se expusieron
durante una hora a un hisopo embebido en 0.1 ml de esencia de limoén o sin
olor. Posteriormente, se ubicaron por 3 (Experimento 1) o 2 hs. (Experimentos
2 a 4) dentro de una incubadora, separadas en funcion de la exposicién al olor
para evitar la contaminacion cruzada de olores. La prueba comenzo
inmediatamente después. Se estimulé a las crias gentilmente en la regién ano-
genital con un algodon para inducir la miccién y la defecacion. Posteriormente,
se las pesé y las colocé individualmente dentro de la caja de evaluacion por 6
min, sobre un espejo mantenido a 35.5°C + .5°C. La evaluacion consistio en la
presentacion de diferentes soluciones proporcionadas a través de un pezén
artificial en presencia del olor a limén, estimulando gentilmente con la punta del
pezon la zona perioral del sujeto por 6 minutos. Una vez que la respuesta de
agarre se realizo, las ratas podian obtener 0.1% o0 0.015% de sacarina
(Experimentos 1y 2) 0 0.1% o 0.2% de quinina (Experimentos 3y 4) a través
del pezon. Al final de la sesion, se retiré a las crias de la caja de evaluacion, se
las seco con una toalla de papel, se pesaron y se las devolvio a la incubadora.
La respuesta de agarre involucraba un movimiento activo de la cabeza hacia el

pezon artificial, el cual resultaba en la punta del pezén entrando en la cavidad
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oral con la boca cerrada alrededor de pezon. A partir de esta respuesta se
obtuvieron las siguientes medidas: a. latencia de agarre (tiempo transcurrido
hasta la primera respuesta de agarre), b. duracion de agarre (suma de la
duracion de todos los agarres realizados), c. frecuencia de agarre y d. duracion
promedio de cada respuesta de agarre (tiempo total/nGmero de agarres).
Finalmente, se calculo el porcentaje de ganancia de peso corporal {100 x
[(peso pos — peso pre)/peso pre]} como una estimacion del consumo. El orden
de evaluacion para los diferentes grupos se contrabalance6 a través de los
experimentos. Para un ejemplo de este procedimiento ingresar a

https://www.youtube.com/watch?v=nHp40K6RWCw.

Tanto durante la exposicion al olor como en el intervalo de 2-3 hs., cada
animal se mantuvo junto a un compafiero de camada y con calor constante
para emular las caracteristicas del nido. Para eliminar una posible confusion de
efecto de camada con los del tratamiento, solo un sujeto de cada sexo por
camada se asigné a una condicion experimental (Holson & Pearce, 1992).

Cada condicion incluy6 un numero similar de machos y hembras.

Protocolo para la evaluacion de ratas infantes
Sujetos

Se utilizaron crias de ratas Wistar, obtenidas del bioterio del Instituto de
Investigaciones Médicas Dr. Alfredo Lanari (IDIM-CONIET, Argentina). En los
experimentos 5, 6, 7, 9 y 11 se usaron hembras mientras que en los restantes,
machos y hembras. Esta diferencia entre los experimentos obedecio a
aspectos practicos y de disponibilidad del bioterio. Antecedentes previos
indican que el sexo no constituye un factor de variacién significativa en los
fendbmenos bajo analisis en esos experimentos (Chen, Gross & Amsel, 1981;
Daniel, Ortega & Papini, 2009; Flaherty et.al., 1979; Wood, Norris, Daniel &
Papini, 2008). La edad de las crias varié de acuerdo al objetivo de cada
experimento, pero en todos los casos se evalud a ratas menores a DP 20. El
dia de parto se consider6 como DP 0. Las crias se mantuvieron con sus
madres y tuvieron acceso ad libitum al agua y comida (Cooperacion, Buenos

Aires, Argentina). Los entrenamientos se realizaron entre las 8 hs. y las 15 hs.
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https://www.youtube.com/watch?v=nHp4oK6RWCw

El cuarto experimental y la habitacién donde se alojaron los animales tuvieron
un ciclo de luz/oscuridad 12hs/12 hs. (luz de 7 hs. a 19 hs.), con temperatura
(22°C) y humedad (60-70%HR) constantes.

Aparatos

Se utilizé una bomba de infusion (APEMA S.A., Buenos Aires, Argentina
— figura 2), que contenia 4 a 8 jeringas Prexajet de 5 ml cada una. Estas
contenian la solucién a infundir (ver procedimiento de cada experimento,
capitulos IV y V). Cada jeringa se conectaba a un tubo de polietileno PE 50 y
ésta a su vez a una canula PE10 (Clay Adams, Parsippany, NJ) colocada
previamente en la mejilla del animal. Las canulas fueron construidas utilizando
el calor de un soldador eléctrico con el fin de aplanar uno de sus extremos, el
cual guedaba colocado en el interior de la mejilla del animal. Durante el periodo
de privacioén las crias se mantuvieron en grupo, en cajas de acrilico negro de
24,5 x 20 x 22 cm sobre almohadillas térmicas para mantener la temperatura

constante.

Figura 2. Bomba de infusion APEMA

Para la evaluacion de los animales se utilizé 2 tipos de cajas, de acuerdo
al objetivo del experimento. En los experimentos 4 a 8 se usoé cajas de acrilico
transparente de 28 x 15 x 15 cm, subdivididas en 4 compartimentos iguales
(figura 3). En los experimentos 5 a 8 se evaluo a las crias en cajas espejadas
en forma de trapecio (34 cm de frente, 18 cm de fondo y 18 cm de alto — figura
4y 5), subdivida en 2 compartimientos iguales. Las paredes laterales y del
fondo, asi como el piso fueron construidas en vidrio espejado. La pared del
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frente fue de vidrio transparente y la pared divisoria de los compartimentos que

fue de vidrio opaco.

Figura 4. Caja de entrenamiento espejada.
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Figura 5. Compartimento individual de caja espejada
Procedimiento basico

Tres horas antes de comenzar cada ensayo, las crias se separaron de
sus madres y se las canul6 a fin de administrar las soluciones dentro de la
cavidad oral. La canulacion consistié en unir a una aguja de metal (30G C-
KJECT, CK Dental Industries, Buenos Aires, Argentina) el extremo libre de la
canula PE10. Luego se la colocoé a través de la porcion media de la mejilla
guedando el extremo aplanado de la canula dentro de la boca del animal. El
procedimiento no requiri6 mas de 10 segundos e indujo un estrés minimo en el
animal (Spear, Specht, Kirstein, & Kuhn, 1989). En cada ensayo se altern¢ el
orden de canulacion entre la mejilla izquierda y derecha para preservar el tejido
del animal. Durante las 3 hs. de privacion las crias permanecieron en grupo de

4 sujetos para minimizar el estrés.

Una vez que transcurrieron las 3 hs. de privacion, se estimuld
suavemente la zona ano-genital de las crias con un algodon para inducir la
miccién y/o defecacion. A continuacion, se registrd el peso previo (peso pre) e
inmediatamente después, se adoso la canula PE10 a una canula PE5S0 a través
de la cual se conducian las soluciones contenidas en las jeringas. Estas
estaban adheridas a una bomba de infusion, que se programd para que
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infundiera de forma continua durante 10 minutos (i.e., duracion de cada
ensayo). El volumen total de infusion fue equivalente al 2.5% del peso de cada
animal (Pautassi, Arias, Molina & Spear, 2008). Los restantes detalles (e.g.,
cantidad de ensayos, reforzador utilizado, intervalo entre ensayo) variaron de
un experimento a otro de acuerdo al objetivo. Por esta razon, el disefio

especifico que siguioé cada uno se describird en los capitulos V y VI.
Medidas dependientes

Porcentaje de ganancia de peso. Constituye una estimacion del

consumo que se obtiene mediante la aplicacion de la siguiente formula: (peso

post — peso pre-entrenamiento) / peso pre-entrenamiento] x 100.

Respuestas de reaccién al sabor. Se registraron frecuenciay / o

duracion de las siguientes conductas:

e Mouthing (duracién — respuesta apetitiva): movimientos ritmicos
de la boca y mandibula.

e Paw lick (duracién — respuesta apetitiva): lameteo de las patas
delanteras.

e Head shake (frecuencia — respuesta aversiva): sacudidas rapidas
de la cabeza hacia los lados.

e Chin rubbing (frecuencia — respuesta aversiva): frotar la barbilla

contra el piso, proyectando el cuerpo hacia adelante.

e Flailing of forelimbs (frecuencia — respuesta aversiva):

sacudimiento rapido de las patas delanteras

e Fase wash (frecuencia y duracién — respuesta aversiva):
movimientos circulares con ambas patas delanteras sobre el

hocico.

e Paw tread (frecuencia y duracion — respuesta aversiva):
movimientos sucesivos de extensién de una de las patas
delanteras hacia adelante y contra el piso mientras se retrae la

otra hacia atras.
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e Wall climbing (frecuencia y duracidn — respuesta aversiva): apoyar
las patas delanteras sobre la pared, sosteniéndose sobre las

patas traseras.

Estas conductas se registraron en los experimentos 8 a 12. El tipo y
namero de respuesta medidos en cada experimento se detallard en el apartado
correspondiente a cada disefio experimental. Para ejemplos de estos
comportamientos ingresar a https://www.youtube.com/watch?v=7Zp-
MKWXN_c.

Preparacion de las soluciones

Para la evaluacion en esta etapa ontogenética se utilizaron soluciones
de sacarosa y quinina en diferentes concentraciones. Para la sacarosa se
usaron las concentraciones 2%, 5%, 10% y 12%. Cada una se obtuvo
diluyendo 2, 5, 10 0 12 gr de sacarosa (Ledesma, Argentina) en 100 ml de
agua destilada, respectivamente. Para la solucién de quinina se utilizaron dos
concentraciones: 0.1% y 0.01%. Para la primera solucion se pesé 100 mg de
quinina, mientras que para la segunda 10 mg (Saporiti S.A.C.1.F.I.A., Buenos

Aires, Argentina), las cuales se disolvieron en 100 ml de agua destilada.
Analisis de datos

Los ensayos se grabaron con dos camaras (Sony, DCR-SR47) para su
posterior analisis. El registro y analisis de conductas se realiz6 utilizando el
programa JWatcher (version 1.0). La confiabilidad inter-observadores fue >
85% para todas las conductas, utilizando la formula: [Total de acuerdos / (Total
de acuerdos + total de desacuerdos)] * 100; para frecuencia, y (Tiempo total
menor / Tiempo total mayor) * 100, para duracion. En todos los casos se utilizd

un procedimiento de simple ciego y dos evaluadores.

Los datos registrados en todos los experimentos se procesaron a través
del programa estadistico Statistica version 8.0, y se analizaron con ANOVAS
de factores independientes y de medidas repetidas (Ensayos). Se utilizé el
minimo de animales necesarios para alcanzar un nivel de significacion alfa de
0.05. Se realizaron comparaciones multiples a posteriori con la prueba LSD,

para aquellos factores que presentaron diferencias significativas. En los
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Experimentos 2 y 3 se llevaron a cabo analisis t de Student para muestras
independientes, en los cuales el factor de agrupamiento fue la condicién de
Olor. En algunos casos, guiados por las hipétesis planteadas e
independientemente de alcanzar la significancia estadistica en el ANOVA, se
llevaron a cabo comparaciones planeadas (Aron, Coups & Aron, 2013 — pp.
340-350). Para los experimentos donde se evaluaron ratas neonatas, las
hipotesis predicen que los animales pre-expuestos al olor mostraran mayores
respuestas de consumo y agarre a un pezon artificial en presencia de dicho
estimulo, en comparacion con aquellos no pre-expuestos. En cuanto a los
experimentos con ratas infantes, las hipétesis postulan que los grupos se
diferenciaran principalmente en los ensayos 1y 2 de la fase de poscambio
puesto que es el momento donde el efecto de contraste se expresa con fuerza.
Asimismo, es esperable que las respuestas de reaccion al sabor también
varien en funcién de experimentar un cambio del reforzador. En los
experimentos que se utilizaron sujetos machos y hembras, los datos se
colapsaron por sexo dado que este factor no alcanzé la significacion estadistica

en ninguna de las variables.
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Capitulo |

Aprendizaje olfatorio y su influencia en las respuestas de consumo en

ratas neonatas

Los estimulos olfatorios son criticos durante las etapas tempranas de la
vida en los mamiferos. Las especies altriciales estan evolutivamente
predispuestas a aprender conductas que facilitan la aproximacion y apego
hacia el cuidador, incluso en el contexto de abuso parental o negligencia
(Landers & Sullivan, 2012). Esta predisposicion especifica de la edad
disminuye a medida que los sujetos transitan hacia la adolescencia y adultez,
aunque la influencia de los aprendizajes tempranos durante periodos sensibles
del desarrollo puede ser de largo término (Dias & Ressler, 2014; Shah, Oxley,
Lovic & Fleming, 2001).

Fetos humanos son capaces de detectar estimulos quimio-sensoriales
derivados de la dieta materna, a través del liquido amniético. Ademas, pueden
inhalar liquido amniético desde la semana gestacional 24 y hacia el final de la
gestacion ingieren activamente cantidades significativas de este fluido. Estas
se consideran las primeras experiencias sensoriales gustativas y olfatorias en
humanos (Lipchock, Reed & Mennella, 2011) y pueden resultar en la
codificacion de memorias asociativas y no asociativas. Por ejemplo, se
encontré que bebés de madres quienes ingirieron alcohol o anis durante la
gestaciéon mostraron mayores respuestas de orientacién hacia esos olores a las
pocas horas después del nacimiento e incluso a los 4 dias de vida (Molina &
Spear, 2001; Schaal, Marlier & Soussignan, 2000).

Después del nacimiento se conforman memorias de largo plazo que
probablemente afecten el consumo y los comportamientos de alimentacién en
etapas posteriores. Las claves quimiosensoriales presentes en la leche
materna pueden regular los patrones de succién (Mennella & Beauchamp,
1996a; Mennella, Jagnow & Beauchamp, 2001). La capacidad de respuesta
hacia los sabores se ajusta de forma precisa durante la etapa posnatal
temprana y cambios drasticos en la sensibilidad hacia los sabores pueden

ocurrir en periodos breves de tiempo. Por ejemplo, bebés humanos aceptan

22



rapidamente hidrolizado de proteinas (i.e., leche de féormula modificada para
prevenir alergias e intolerancia a proteinas en infantes) a los 3-4 meses de
edad, a pesar de su sabor desagradable. Sin embargo, lo rechazan
enérgicamente cuando se proporciona por primera vez a los 5-6 meses de
edad (Beauchamp & Mennella, 1996b; 1998a).

Estudios con animales indican que desde el DP 0 a 10 la rata exhibe un
periodo sensible durante el cual se desarrollan preferencias por olores
(Moriceau et. al., 2004). No obstante, el aprendizaje olfatorio continGia a lo largo
del periodo de predestete, probablemente permitiendo a las crias ajustarse a
los cambios en el olor de la madre y la leche, inducidos por la dieta (Landers &
Sullivan, 2012). La reaccion de los infantes hacia el olor o gustos de las
sustancias disponibles en el contexto de succidn promueven mayor contacto
con su cuidador, asegurando el acceso a la comida, calor y proteccion
(Nizhnikov, Petrov, Varlinskaya & Spear, 2002; Sullivan, 2003).

Los mecanismos neurobiolégicos que soportan el aprendizaje de olor
operan de una forma compleja en esta etapa especifica del desarrollo. Los
olores presentados durante el periodo sensible, incluso aquellos sin relevancia
biolégica, hiper-estimulan el bulbo olfatorio, el cual a su vez facilita la
adquisicién del aprendizaje olfatorio (Landers & Sullivan, 2012). A diferencia del
aprendizaje olfatorio, la adquisicion del miedo condicionado esta disminuido
durante este periodo del desarrollo. Este fenbmeno probablemente esté
relacionado a la hipo-responsividad del eje HPA e inmadurez de la amigdala,
una de las principales estructuras cerebrales implicadas en los aprendizajes de
miedo. Un incremento en los niveles de corticosterona (CORT) luego del DP 10
determina la finalizacion del periodo sensible en la rata (Upton & Sullivan,
2010), aungue los niveles de CORT basales e inducidos por estrés en ratas de
dos o tres semanas de edad son mucho mas bajas que en las ratas maduras
(ver Pautassi, Nizhnikov & Spear, 2012). La activacion de la amigdala y el
incremento en la produccién de CORT en las ratas esta asociada con el
comienzo de la locomocién y por lo tanto resulta necesario desarrollar
mecanismos protectores, tales como la aversion por el olor de los predadores
(Moriceau et al., 2004).
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Durante este periodo sensible las crias mostraran preferencia por olores,
incluso luego de apareamientos del olor con un estimulo aversivo moderado.
Se sugirié que esto previene a la cria de adquirir aversion hacia la madre, quien
en ocasiones provee - durante el curso de los cuidados maternales - malestar
(e.g., mordidas, pisotones). Se ha intentado trasladar estas teorias para
explicar casos de abuso infantil, en los cuales a veces se observa apego hacia
cuidadores que proveen maltrato o negligencia (Moriceau & Sullivan 2005).
Cabe aclarar que, a pesar de esta predisposicion para adquirir preferencias por
olores, los fetos y neonatos son capaces de adquirir aversiones condicionadas.
Por ejemplo, Gemberling y Domjan (1982) encontraron aversion al sabor
condicionada en ratas de DP 1, y Stickrod, Kimble y Smotherman, (1982)
observaron que fetos expuestos en Utero a apareamientos de malestar y un

sabor/olor mostraron aversion al sabor/olor cuando se los evalu6 al DP 16.

La técnica de pezdn artificial contribuy6 significativamente al estudio de
aprendizajes neonatales tempranos. Esta emplea un dispositivo confeccionado
con latex, hacia el que las ratas recién nacidas pueden agarrase y prenderse y
a través del cual obtienen fluidos que pueden consumir de forma voluntaria.
Estas conductas, a su vez, pueden ser moduladas por claves olfatorias,
normalmente proveidas por un hisopo olorizado adjuntado al pezon (Petrov et.
al., 1997). Estudios previos mostraron que la succién e ingesta se redujeron
cuando el pezdon proveia una solucién de quinina o salina, mientras que la
sacarina incrementé esas respuestas. Este resultado sugiere que la deteccion y
discriminacion de sabores influencia las respuestas de succion desde muy
temprano en la vida (Nizhnikov et al., 2002). Otro estudio evalud la respuesta
hacia un pezén artificial que contenia fluidos nutritivos y no nutritivos con
diferentes cualidades de sabor en exposiciones repetidas. Se hallé que la
primera ingesta esta regulada por procesos quimiosensoriales, mientras que
las siguientes estan relacionadas con el valor nutricional de las soluciones

(Petrov, Nizhnikov, Kozlov, Varlinskaya, Kramskaya & Spear, 2004).

La técnica del pezén artificial también fue utilizada para estudiar
aprendizaje olfatorio en ratas neonatas. Uno de los primeros estudios que

empled dicha técnica indicé que ratas recién nacidas pueden adquirir
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condicionamientos olfatorios robustos 3 hs. después del nacimiento, cuando
una esencia de limén (estimulo condicionado, EC) se apare6 con leche
proporcionada por via intraoral a través de una canula (estimulo
incondicionado, El). Exposiciones posteriores al EC indujeron un agarre
significativo a un pezon artificial vacio (Cheslock, Varlinskaya, Petrov & Spear,
2000). Estudios que emplearon leche como El en la técnica de pezon
mostraron que ratas recién nacidas pueden adquirir aprendizajes asociativos
complejos, tales como condicionamiento de segundo orden y

precondicionamento sensorial (Cheslock, Varlinskaya, High & Spear, 2003).

La presentacion de olores pre-expuestos también es un factor que
modula fuertemente las conductas de agarre a un pezon artificial. Las ratas
neonatas muestran mayor cantidad de movimientos de las extremidades y
conductas de agarre hacia un pezon artificial olorizado con un olor pre-
expuesto (Miller & Spear, 2008, 2009, 2010). Aun se desconoce si un olor
familiar puede modular la ingesta de sabores basicos tales como amargo o
dulce. Trabajos previos sugieren que la familiaridad con olores o sabores
durante periodos sensibles de la ontogenia pueden resultar en un incremento
de la succién o un aumento de la aceptacion de sabores o comidas en etapas
posteriores del desarrollo. Por ejemplo, Dominguez, Lopez y Molina (1998)
observaron que ratas Wistar expuestas a propiedades quimiosensoriales del
etanol durante los dias gestacionales 17-20, mostraron un aumento del
consumo de un compuesto de sacarosa-quinina en relaciéon a los controles
expuestos a vehiculo en utero. Un gran niumero de estudios (e.g., Kiefer,
Coonfield & Ferraro, 2005) sugieren que este sabor emula el sabor del etanol.
Apareamientos de un olor novedoso y la administracién de alcohol en Utero
parecen dotar al olor con propiedades reforzantes que incrementan el agarre a
un pezon durante las primeras respuestas de succion (Abate, Varlinskaya,
Cheslock, Spear & Molina, 2002). Ademas, las sustancias amargas y agrias
son innatamente rechazadas por humanos, aunque este patron puede ser
modificado por exposiciones tempranas a los componentes volatiles de
alimentos con tales sabores (Beauchamp & Mennella, 2009). Varias especies
mamiferas, entre ellas los humanos y las ratas, despliegan respuestas de

disgusto y rechazo ante la presentacion de sabores amargos y acidos, mientras
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gue ante sabores dulces expresan respuestas de ingesta y aceptacion

(Berridge, 2000 — ver capitulo IV para una ampliacién de este punto).

Puesto que en periodos tempranos del desarrollo los estimulos olfatorios
resultan ser clave para la supervivencia ya que guian a la cria hacia el nido y
permiten el reconocimiento materno (Moriceau et al., 2004) y se hallé que
fomentan las respuestas de agarre hacia un pezén artificial (Miller & Spear,
2008, 2009; 2010), ¢ La presencia de un olor pre-expuesto incrementara el
valor de un reforzador gustativo apetitivo como la sacarina o modificara la

forma de valorar un reforzador gustativo aversivo como la quinina?

A continuacion, se expondran 4 experimentos que tuvieron como
objetivo abordar esta pregunta. En los Experimentos 1y 2 se utiliz6 sacarina,
mientras que en los Experimentos 3 y 4 quinina como reforzadores gustativos.
En ambos casos, se evaluaron las respuestas de consumo y agarre hacia un
pezdn artificial que contiene estas soluciones, en presencia de un olor pre-

expuesto.

Experimento 1. Respuestas hacia un pezoén artificial que provee un sabor

dulce (sacarina) en presencia de un olor pre-expuesto.

El objetivo de este experimento fue se evaluar los efectos de la
estimulacion con un olor familiar pre-expuesto sobre el agarre a un pezén
artificial que provee 0.1% o0 0.015% de sacarina. Se emple6 un disefio factorial
2 (olor pre-expuesto) x 2 (concentracion de sacarina). Los detalles del disefio

se exponen en la tabla 1.

Ny Prueba con
Pre-exposicion h oo
Grupo N 1 hora pezén artificial
6 min
14
Sac .1 No olor 0.1 % sacarina
' 14 Olor a limén + olor a limén
14
Sac .015 No olor 0.015 % sacarina
. 13 Olor a limén + olor a limon

Tabla 1. Esquema del disefio del Experimento 1.
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Resultados. EI ANOVA para la duracion promedio de agarre al pezon

indic6 un efecto principal de concentracion de sacarina. Los animales

mostraron una duracion promedio mas alta con la solucion de sacarina al 0.1%,
independientemente de la condicion de olor, F(1, 51) = 5.96, p < .02 (figura 6).

Ni la pre-exposicion al olor ni la interaccion entre la pre-exposicion y la

concentracion de sacarina alcanzaron la significancia estadistica (p > .05). El

analisis para la duracién total de agarre alcanz6 una diferencia marginalmente

significativa para el efecto de concentracion de sacarina, F(1, 51) = 3.59, p <

.06. No se observaron diferencias para las dos condiciones de olor en términos

de porcentaje de ganancia de peso corporal, nimero de agarres y latencia al

primer agarre (p > .05).
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Figura 6. Promedio (+x ETM) de (A) duracion de agarre, (B) duracién media de
agarres, (C) frecuencia de agarre, (D) latencia y (E) porcentaje de ganancia de
peso durante la prueba con el olor a limén y el pezén artificial proporcionando
0.1% (barras izquierdas) o 0.015% de sacarina (barras derechas). Las barras
blancas representan al Grupo No pre-expuesto y las barras negras al Grupo

Pre-expuesto al olor a limon.
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Estos resultados indican que las ratas recién nacidas son capaces de
ajustar su conducta de agarre al pezon en funcién de la magnitud del
reforzador recibido. La presencia de un olor pre-expuesto no modificé el
consumo ni la intensidad de las respuestas de agarre al pezon artificial, lo cual
sugiere que bajo estos parametros un olor pre-expuesto no modifica la

valoracion de un reforzador apetitivo.

Experimento 2. Respuestas hacia un pezén artificial que provee un sabor
dulce en presencia de un olor pre-expuesto con un intervalo mas breve

entre la pre-exposicion y la evaluacion

En el Experimento 2 se replico el procedimiento del Experimento 1 pero
se uso un intervalo mas corto (i.e., 2 en lugar de 3 hs.) entre la pre-exposicion y
la evaluacion, las crias se expusieron solo a 0.1% de sacarina en la evaluacion.
Esta concentracion se eligiéo dado que alcanzé una respuesta mas robusta en

el experimento previo. Los detalles del disefio se exponen en la tabla 2.

L Prueba con
Pre-exposicion . e
Grupo N 1 hora pezén artificial
6 min
9
Sac 1 No olor 0.1 % sacarina
. 10 Olor a limén + Olor a limon

Tabla 2. Esquema del disefio del Experimento 2.

Resultados. Las ratas pre-expuestas al limon no difirieron
estadisticamente de las crias no pre-expuestas en cuanto a la ganancia de
peso corporal, tiempo total de agarre, duracion promedio, nimero de agarres y
latencia (p > .05 — figura 7). Este experimento confirma que la exposicién a un
olor familiar no altera las respuestas de agarre o consumo ante un pezon

artificial que provee un sabor dulce (apetitivo).

28



A B C
180 180 _
= 4
160 | @ 160 |
= e g
) -]
= 140 | = 140 | =
2 z $°T
5 120 : 120 =
= = L]
= 100 | e 100 | -
2 = = o2t
c 80} 2 80r =
=] E z
s Or s J g
g o} = 40 £ 1T
20 8 2t
0 0 0
Mo olor Olor Mo olor Clor Mo olor Clar
D E
300 - 07 -
50 L T _ 0B
i £
E opt g °°r
= 2
g w 04 F
@ 150 = w
- 1]
j E 03 r
100 + g \
8 02
50 01
0 0
Mo olor Olar Mo alar Olar

Figura 7. Promedio (x ETM) de (A) duracion de agarre, (B) duracion media de
agarre, (C) frecuencia de agarre, (D) latencia y (E) porcentaje de ganancia de
peso durante la prueba con el olor a limén y el pezén artificial proporcionando
0.1% de sacarina. Las barras blancas representan al Grupo No pre-expuesto y
las barras negras al Grupo Pre-expuesto al olor a limon.

Experimento 3. Respuestas hacia un pezoén artificial que provee un sabor

amargo en presencia de un olor pre-expuesto

En el Experimento 3, se evaluaron las conductas de agarre y consumo
en presencia de un olor pre-expuesto con un pezon proporcionando una
solucion aversiva, con sabor amargo (i.e., quinina). Los estudios con ratas
recién nacidas reportaron menores respuestas de agarre e ingesta hacia un
pezon cuando se utiliza una solucion de quinina, en comparacion a una
solucion de sacarina o agua (Nizhnikov et al., 2002), un resultado que sugiere
gue la quinina induce un estado hedonico aversivo. Por otra parte, la
estimulacién de la lengua con quinina provoca confiablemente reacciones de
disgusto en diferentes especies, incluyendo a la rata (Berridge, 2000; Grill &
Norgren, 1978a). El objetivo de este experimento fue evaluar si la pre-
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exposicion a un olor incrementa el consumo y las respuestas de agarre hacia
un pezon artificial que contiene quinina, en ratas recién nacidas. El intervalo
entre la finalizacion de la exposicion al olor y la evaluacion fue de 2 hs. Los

detalles del disefio se exponen en la tabla 3.

.y Prueba con
G N Pre-exposicion pezon artificial
rupo 1 hora _
6 min
18
Qui .1 No olor 0.1 % quinina
) . inin
17 Olor a limén Olor a limon

Tabla 3. Esquema del disefio del Experimento 3

Resultados. La figura 8 muestra la latencia al primer agarre, frecuencia,
tiempo total de agarre, duracion promedio de agarre y porcentaje de ganancia
de peso durante la evaluacién. Al parecer la pre-exposicion facilito
significativamente la aproximacion y contacto con el pezén y tuvo un efecto
facilitador sobre el consumo de quinina. El analisis estadistico apoya estas
observaciones. Los sujetos pre-expuestos a un estimulo olfativo mostraron,
comparados a los animales no pre-expuestos, mayor porcentaje de ganancia
de peso, t(33) = 3.73, p <.0007; tiempo total de agarre, 1(33) =6.12, p <
.000001; frecuencia de agarre, t(33) = 3.70, p < .0008; duracion promedio de
agarre, t(33) =5.02, p <.00002 y latencia al primer agarre, t(33) =-3.98, p <
.0004.
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Figura 8. Promedio (+x ETM) de (A) duracion de agarre, (B) duracion media de
agarre, (C) frecuencia de agarre, (D) latencia y (E) porcentaje de ganancia de
peso durante la prueba con el olor a limoén y el pezén artificial proporcionando
0.1% de quinina. Las barras blancas representan al Grupo No pre-expuesto y
las barras negras al Grupo Pre-expuesto al olor a limoén. * p < .05.

En resumen, un olor pre-expuesto incrementa la busqueda e ingesta de
una solucion aversiva, tal como 0.1% de quinina. Estos resultados sugieren que
el olor pre-expuesto pudo haber producido un cambio en el valor heddnico de

una recompensa aversiva.

Experimento 4. Respuestas a un pezoén artificial que provee una solucién
amarga en presencia de un olor pre-expuesto: explorando los limites del

efecto

Los experimentos previos indican que el olor a limén, que ha devenido
familiar por pre-exposicion, incremento la busqueda y aceptacion de quinina,
presumiblemente mediante la alteracion del valor heddnico de este sabor
amargo. El Experimento 4 evaluo los limites de este efecto incrementando la

concentracion de quinina y por lo tanto su aversividad. De este modo, la
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evaluacion se realizé usando 0.1% o 0.2% de quinina, en 4 grupos
independientes: Olor-qui .1, No Olor-qui .1, Olor-qui .2 y No Olor-qui .2. Los
detalles del disefio se resumen en la tabla 12.

i A Prueba con

Grupo N Pre-exposicion pezon artificial

p L hora 6 min

Qui .1 1 No olor 0.1 % quinina
. 0 inir

14 Olor a limon olor a limén

Qui .2 o No olor 0.2 % quinina
. 0 inin

11 Olor a limén Olor a limén

Tabla 4. Esquema del disefio del Experimento 4

Resultados. Como se ilustra en la figura 9, la pre-exposicion al olor a
limén incrementd los comportamientos de busqueda de quinina en la mayoria
de las medidas, aunque solo en los animales que recibieron la concentracién
mas baja de quinina. Para el tiempo total de agarre, el ANOVA alcanzé la
significacion estadistica para los efectos principales Exposicion al Olor, F(1, 49)
=11.97, p <.001, Concentracion de Quinina, F(1, 49) =19.32, p <.00006 y la
interaccion entre ambos factores, F(1, 49) = 11.65, p < .001. Evaluaciones post
hoc revelaron que el Grupo Olor-qui .1 se agarrd por mas tiempo al pezén
artificial que los grupos Olor-qui .2 (p < .00001), No olor-qui .1 (p < .00001) y
No Olor-qui .2 (p <.00001). Aunque el andlisis estadistico para la medida de
frecuencia revel6 un efecto principal de Concentracién de Quinina, F(1, 49) =
4.66, p < .03, la pre-exposicion al olor fue efectiva solo para los animales que
recibieron 0.1 % de quinina, F(1, 27) = 4.19, p < .05, como lo revelaron las
comparaciones planeadas. De forma similar, el analisis de la latencia revelé un
efecto principal de Exposicion al Olor, F(1, 49) = 5.92, p < .02, y Concentracion
de Quinina, F(1, 49) =11.09, p <.002. Las comparaciones planeadas arrojaron
diferencias significativas entre los grupos Olor-qui .1 y No Olor-qui .1, F(1, 27) =
8.81, p < .006. El analisis de la duracién promedio de agarre revelo un efecto
principal de Exposicion al Olor, F(1, 49) = 5.56, p < .02, Concentracion de

Quinina, F(1, 49) = 11.05, p <.002, y una interaccion significativa entre
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Exposicion al Olor y Concentracion de Quinina, F(1, 49) =5.17, p < .03.

Andlisis post hoc revelaron que el Grupo Olor-qui .1 difiere del Grupo Olor-qui
.2 (p<.0004), No Olor-qui .1 (p<.001) y No Olor-qui .2 (p<.0001). El ANOVA

para el porcentaje de ganancia de peso arrojo un efecto principal de

Concentracion de Quinina, F(1, 49) = 4.04, p < .05. Los animales que recibieron

0.1% de solucién de quinina mostraron un porcentaje de ganancia de peso

significativamente mayor que las crias que recibieron 0.2% de quinina.
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Figura 9. Promedio (x ETM) de (A) duracién de agarre, (B) duracion media de
agarre, (C) frecuencia de agarre, (D) latencia y (E) porcentaje de ganancia de
peso durante la prueba con el olor a limoén y el pezén artificial proporcionando
0.1% (barras izquierdas) o 0.2% de quinina (barras derechas). Las barras
blancas representan al Grupo No pre-expuesto y las barras negras al Grupo
Pre-expuesto al olor a limén. * p < .05.

Estos resultados replican los encontrados en el Experimento 3 y sugiere

gue la pre-exposicién al olor a limén no es efectiva para promover la

subsecuente busqueda e ingesta de quinina cuando se incrementa la

intensidad de una solucidon aversiva.
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Discusién general

Las especies altriciales cuentan con mecanismos que facilitan los
procesos de apego de la cria a través de una gran plasticidad del aprendizaje
del olor materno. Puesto que el olor de la madre cambia de acuerdo a la dieta y
las ratas neonatas nacen sin los sistemas visual y auditivo completamente
desarrollados, tal plasticidad en el aprendizaje de olores permite a las crias
encontrar el nido y el pezén materno a través del olor (Pedersen, Williams &
Blass, 1982). Durante el periodo sensible, que se extiende hasta el décimo dia
de vida de la rata, la facilitacion en el aprendizaje de olores se produce tanto
hacia olores maternales como neutros (Lander & Sullivan, 2012). En este
estudio, las ratas se expusieron a un olor neutro (i.e., olor a limén)

inmediatamente después del nacimiento.

Existe controversia en la literatura con respecto a la capacidad de las
ratas para reconocer sabores en etapas tempranas del desarrollo. Aunque la
literatura previa sugiere que las ratas no detectan el sabor amargo hasta el DP
10-12, puesto que las papilas gustativas no se encuentran funcionalmente
maduras hasta esa edad (Hall & Bryan, 1981; Hill, Bradley & Mistretta, 1983;
Schwartz & Grill, 1985), vasta evidencia refleja que ratas recién nacidas
detectan y discriminan varios sabores, lo cual se evidencia en su capacidad
para responder diferencialmente a ellos (Kozlov, Petrov, Varlinskaya, & Spear,
2006; Nizhnikov et al., 2002). También reaccionan diferencialmente a
soluciones con diversas cualidades nutricionales (Petrov et al., 2004) y
adquieren asociaciones complejas derivadas del condicionamiento de primer y
segundo orden, asi como de preparaciones de pre-condicionamiento sensorial
(Cheslock et al., 2003; Cheslock et al., 2000).

Este trabajo también muestra que poco después del nacimiento las ratas
responden diferencialmente entre concentraciones de sacarina y
concentraciones de quinina. Al proporcionarles una concentracién mayor de
sacarina hubo un incremento en la duracién y duracién media de agarre al
pezoén, en comparacion con animales que reciben una concentracion menor,
mas alla de la condicion de pre-exposicion al olor. En conjunto, estos

antecedentes muestran que el comportamiento de ingesta de las ratas recién
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nacidas involucra mecanismos sofisticados de deteccion del sabor. El resultado
mas sorprendente de esta serie de experimentos es que en presencia de un
olor pre-expuesto las crias incrementan la ingesta y las respuestas de agarre a
un pezoén artificial que contiene quinina, la cual se considera una solucion
aversiva (Berridge, 2000). Los animales pre-expuestos al olor mostraron mayor
porcentaje de ganancia de peso y conductas de agarre, asi como una
disminucién en la latencia al primer agarre hacia un pezén, en comparacion a
los animales del grupo control no pre-expuesto. Este patron de respuestas
opuesto al tipicamente suscitado por sabores amargos podria sugerir un
cambio en la valoracion hedonica hacia este reforzador (Berridge, 2000).
Ademas, que tal fendbmeno acontezca en presencia de un olor pre-expuesto,
advierte sobre la importancia de considerar los estimulos olfativos en el estudio

de la valoracion de los reforzadores en la etapa perinatal.

No obstante, un punto importante fue la ausencia de un grupo pre-
expuesto al limén justo después del nacimiento, pero evaluado sin la presencia
del olor. Este control adicional podria haber ayudado a descartar explicaciones
alternativas relacionadas a cambios en el comportamiento no especificos
debido a la mera pre-exposicion. La adicion de un grupo de animales pre-
expuestos al limén y evaluados bajo un olor diferente pero similarmente
saliente, podria haber ayudado también a entender la generalizacion del
fenédmeno bajo andlisis. Otro control Gtil podria haber sido evaluar a animales
que recibieran agua en presencia del olor pre-expuesto. Esta condicién podria
haber ayudado a descartar la posibilidad de que el aumento de las respuestas
apetitivas se haya emitido gracias a la mera exposicion al olor. Esta posibilidad,
sin embargo, parece improbable cuando se considera que el olor pre-expuesto
no afectd la busqueda e ingesta de sacarina, ni la capacidad de respuesta

hacia la concentracion mas alta de quinina.

El experimento 4 evalué los limites del fendmeno de pre-exposicién al
olor. La facilitaciéon de busqueda y consumo de quinina ocurrié con una
concentracion moderada (i.e., 0.1%) pero no con una solucién mas
concentrada (i.e., 2% de quinina). Trabajos previos indican que experiencias

con estimulos quimio-sensoriales producen un cambio en las respuestas hacia
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estimulos de la misma modalidad sensorial (Miller & Spear, 2009; Molina &
Chotro, 1991). La nueva informacion proporcionada por estos estudios es que
un estimulo olfatorio, que deviene familiar por pre-exposicién, increment6 el
consumo de una solucioén con sabor aversivo. El efecto no ocurrié cuando el

pezon proveia un estimulo apetitivo (Experimentos 1y 2).

Los resultados no se pueden explicar por mera familiaridad con el
estimulo. Los grupos que recibieron sacarina y fueron pre-expuestos al olor no
mostraron un incremento en sus respuestas, aunque la posibilidad de un efecto
de techo funcional no se puede descartar. No obstante, si se comparan
visualmente las figuras 7 (i.e., evaluacién con sacarina) y 8 (i.e., evaluacion con
quinina), puede observarse que la respuesta hacia la quinina excedi6 a la de la
concentracion mas alta de sacarina en casi todas las medidas, sugiriendo que
un efecto de techo no es una posibilidad altamente plausible. Ademas, la
concentracion moderada y més fuerte de quinina por si mismas produjeron una
ingesta y respuestas de agarre minimas. Al parecer, para que acontezca este
incremento exacerbado en el comportamiento, deben ocurrir dos condiciones:
pre-exposicion al olor y posteriormente el olor tiene que presentarse junto con
un sabor aversivo, en este caso, la quinina. Estos resultados indicarian que la
pre-exposicién a un olor produce un efecto de facilitacién de la ingesta frente a
soluciones aversivas, o podria reflejar un proceso asociativo. Esta es la primera
evidencia de tal fendmeno, y se necesitan de futuras investigaciones para
revelar los mecanismos implicados. Una posibilidad para abordar esta cuestiéon
es la utilizacién de un segundo olor en la fase de pre-exposicién o en la fase de
prueba. Esto permitiria evaluar si los resultados obtenidos obedecen a
procesos de especificidad hacia el olor o generalizacién hacia otros olores.
Futuros estudios deberian elucidar asimismo los mecanismos psicolégicos
implicados en la deteccidn de sabores y la interaccion de los sentidos del gusto

y el olfato durante la temprana ontogenia de la rata.

Estos resultados se relacionan con estudios realizados en infantes
humanos. Los bebés humanos parecen mostrar un periodo sensible, antes de
los 4 meses de edad, durante el cual aceptan soluciones tipicamente

rechazadas. Por ejemplo, las leches de formula de hidrolizado de proteinas
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(PHFs) son extremadamente desagradables comparadas con formulas
basadas en leche de vaca (CMFs) debido a sus componentes de sabor amargo
y &cido. Los infantes mostraron una mayor aceptaciéon de PHFs a edades
menores a 3.5 meses (Mennella, Lukasewycz, Castor & Beauchamp, 2011).
Desde los 4 meses de edad y hasta la adultez, la PHF se rechaza a menos que
el sujeto haya estado expuesto a esta férmula durante la vida temprana. Otros
problemas relacionados, pero importantes, que podrian abordarse con el
modelo propuesto son la aceptacion de medicinas o alimentos desagradables
durante la primera infancia. El sabor desagradable de los remedios puede
causar gque los bebés los rechacen y dar lugar a deficiencias de dosis, que en
algunos casos puede poner en peligro la vida (Mennella & Beauchamp, 2008).
De forma similar, alimentos saludables como los vegetales usualmente se
rechazan debido a su sabor amargo (e.g., brécoli). La comida que se consume
durante la nifiez generalmente se acepta en etapas posteriores del desarrollo y
esos habitos generados en etapas tempranas contribuyen a la salud individual.
Varias enfermedades se asocian con una dieta poco saludable, tales como la
obesidad y diabetes (Beauchamp & Mennella, 2011). Las investigaciones con
modelos animales, que consideran asociaciones especificas de sabores y
olores, pueden ayudar a desarrollar técnicas para lograr la aceptacion de
medicamentos no palatables en poblaciones pediatricas, asi como con

alimentos con sabores amargos.

La rata recién nacida representa un modelo neuroldgico del humano en
el tercer trimestre de gestacion, por lo que esta preparacion podria ser un
modelo animal de comportamientos de ingesta y factores que modulan esas
conductas en infantes prematuros (Petrov et al., 2004). Se necesitan mas
investigaciones para determinar si este es un modelo animal adecuado para
estudiar este fendbmeno con bebés humanos, pero estos primeros resultados
proporcionan vias fructiferas para abordar la ontogenia de las respuestas de
ingesta hacia estimulos gustativos aversivos y la accion conjunta de los

sistemas olfatorio y gustativo durante el desarrollo temprano.
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Capitulo Il
Ontogenia de Efectos Paradojicos del Reforzamiento

Los Efectos Paraddjicos del Reforzamiento (EPR) constituyen un
conjunto de fendbmenos del aprendizaje que se caracterizan por cambios de
una respuesta aprendida bajo la presentacion de distintos programas de
reforzamiento (Amsel, 1958; 1992; Amsel & Stanton, 1980). Por ejemplo, en el
Efecto de Reforzamiento Parcial en la Extincion (ERPE) un grupo de animales
gue recibié reforzamiento en el 50 % de los ensayos de la fase de adquisicion,
mostrara una mayor persistencia durante la fase de extincion, comparado con
otro grupo que recibié reforzamiento continuo (i.e., al 100%) en la primera fase.
El hecho de observar que se responde mas cuando se recibid menos y, a la
inversa, se responde menos cuando se obtuvo mas, es una de las razones por
la que estos efectos reciben el calificativo de “paraddjicos”. Tales fendbmenos
contradicen la “Ley del Efecto” de Thorndike (1898, 1911) y las teorias mas
tradicionales del aprendizaje (Amsel, 1992; Amsel, & Stanton, 1980; Estes,
1950; Hull, 1943; Rescorla & Wagner, 1972). El conjunto de estos
antecedentes tedricos postula modelos lineales de ejecucion, al considerar que
el decremento en una respuesta es inverso al incremento de la misma, es decir
que una curva de extincion adoptaria la misma forma que la de adquisicion,

pero en sentido inverso.

Si bien el estudio de los EPR es relevante en todos los estadios del
desarrollo (tanto tempranos como en la adultez), en términos generales es en
los estadios tempranos en donde se forman memorias que afectan las
conductas de los individuos en etapas posteriores, incluyendo su estado adulto.
Asi, los animales regulan su comportamiento no solamente en funcién de los
estimulos relevantes del medio ambiente y de su aprendizaje previo, Sino
también de las expectativas que se formaron a lo largo del mismo. Por ejemplo,
si un estudiante dedicé poco tiempo al estudio probablemente no
experimentara respuestas de frustracion si el profesor lo aplaza; en cambio otro
gue espera obtener una calificacion alta, tendra una reaccion negativa si recibe

un aplazo. Esta regulacion emocional del aprendizaje, o de las reacciones a los

38



estimulos involucrados en este Ultimo, esta asociada a la integridad o la
activacion funcional de distintas estructuras neurales (tanto en el sistema
limbico como en la corteza frontal, entre otras; para una descripcion detallada
ver Amsel, 1992; Ortega, Glueck, Uhelski, Fuchs & Papini, 2011; Ortega,
Uhelski, Fuchs & Papini, 2013; Papini, Fuchs & Torres, 2015). Por esta razon,
el estudio de los EPR, generalmente, se vale del uso de protocolos con
ensayos espaciados para garantizar que su expresion obedece a aprendizajes
con base neural y no a procesos sensoriales (Weinstock, 1954, 1958). Una
forma de acceder al conocimiento de los mecanismos implicados en los EPR
es evaluar su aparicion en la filogenia y en la ontogenia y establecer qué
estructuras cerebrales estan implicadas. Asimismo, el estudio de este tipo de
fendmenos en diferentes momentos de la ontogenia puede arrojar luz sobre
como pueden afectar o interactuar nuestros aprendizajes tempranos en etapas
posteriores del desarrollo. En trabajos donde se evaluaron aprendizajes
tempranos sugieren que experiencias con olores modulan comportamientos
maternales (Shah et. al., 2001) en la adultez, e incluso tienen incidencia en
generaciones sucesivas al inducir cambios genéticos (Dias & Ressler, 2014).
De forma similar ocurre con los sabores, el contacto perinatal con estimulos
gustativos afecta los patrones de consumo y preferencia hacia esos sabores en
etapas posteriores del desarrollo (Beauchamp & Mennella, 2011; Faas, March,
Moya & Molina, 2015; Hannigan, Chiodo, Sokol, Janisse & Delaney-Black,
2015; Mennella & Beauchamp, 1991, 1993, 1997, 1998a). En este contexto, la
evaluacion ontogenética de los EPR podria revestir importancia en el estudio

sobre la capacidad de resiliencia en etapas posteriores.

Amsel fue pionero, durante las décadas de 1970 y 1980, en el estudio de
la ontogenia de los EPR en la rata. Utilizd un corredor recto adaptado a la edad
de los animales, mediante el cual media la respuesta instrumental de
aproximacion a la caja meta. Durante las dos primeras semanas de vida, la
recompensa consistia en la posibilidad de succionar de los pezones de una
hembra anestesiada. La succion podia ser con liberacion de leche o seca. En el
primer caso, una vez que la cria se prendia al pezén, se le infundia pulsos de
leche dentro de la boca por medio de una canula. En el segundo caso, el

animal también estaba canulado, pero al succionar del pezén no obtenia la
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infusion de leche. Ambos casos se consideraron como recompensas grande y
pequefia, respectivamente, ya que si bien durante la succion seca la cria no
recibe un reforzador nutritivo (e.g., leche), el tener contacto con la hembra
constituye en si mismo un reforzador apetitivo pero de menor magnitud (Amsel,
Burdette & Letz, 1976; Amsel, Letz & Burdette, 1977; Hall, Cramer, & Blass,
1977, Letz, Burdette, Gregg, Kittrell & Amsel, 1978). En otras investigaciones, a
medida que la edad de las crias iba en aumento, utilizaba leche en un
recipiente o alimento solido como reforzadores en caja meta del corredor recto
(Amsel, 1992).

Utilizando estos procedimientos, Amsel llevo a cabo estudios para
evaluar la expresion del condicionamiento clasico e instrumental durante las
primeras semanas de vida de la rata. Los resultados de sus trabajos muestran
gue hay un orden secuencial de aparicion de tales efectos desde los
fendmenos de condicionamiento clasico e instrumental hasta los EPR. A su
vez, estos Ultimos también emergen gradualmente conforme los sujetos crecen.
A continuacion, se hara un recorrido por estos trabajos teniendo como eje el

orden de aparicion de los efectos estipulado por Amsel (1992).

Aversion al sabor. El protocolo tipico para evaluar aversion al sabor
consiste en dar acceso a una solucién generalmente dulce (e.g., sacarosa),
seguido inmediatamente por la induccion de malestar gastrico, por ejemplo,
mediante una inyeccion de cloruro de litio (LICl). Posteriormente se evalla el
consumo voluntario del reforzador y, usualmente, se observa una disminucién
significativa en el consumo del mismo, lo que se atribuye a que se ha

convertido en una sefial del malestar (Garcia & Koelling, 1966).

Gemberling, Domjan y Amsel (1980) y Gregg Yy cols. (1978) evaluaron el
aprendizaje de aversion al sabor en ratas de DP 5, 12 y 15. La metodologia
utilizada consistio en realizar un apareamiento entre el consumo de una
solucion de sacarina, provista por via intraoral y una inyeccién de LiCl. Entre
ambos estimulos podian mediar 0 minutos, 2-3 minutos, 30 minutos, 60
minutos y 120 minutos. A las 12 hs. se expuso nuevamente a las crias a la
solucion de sacarina y se hallé, en todas las edades, una evitacion

condicionada hacia la sacarina, que se retenia por mas de 12 hs. No obstante,
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la expresion del aprendizaje de aversion se vi6 afectada por la cantidad de
tiempo debio transcurrir entre la exposicion a la sacarina y la aplicacion del LiCl
y la edad de la cria. Por ejemplo, al DP 15, tras un intervalo de 2 hs. la aversion
aun es evidente. Sin embargo, al DP 5y 12 basta con un intervalo mayor a 30
minutos para que el fendmeno no se exprese. Estos resultados cuestionarian
las interpretaciones de la época, las cuales afirmaban que el hipocampo
cumple un papel importante en las respuestas de inhibicion, ya que éste se
encuentra morfologicamente inmaduro a las edades de las ratas estudiadas
(Amsel & Stanton, 1980).

Adquisicion y Extincion instrumental tradicionales. Este fenomeno
constituye un aprendizaje “no paraddjico” (Amsel, 1992; Amsel & Stanton,
1980) en el que, una vez que la conducta operante se estabiliza, le sigue una
fase de extincion caracterizada por la ausencia de reforzamiento y la

consecuente disminucion de la respuesta instrumental previamente aprendida.

Amsel y cols (1976) ubican la emergencia de este fenbmeno alrededor
del DP 10. Durante la fase de adquisicion, las crias tuvieron la posibilidad de
acceder por 15 segundos a una succion seca al llegar a la caja meta del
corredor recto, mientras que en los ensayos de extincion se encontraban con la
ausencia de la hembra. Se hall6 que la velocidad de recorrido fue
significantemente menor durante los ensayos recompensados (i.e., adquisicion)
en relacion a los no recompensados (i.e., extincion), dando cuenta que al DP
10 las crias son capaces de aprender una respuesta instrumental apetitiva e

inhibir la misma ante la omision de una recompensa.

Una explicacién alternativa a los resultados obtenidos previamente
sugiere que el desempefio de las crias podria deberse a la presencia y
ausencia de claves olfativas familiares y relevantes durante las fases de
adquisicion y extincion, respectivamente. Con el objetivo de poner a prueba
esta posibilidad, Amsel y cols. (1977) evaluaron ratas de DP 11 variando el
procedimiento en dos aspectos. Por un lado, la hembra anestesiada estuvo
presente en todos los ensayos. La diferencia fue que durante la fase de
adquisicién los animales tenian acceso a una succién secay en la extincion se

retenia a las crias en la parte anterior de la caja meta, donde podian percibir el
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olor de la hembra sin tener acceso a ella. Por otra parte, se control6 la cantidad
de tiempo que permanecian en la caja meta durante la extincion: un grupo se
retir6 inmediatamente al llegar y otro grupo se retiré al cabo de 15 segundos
(i.e., emparejando la duracion de los ensayos recompensados y no
recompensados). Se encontré que ambos grupos adquieren y extinguen la
respuesta instrumental de aproximacion de forma similar, sugiriendo que el
estar expuestos a las claves olfativas de la madre durante los ensayos no
recompensados no afecta el desempefio en esta tarea. Tales resultados

apoyan y extienden los hallados por Amsel y cols. (1976).

En un estudio més reciente se report6 la existencia de adquisicion y
extincion de una respuesta operante al DP 5 (Arias, Molina & Spear, 2007).
Ambas fases del procedimiento se llevaron a cabo en el mismo dia, utilizando
como respuesta instrumental una conducta biolégicamente relevante para el
animal tal como estirarse (i.e., stretching). La fase de adquisicion constd de 1 o
2 ensayos de 15 minutos cada uno, seguido de 1 ensayo de extincion de 6
minutos. El entrenamiento consistio en ubicar a una cria sobre una almohadilla
térmica en posicién semiplana frente a una placa sensible al tacto, de modo
que al realizar la conducta de estiramiento y tocar la placa recibiera un pulso de
leche por medio de una canula intraoral (Grupo Experimental).
Simultaneamente, un control no apareado recibia la infusién,
independientemente de su conducta. El resultado fue un aumento, en el grupo
experimental, en la frecuencia de ejecucion de conductas motoras producto de
la contingencia entre éstas y las infusiones de leche durante la fase de
adquisicién. A su vez este aumento tuvo un pico en la primera fase de extincion

y desaparecio hacia el final.

Patron de Alternancia simple (PA). Es el siguiente efecto “no
paraddjico” en emerger. Consiste en aprender a responder diferencialmente a
una serie sucesiva de ensayos recompensados y no recompensados,

emitiendo la respuesta en los primeros e inhibiéndola en los segundos.

De acuerdo con Stanton, Dailey y Amsel (1980) su manifestacién se
produciria alrededor del DP 11. Se entren0 a dos grupos de ratas (DP 11y 14

DPN) en un corredor recto, en el cual se encontraba una hembra anestesiada
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en la caja meta. Los ensayos pares eran recompensados con acceso a la
hembra con liberacion de leche. En los ensayos impares, no recompensados,
los sujetos eran detenidos en un segmento anterior de la caja meta donde se
encontraba la hembra, sin acceso a la misma, pero con exposicién a su olor.
Se hallé un aumento en las velocidades de la conducta de aproximacion en los
ensayos recompensados y una declinacion de la respuesta en los ensayos no
recompensados en ambos grupos. Los resultados se replicaron en otro
experimento con el mismo disefio, con la Unica excepcidon que durante los
ensayos reforzados se utilizé como reforzador la condicién succion seca. Por lo
tanto, en el DP 11, las ratas serian capaces de discriminar y responder

diferencialmente en base a su experiencia en ensayos previos.

Para las consideraciones de la época, el hipocampo jugaria un rol
importante en la inhibicidon o supresion de la respuesta. Sin embargo, al DP 11
las crias muestran PA aun cuando esta estructura se encuentra inmadura. Para
arrojar luz sobre este punto, Lobaugh, Bootin y Amsel (1985) realizaron
lesiones hipocampales en ratas de DP 10-11 y DP 45-46, bajo las siguientes
condiciones: a) lesion y evaluacion en la infancia, b) lesion en la infancia,
evaluacion en la adultez y c) lesion y evaluacion en la adultez. A su vez, cada
condicién conté con su respectivo grupo control (operacion simulada - sham -y
sin operar). Independientemente de si las lesiones se produjeron en la nifiez o
adultez, la expresion del PA aparecio practicamente inalterada en todos los
grupos. Estos estudios sugieren que el hipocampo no es una estructura
necesaria para el aprendizaje de PA.

Efecto de la Magnitud del Refuerzo en la Adquisicion (EMRA). Es un
efecto no paradojico que consiste en observar tasas de respuestas
diferenciales durante la fase de adquisicion, en funcion de la magnitud de la
recompensa. Los sujetos expuestos a recompensas altas tienen una tasa de
respuesta mas alta que los sujetos que reciben recompensas de menor

magnitud.

Stanton y Amsel (1980) hallaron EMRA en ratas de DP 11. Los autores
llevaron a cabo 3 experimentos donde se evalud a crias de DP 11, 14y 16 en

un corredor recto. Se utilizaron recompensas grandes y pequefias, que
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consistian en el acceso a una hembra anestesiada con liberacion de leche y
succion seca, respectivamente. El disefio experimental consto de 2 fases
(precambio y poscambio) y 3 condiciones: sujetos que recibian refuerzos
grandes en ambas fases, sujetos sometidos a refuerzos pequerios en las 2
fases y sujetos que recibian un refuerzo grande en el precambio y otro
pequefio en el poscambio. A su vez, en otro experimento, se agrego una fase
de extincidon que se aplico sélo a los grupos que siempre recibieron refuerzos
grandes o pequeiios. En todas las edades se hall6 que los animales que
accedieron a una succioén con liberacion de leche corrieron significativamente

mas rapido que aquellos a los que soélo obtuvieron succién seca.

Letz y cols. (1978) y Chen y cols. (1981) reportaron resultados similares
variando la forma de proporcionar los reforzadores. Letz y cols. (1978)
evaluaron ratas de DP 11 y 14, utilizando como recompensas grande y
pequefia, las condiciones de succion con liberacion de leche y succion seca,
respectivamente. La diferencia con los trabajos anteriores fue que en ninguna
condicion se canulé a los animales para la obtencion de la leche. En su lugar,
indujeron la bajada de leche materna por aplicacion de una inyeccion de
oxitocina, previa al entrenamiento. De modo que las crias obtenian la leche
directamente al succionar del pezén de la hembra. Por otra parte, el segundo
trabajo examiné a ratas de DP 16-17 expuestas a diferentes cantidades de
leche (.3, .06 y .02 ml) en un recipiente. Ambos estudios mostraron que, en la
fase de adquisicion, la velocidad de recorrido de los animales que recibieron
recompensas grandes fue mayor que la de aquellos expuestos a refuerzos
pequefios. Por otra parte, cabe destacar que en el estudio de Chen y cols.
(1981) al utilizar alimento solido como refuerzo, el EMRA no se manifiesta en
las edades mencionadas sino mas tempranamente al DP 11. Una posible
explicacion a este resultado pueda deberse a la familiaridad de las crias con el
tipo de reforzador. En ambas edades aun se trata de animales pre-destetados,
por lo que su principal fuente de alimento es la leche. Este estimulo podria
redundar en una recompensa bioldgicamente mas relevante que el alimento

soélido y, por esta razon, resultar mas atractivo para las crias.
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Efecto de Reforzamiento Parcial en la Extincion (ERPE). Este efecto
expresa la persistencia o la perseverancia de una respuesta durante la fase de
extincion tras un entrenamiento bajo un programa de reforzamiento parcial
(RP), comparado con los sujetos que recibieron un entrenamiento con
reforzamiento continuo (RC). Segun resultados de Letz y cols. (1978), la
ventana de tiempo para la expresion del ERPE se da entre el DP 12y 14. En
dicho trabajo, los autores llevaron adelante una serie de experimentos donde
evaluaron ratas entre los DP 11y 14, variando de un experimento a otro, el uso
de ensayos masivos o espaciados, el tipo de succidn experimentada (con
liberaciéon de leche, succion sin leche y no succion), la cantidad de ensayos
empleados para la adquisicién y extincion, y el hecho de entrenarlas en el DP
11 y evaluarlas al DP 14. Independientemente de estas variaciones, se observo
que al DP 11 hubo una ausencia del ERPE pero que al DP 14 su expresion era
evidente. Un aspecto a tener en cuenta en la interpretacion de estos resultados
es que podrian estar interviniendo efectos de persistencia sensorial intrasesion
puesto que los autores refieren como ensayos espaciados a la realizacién de

bloques de ensayos separados por 2 hs. (Weinstock, 1954, 1958).

Por otra parte, se observo que la magnitud del ERPE es mucho mayor
(i.e., extincion mas lenta) en ratas de DP 21-23 que en edades mas avanzadas.
Esta diferencia en la expresiéon del fendmeno parece constituir una
caracteristica particular de la edad ya que las diferencias se mantuvieron al
equiparar la cantidad de ensayos recompensados durante la fase de
adquisicién o al variar la magnitud del reforzador (Burdette, Brake, Chen &
Amsel, 1976). Asimismo, Brake, Burdette, Chen y Amsel (1980) ademas de
replicar este efecto hallaron diferencias en cuanto a su conservacion en ratas
de DP 19-21 vs DP 31-33. El disefio const6 de 3 fases: adquisicion,
readquisicion y extincion, en el cual se vario el intervalo que transcurria entre
los ensayos de adquisicion y extincién (i.e., 12 hs., 3 dias 0 10 dias) y la
cantidad de ensayos de readquisicion previos a la fase de extincion (0, 8 o 24).
Se encontrd que los animales de DP 19-21 mostraban un ERPE de gran
magnitud luego de un intervalo de 12 hs. entre las fases de adquisicion y
extincion. Este efecto disminuyd cuando transcurrieron 3 dias entre las fases y

desaparecio tras un intervalo de 10 dias. No obstante, el ERPE se reestablecié
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en esta Ultima condicion al incluir 8 o 24 ensayos de readquisicion previos a la

extincion.

En cuanto a las ratas de DP 31-33, se observé que la cantidad de
ensayos de readquisicion previos a la extincion afecta la expresion del ERPE
en forma de U invertida. Es decir, cuando transcurren 10 dias entre la fase de
adquisicién y extincion el efecto desaparece (i.e., 0 ensayos de readquisicion).
Al proporcionarles 8 ensayos se expresa y desaparece nuevamente al
aumentar la cantidad de ensayos de readquisicion a 24. En base a ello, se
concluyo gue en la adolescencia se presentarian algunos factores que

interfieren con los procesos de conservacion del ERPE.

Dailey, Linder y Amsel, (1983) llevaron a cabo un estudio con cobayos
de DP 4-5 con el objetivo de evaluar si en esta especie el ERPE se expresa a
una edad menor a la que aparece en la rata (DP 12-14) ya que su sistema
septo-hipocampal esta relativamente maduro desde el nacimiento. Los
animales se entrenaron bajo programas de RC y RP en un corredor recto. Los
resultados encontrados concordaron con aquellos esperados, dado que hubo
una clara expresion del ERPE en los conejillos de DP 4-5. Tal resultado apoya
la hipotesis de dependencia entre el ERPE y el sistema septo-hipocampal.
Consistentemente con esto, en ratas, las lesiones en el hipocampo (al DP 10-
11 o DP 45-46) anulan la expresion del ERPE, pero no del PA (Lobaugh et al.,
1985).

Contraste Negativo simultaneo (CNsim). Este fendmeno involucra
intermitencia y contraste. El procedimiento se realiza, usualmente, en dos
corredores rectos que difieren en sus claves contextuales. El grupo
experimental es expuesto a una recompensa de mayor magnitud en un
contexto determinado (e.g., un corredor blanco), y a otra de menor magnitud en
otro contexto (e.g., corredor negro). El desempefio se compara con un grupo
control que es expuesto a recompensas pequefas en ambos contextos. La
variable dependiente es la velocidad de recorrido y se espera que el grupo
experimental responda mas lento que el control en el contexto asociado a la

recompensa pequefia (Amsel, 1992).
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Stanton, Lobaugh y Amsel, (1984) mostraron la existencia de CNsim en
ratas de 14 y 17 dias, pero no en crias de 11 dias. Los sujetos del grupo
experimental debian correr por una recompensa grande (succion con liberacion
de leche) ante un olor y por una recompensa pequefia (succion seca) ante un
olor diferente. A su vez habia dos grupos controles, uno de ellos debia correr
ante ambos olores por recompensas grandes, y el otro ante ambos olores
correr por recompensas pequefias. Ademas de la velocidad de recorrido, se
utilizé como medida dependiente la latencia de la cria para prenderse al pezon
de la hembra anestesiada en la caja meta. Se hallaron diferencias significativas
sélo con la medida de latencia. Los analisis de esta medida evidenciaron que
en todas las edades las crias fueron capaces de discriminar entre recompensas
grandes y pequefias, es decir tardaron menos tiempo en prenderse al pezén en
presencia del olor que predecia la succion con liberacion de leche y mas
cuando el olor anticipaba la succion seca. Sin embargo, sélo las ratas de DP 14
y 17 expresaron CNsim.

Efecto de Magnitud Variable del Refuerzo (EMVRE) y Retraso
Parcial del Refuerzo (RPRE) sobre la Extincion. Ambos efectos se
caracterizan por la persistencia durante la extincion de la respuesta aprendida.
La diferencia entre los dos radica en el programa de reforzamiento durante la
fase de adquisicion. Mientras que en el EMVRE los animales reciben ensayos
reforzados en forma aleatoria con reforzadores grandes y pequefios, en el
RPRE reciben la recompensa de manera inmediata o con retraso, también
aleatoriamente. En el primer caso la respuesta se compara con grupos que
recibieron siempre reforzadores grandes o pequefios, y en el segundo, con
animales que recibieron siempre recompensas inmediatas o con retraso.

Ambos paradigmas se consideran EPR.

De acuerdo con Cheny cols. (1981), la emergencia de estos efectos se
ubicaria entre los DP 16 y 17. En dicha investigacion se entrené a ratas de DP
16-17 bajo programas RC, magnitud variable del refuerzo (.3 ml o .02 ml de
leche) y retraso del refuerzo (inmediato o luego de 30 segundos). Tanto el
entrenamiento con magnitudes variables como con retrasos del refuerzo

redundaron en una respuesta altamente persistente cuando posteriormente se
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sometid a los animales a una extincion, en relacion a aguellos entrenados con
programas RC. Los sujetos sometidos a entrenamientos con magnitudes
variables del refuerzo mostraron mayor persistencia en la respuesta durante la
fase de extincion, en comparacion con aquellos entrenados con RC y con

retrasos parciales del refuerzo, durante la extincion.

Efecto del Reforzamiento Parcial en la Adquisicion (ERPA). Se trata
de un efecto paraddjico en el cual los animales muestran una velocidad de
recorrido mayor en los primeros dos segmentos del corredor (i.e., partida y
corredor) que en el segmento meta cuando se los entrena bajo un programa de

RP, en comparacién a cuando se lo hace con un programa de RC.

Chen, Gross, Stanton y Amsel (1980) encontraron que este efecto surge
entre los DP 18-20. En el estudio se examing a ratas de DP 18-20 comparadas
con animales de DP 50-52, utilizando como recompensa 190 mg de pellet. Para
cada rango de edad, se entren0 a un grupo de animales bajo un programa RP
y a otro con RC. Se encontrd que, independientemente de la edad, los
animales ajustados a programas RP corrieron mas rapido que los de RC en los
segmentos de partida y corredor y mas lento en el segmento meta. Asimismo,
se hall6 que las ratas de DP 18-20 aprenden mas rapido que los animales de
DP 50-52. En otras palabras, los animales mas jévenes alcanzan la asintota en
la velocidad de recorrido antes que las ratas mas grandes. Estos resultados
indican la presencia de un claro ERPA a los DP 18-20. Un factor importante
para la expresion de este fenomeno es que la magnitud de la recompensa sea
alta, ya que en estudios previos, evaluando las mismas edades pero con
recompensas de menor magnitud, tal efecto no se encontré (Amsel & Chen,
1976, Burdette et al., 1976).

Efecto de Magnitud del Refuerzo en la Extincion (EMRE). Este efecto
paraddéjico se manifiesta por una menor persistencia de la respuesta
instrumental o una mas rapida extincién cuando la conducta fue reforzada
previamente con recompensas de mayor magnitud, en comparacion con

animales que reciben refuerzos de menor magnitud durante la adquisicion.

Chen y cols. (1981) evaluaron este efecto en crias de DP 16-17, a las

cuales se les proporcioné 3 magnitudes de recompensa bajo un programa de
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RP durante la fase de adquisicion: .3 ml de leche (grande), .06 ml (media) o
.02ml (pequefia). Los resultados indicaron ausencia de EMRE ya que si bien la
velocidad de recorrido difiere en funcion de la magnitud de la recompensa en la
fase de adquisicion (i.e., EMRA), no se hallaron diferencias significativas en la

tasa de extincion.

No obstante, Burdette y cols. (1976) encontraron EMRE entre los DP 17-
23 utilizando alimento sélido como reforzador. Durante la adquisicién se
presentd 40 mg 6 300 mg de pellets a ratas de DP 17-23 y DP 32-42, bajo un
programa de RC. Los resultados indican que en ambas edades los animales de
los grupos que recibieron recompensas grandes evidenciaron una mayor tasa
de extincidn que los sujetos de los grupos que recibieron recompensas
pequefias, aungue las crias de DP 17-23 extinguieron a una tasa mas lenta que
las de DP 32-42. Estos estudios sugieren que el EMRE se expresa entre los
DP 17-23 al utilizar un reforzador sélido, pero no se observa al DP 16-17
utilizando leche como reforzador, lo cual podria estar relacionado a una
covariacion entre edad y tipo de reforzador (Chen et al., 1981). Tales
resultados advierten sobre la importancia del tipo de reforzador o metodologia

a utilizar para que se exprese un fenémeno determinado.

Contraste Negativo Sucesivo instrumental (CNSi). En las
preparaciones instrumentales a los animales les es requerida una respuesta
para acceder a un reforzador, por ejemplo atravesar un corredor recto. Este
efecto paraddjico del reforzamiento se expresa por una disminucién abrupta de
la velocidad de recorrido tras experimentar el cambio sorpresivo de un
reforzador de mayor magnitud/calidad por otro de menor magnitud/calidad en la
caja meta de un corredor recto. La caracteristica principal es que tal
disminucién se produce por debajo de los niveles alcanzados en un grupo
control que siempre recibié un reforzador de menor magnitud (Amsel, 1992;
Crespi, 1942).

Se llevaron a cabo 2 trabajos con el objetivo de determinar la edad de
emergencia de este efecto. En el primero de ellos, Stanton y Amsel (1980),

reportaron resultados negativos en cuanto a la aparicion del CNSi en las
edades evaluadas (DP 11-14). Se establecieron como valores de precambio
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(grande) y poscambio (pequefio) de la recompensa, la succion de los pezones
de una hembra anestesiada con liberacién de leche y succién seca,
respectivamente. En el segundo de los trabajos (Chen et al., 1981), se evalu6
ratas de DP 17-24 a DP 61-68 de edad. Cuando se utilizé reforzadores solidos
(i.e., 300 mg vs 20 mg de pellets) el CNSi se observé al DP 34-35. Sin
embargo, al utilizar leche en un recipiente (.3 ml vs .02 ml) como reforzador, el
CNSi se expres6 al DP 25-26. Nuevamente, esto evidencia que el tipo de

reforzador constituiria un factor determinante en la expresion del CNSi.

Respuesta Demorada (RD). En este procedimiento el animal recibe el
refuerzo si presenta su respuesta demorada durante un periodo de tiempo
estipulado por el experimentador. Este procedimiento implica que para recibir la
recompensa el animal debe inhibir el impulso de correr mas velozmente,
caracteristico de los procesos de adquisicion. Chen, Gross, Stanton y Amsel
(1981) estudiaron RD en ratas de DP 18-21 y DP 60-63, bajo tres condiciones
experimentales: RC, RD donde se recompensaba los ensayos en los que a los
sujetos les tomaba mas de 5 segundos atravesar los primeros 122 cm del
corredor lineal; y una tercera condicion apareado con el grupo RD y, por lo
tanto, reforzado al mismo tiempo que lo era RD. El reforzador que se colocé en
la caja meta fue 97 mg de alimento sélido. Se encontr6 que las ratas de DP 60-
63 obtuvieron mas recompensas que las de DP 18-21 debido a que con el
correr de los ensayos las primeras lograron ajustarse al tipo de respuesta
requerida, mientras las ratas de DP 18-21 no fueron tan eficaces en demorar la
respuesta para obtener el reforzador. Los autores sugieren que a los DP 18-21
las ratas no tendrian la capacidad de regular sus respuestas bajo condiciones

de reforzamiento sujeto a RD.

De acuerdo con los trabajos presentados, los efectos que involucran
refuerzo intermitente (e.g., PA y ERPE) aparecerian mas temprano que los que
presentan refuerzo continuo (e.g., CNSi y EMRE) sugiriendo la disociacién de
los mecanismos responsables de su expresion. Por otra parte, el hecho de que
efectos como PA, ERPE y EMRA aparezcan a edades mas tempranas que el
CNS o RD descarta la posibilidad de una ausencia de procesos de memoria o

discriminacion en ratas infantes. Segin Amsel, el orden de aparicién de estos
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efectos expresa la creciente capacidad del animal para inhibir su conducta
(Gray, 1987). Esta capacidad esta relacionada con la maduracion del
hipocampo. De acuerdo con esta conceptualizacion, aquellos efectos que
requieren de una inhibicién de la respuesta mas intensa, como es el caso del
CNS y RD, seran los ultimos en aparecer en la ontogenia de la rata. En
contraposicion, aquellos que necesitan una supresion de menor intensidad se
manifestaran con anterioridad. Los resultados de los trabajos arriba

presentados apoyan esta interpretacion.

La Tabla 5 resume los estudios expuestos en este capitulo sobre los
fendmenos del aprendizaje y su manifestacion en los diferentes momentos de

la ontogenia de la rata.
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FENOMENO DP METODO MEDIDA DEPENDIENTE REFORZADOR CITA
. Infusion intraoral . ) Gemberling, Domjan y Amsel, 1980
Aversion al sabor 5 anul Consumo de la solucién Sacarina ) )
por canula Gregg, Kittrell, Domjan y Amsel, 1978
Adquisicion y Extincién Infusién intraoral Cantidad de contactos en . . .
instrumental 5 por canula una placa Leche Arias, Molina, Spear y Molina, 2007
Adquisicion y Extincién . . Succién seca de madre Amsel, Brudette y Letz, 1976
instrumental 10 Corredor recto Velocidad de recorrido anestesiada
Patron de alternancia simple 11 Corredor recto Velocidad de recorrido Succion con leche y seca de Stanton, Dailey y Amsel, 1980
(PA) madre anestesiada ! vy '
Efecto de la Magnitud del
Refo_rz_a@ento sobre la 11 Corredor recto Velocidad de recorrido Succién con leche y seca de Stanton y Amsel, 1980
Adquisicién instrumental madre anestesiada
(EMRA)
Efecto del Reforzamiento i Letz, Brudette, Gregg, Kittrell y Amsel, 1978
Parcial sobre la Extincion 12al14 Corredor recto Velocidad de recorrido SUCC|0ndcon leche y sdeca de
(ERPE) madre anestesiada Chen y Amsel, 1980ab
Contraste Negatl_vo simultaneo 14217 Corredor recto Latencia de}agarre al Succion con leche y seca de Stanton, Lobaugh y Amsel, 1984
(CNsim) pezon madre anestesiada
Efecto de Magnitud Variable del
Reforzamiento sobre la 16 a 18 Corredor recto Velocidad de recorrido Leche en un recipiente Chen, Gross, y Amsel, 1981
Extincién (EMVRE)
Retraso Parcial del Refuerzo . . L
(PDREE) 16a18 Corredor recto Velocidad de recorrido Leche en un recipiente Chen, Gross, y Amsel, 1981
Efecto del Reforzamiento 18 a 20 Corredor recto Velocidad de recorrido Alimento sélido Chen, Gross, Stanton y Amsel, 1980

Parcial sobre la Adquisicién
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(ERPA)

Efecto de Magnitud del
Reforzamiento sobre la
Extincién (EMRE) - RC

18a 23

Corredor recto

Velocidad de recorrido

Alimento sélido

Brudette, Brake, Chen y Amsel, 1976

Efecto de Magnitud del
Reforzamiento sobre la
Extincién (EMRE) - RP

20a21

Corredor recto

Velocidad de recorrido

Leche en un recipiente

Chen, Gross, y Amsel, 1981

Contraste Negativo Sucesivo
instrumental (SNCi)

25a26

Corredor recto

Velocidad de recorrido

Leche en un recipiente

Stanton y Amsel, 1980
Chen, Gross, y Amsel, 1981

Regulacién de las Respuestas
en el programa de Demora en
la respuesta (RD)

63

Corredor recto

Velocidad de recorrido

Alimento sélido

Chen, Gross, Stanton y Amsel, 1981

Tabla 5. Estudios ontogenéticos de los fendmenos paradéjicos y no paraddjicos del aprendizaje en ratas. Se incluye en la tabla los
estudios que revelan la edad de aparicion de los fenémenos.
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Conclusiones

Una sintesis del andlisis de los estudios ontogenéticos del aprendizaje
en ratas infantes indica que el orden de aparicion de los fenomenos de
aprendizaje ocurre desde los no paradojicos hacia los EPR. De acuerdo con
Amsel (1992), estos hechos sugieren que existe un incremento de la
complejidad de los procesos asociativos relacionados con el desarrollo
cerebral, al menos en los mamiferos. En este sentido, habria dos niveles de
funcionamiento. Uno mas “primitivo” y por lo tanto el primero en aparecer
durante el desarrollo, llamado disposicional o pre-cognitivo. Se caracteriza por
el aprendizaje que emerge gracias a la accion directa del refuerzo, sin que esté
mediatizado por expectativas. A este nivel se encontrarian los aprendizajes no
paraddjicos y procedurales, como el condicionamiento clasico, en el cual
estaria implicada la memoria implicita o procedural. Este tipo de
funcionamiento, hablando en términos filogenéticos y ontogénicos, operaria en
todas las especies animales. Los estudios realizados mas recientemente en
ratas neonatas e infantes en los que se evaluaron procesos de aprendizajes
mas complejos, aunque relacionados con el condicionamiento clasico siguen
apoyando esta hipétesis. Por ejemplo, se hallé aprendizaje de aversion
condicionada al sabor y preferencia de lugar condicionada, ambos mediados
por etanol, en ratas de DP 10 (para una revision ver Pautassi, Nizhnikov &
Spear, 2009).

El segundo nivel, denominado representacional, apareceria en edades
mas tardias del desarrollo, y reviste mayor complejidad porque involucra
expectativas y memorias mas complejas que la procedural. En este nivel tiene
lugar un “aprendizaje sobre las recompensas”, es decir, tras experimentar que
bajo las mismas condiciones contextuales aparece un reforzador, un sujeto
tiene la capacidad de anticipar con precision el tipo y clase de reforzador que
recibira, lo cual equivale a decir que generara una expectativa sobre las
propiedades de la recompensa. Es aqui donde se ubicaria a los EPR del

aprendizaje.

Esta teorizacion destaca el rol de la inhibicion conductual sobre los EPR

puesto que para su expresion ademas de poder generar una expectativa sobre
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las recompensas se debe, por ejemplo, desarrollar la capacidad de detectar
“errores/discrepancias” y actuar en consecuencia. La principal estructura neural
que se postuld para cumplir esta funcion es el sistema hipocampal (Gray,
1987). Los resultados de los estudios llevados a cabo por Amsel muestran que
los EPR que aparecen en ultimo término, como el CNSi o el RD, se
caracterizan por una supresion mas intensa de la respuesta en comparacion
con los efectos que aparecen con anterioridad. El supuesto tedrico es que, a
medida que el hipocampo se desarrolla, la habilidad para realizar supresion en
la conducta seria cada vez mas intensa, dando lugar a la manifestacion
secuencial de los EPR. Una de las funciones del hipocampo seria la de
comparar los eventos actuales del ambiente con los eventos esperados.
Cuando una recompensa es menor a la esperada, los circuitos en el hipocampo
podrian inhibir el comportamiento que conduce a aquel evento. Este
comparador de recompensas envia un impulso al sistema ataque-huida
(sistema que detecta los estimulos aversivos incondicionados). Por lo tanto, la
devaluacion de un reforzador esperado activaria el mismo mecanismo que la
presentacion de estimulos aversivos. Asimismo, los estimulos condicionados
asociados a una experiencia de devaluacién del refuerzo, a través del
condicionamiento clasico, incrementan su capacidad de activar este

mecanismo en futuras ocasiones (Gray, 1987; Gray, & McNaughton, 2000).

Sin embargo, la aparicion de los efectos estudiados puede depender de
las caracteristicas del reforzador (e.g., solido o liquido), del procedimiento
utilizado (e.g., instrumental o consumatorio) y del tipo de respuesta evaluada
(e.g., velocidad de recorrido, ganancia de peso en consumo de soluciones
azucaradas, latencia de agarre al pezon de una madre anestesiada), entre
otros. Claros ejemplos de esto se vid con el CNSiy el EMRE. En el primer
caso, el fendbmeno se expresa al DP 25-26 usando leche como reforzador, pero
no cuando se utiliza alimento sélido (Chen et al., 1981). Por el contrario, el
EMRE se manifiesta al DP 17-23 con el uso de alimento sélido y no asi cuando

la recompensa es leche.

Por otra parte, algunos EPR en los cuales se miden respuestas
consumatorias, muestran que las estructuras cerebrales necesarias para su

expresion son diferentes a las de las respuestas instrumentales. Por ejemplo,
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lesiones en el hipocampo en la rata adulta no alteran la manifestacion del CNS
consumatorio (CNSc — Flaherty et al., 1989) aunque eliminan la expresion del
CNSi (Salinas & White, 1998). Esto plantea la necesidad de reevaluar la
ontogenia de los EPR y no paradojicos del aprendizaje con nuevas
metodologias y también técnicas de desarrollo mas reciente que permitan
profundizar en el conocimiento de las bases fisiologicas y neurobioldgicas de
los EPR y de la memoria. Teniendo en cuenta estos aspectos, la siguiente
etapa experimental de la presente tesis se enfocé en el desarrollo de una
metodologia consumatoria que contemple las peculiaridades propias de la
etapa ontogenética a evaluar (Capitulo V). Una vez que se establecieron
parametros basicos, como cantidad de ensayos y magnitudes de recompensas,
se profundizé en la evaluacién de algunos EPR (Capitulo V1), incorporando el
registro de medidas originales e inéditas en el contexto de los EPR como lo es
el Test de Reactividad al Sabor (Capitulo 1V).
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Capitulo Il
Relatividad de los Incentivos: teorias y estudios

La capacidad de poder establecer comparaciones resulta una estrategia
atil a la hora de actuar de manera eficiente en nuestro medio, ya que nos
permiten reaccionar y elegir entre aquellas opciones que mas nos beneficien en
el presente o en el futuro. La frustracion o la euforia son posibles reacciones
gue pueden surgir de estas comparaciones. La diferencia entre ambas
emociones radica en la comparacion que se realiza entre el evento actual y
pasado. Cuando nos encontramos con situaciones peores a las que
esperdbamos surgen reacciones de frustracion. Por el contrario, el
experimentar una situacion mejor a la esperada induce reacciones de euforia.
Existen diversos procedimientos experimentales para estudiar estos
fendmenos, uno de ellos es a través del estudio de cambios sorpresivos del
reforzamiento (Papini & Dudley, 1997). EI CNS y Contraste Positivo Sucesivo
(CPS) constituyen dos de los procedimientos mas utilizados, dentro de este
conjunto de fendbmenos, para la evaluacion de respuestas de frustracion y

euforia, respectivamente.

Como se describié en el capitulo I, el CNS consiste en observar un
desempefio significativamente peor en un grupo que experimenté el cambio de
un reforzador de mayor a menor magnitud, en comparacién a un grupo que
siempre recibi6 la recompensa de menor magnitud. Si la respuesta que se mide
es el consumo de soluciones el fenébmeno recibe el nombre de CNSc. En
cambio, si al animal se le requiere una respuesta operante para acceder al
reforzador (e.g., recorrer un corredor lineal o presionar una palanca) se trata de
un CNSi. En ambos casos, la frustracién se expresa por una disminucion
abrupta de la respuesta ante el reforzador devaluado. Esta situacion constituye
una respuesta emocional aguda y transitoria, luego de la cual los animales
aumentan gradualmente su respuesta hacia el nivel esperado para el

reforzador devaluado con las sucesivas exposiciones (Amsel, 1958, 1992).

Por su parte, el CPS consiste en proporcionar al grupo experimental un
reforzador de mayor magnitud tras haber experimentado en sucesivos ensayos

previos una recompensa de menor magnitud. El fendmeno de CPS se observa
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como un incremento del desempefio del grupo experimental por encima de un
grupo control que siempre recibio el reforzador de mayor magnitud (Crespi,
1942; Cuenya, Mustaca & Kamenetzky, 2015; Cuenya, Serafini, Mustaca &
Kamenetzky, 2015; Flaherty, 1996). A diferencia de lo que ocurre con el CNS,
son relativamente pocos los estudios que exploran el contraste positivo puesto
que se trata de un fendémeno elusivo. Tal es asi que algunos autores
cuestionan la existencia de este efecto (Annicchiarico, Glueck, Cuenya,
Kawasaki, Conrada & Papini, 2016). Por esta razon, la mayoria de los estudios
experimentales y las teorias sobre los efectos de contraste se centraron en el
CNS.

Un aspecto a destacar es que en ambos casos de contraste existe
violacién de una expectativa, lo que muestra que los reforzadores presentan no
s6lo un valor objetivo o absoluto por sus caracteristicas sensoriales y/o
nutricionales, sino también un valor relativo en funcién de otros reforzadores
presentes y de los refuerzos que el animal recibié en ese contexto en el
pasado. Esto es lo que se denomina relatividad de los incentivos (Flaherty,
1996)

En este capitulo se realizara un recorrido por las principales teorias
sobre los efectos de frustracion y los trabajos empiricos que dan cuenta de los
diferentes componentes implicados. Asimismo, se describiran algunos estudios
gue marcan las diferencias entre el contraste instrumental y consumatorio y su
evaluacion durante etapas tempranas de la ontogenia. Finalmente se dedicara

un apartado a la descripcidn de trabajos empiricos explorando el CPS.

Principales teorias sobre la frustracion

Existen diversas teorias acerca de los mecanismos que subyacen a la
frustracion. La diferencia entre ellas radica principalmente en el peso relativo
gue otorgan a los componentes cognitivos y emocionales. A la actualidad, las
teorias que enfatizan los aspectos emocionales son las que cuentan con mayor

sustento empirico.

Una de ellas es la propuesta por Amsel (1958, 1992) quien explica los
fendmenos de relatividad de los incentivos como un producto de mecanismos

de aprendizaje y asociacion de estimulos. Define a la frustracion como un
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cambio en el estado del organismo que se desencadena cuando un sujeto
experimenta una devaluacion sorpresiva en la calidad o cantidad de un
reforzador apetitivo, en presencia de sefales previamente asociadas a un
reforzador de mayor magnitud. Su teoria postula que los animales aprenden a
anticipar la recompensa cuando se encuentran frente a estimulos que
estuvieron asociados con anterioridad al reforzador. En el momento que el
animal encuentra un reforzador menor al esperado se produce una reaccion
incondicionada llamada frustracion primaria como consecuencia de la
discrepancia entre el refuerzo esperado y el obtenido. Tal reaccion es analoga
a la que provocan estimulos aversivos como las descargas eléctricas. Algunas
de las reacciones que se reportaron son aumento en la actividad general, en la
ansiedad y en la variabilidad de la respuesta, agresion en procedimientos
instrumentales y disminucién de la dominancia en procedimientos
consumatorios, escape, aumento de corticosterona en el plasma sanguineo,
emision de un olor caracteristico en ratas y de ultrasonidos especialmente en
ratas infantes, llantos en bebés y alteraciones inmunolégicas y sexuales en
ratas macho (ver Mustaca et al., 2009; Papini & Dudley., 1997). Mediante
procesos de condicionamiento, los estimulos presentes se asocian a esta
reaccion aversiva de frustracion. Las posteriores presentaciones de estos
estimulos provocan una reaccion de frustracion condicionada que ocasiona
respuestas de alejamiento y evitacion del reforzador devaluado (Amsel, 1958;
1962). Esto explicaria la disminucién abrupta del consumo (en el CNSc) o de la
respuesta instrumental (en el CNSi).

Un importante cuerpo de estudios empiricos avala la existencia de este
componente emocional y aversivo en situaciones de devaluacion del incentivo.
Trabajos en los que se administraron drogas con perfil ansiolitico atentan la
expresion del CNSc. Por ejemplo, la administracion de ansioliticos como el
chlordiacepdxido (Rosen & Tessel, 1970), flurazepan (Flaherty, 1990),
midazolan (Becker, 1986; Flaherty, 1990) y diacepan (Liao & Chuang, 2003)
producen una recuperaciéon mas rapida del efecto de frustracion. Resultados
similares se obtuvieron con la utilizacion de etanol (Becker & Flaherty, 1982),
morfina (Rowan & Flaherty, 1987) o agonistas de los receptores opioides

(Wood, Daniel & Papini, 2005). Complementariamente, la aplicacion de
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naloxona, un antagonista opioide, revierte el efecto atenuante de los opioides
sobre el CNSc (Daniel, Ortega & Papini, 2009; Pellegrini, Wood, Daniel &
Papini, 2005; Rowan & Flaherty, 1987).

Un punto a destacar acerca del efecto de estas drogas sobre el CNSc,
es que en la mayoria de los estudios se encontré que la atenuaciéon de este
fenémeno se produjo cuando se aplicaron antes del segundo ensayo de
devaluacion, pero no antes del primero. En este contexto, el modelo de las
multiples etapas del CNSc de Flaherty (1996) surge como un intento de
explicar tales resultados. Si bien el énfasis se encuentra en los factores
emocionales, su teoria intenta incorporar factores cognitivos como el proceso
de comparacion y busqueda del reforzador previo. Postula que durante la etapa
de poscambio acontecen dos fases en forma consecutiva. En la primera
predominan procesos perceptuales y cognitivos que se disparan ante el primer
contacto con la solucién devaluada. Cuando el animal toma contacto con dicho
reforzador, realizaria una evaluacioén cognitiva (comparacion de la actual
recompensa con la anterior) y la consecuente busqueda del reforzador perdido.
En la siguiente etapa, se desencadenarian respuestas de estrés como
consecuencia de los intentos fallidos de hallar un reforzador mejor que el
obtenido en el poscambio. Esta fase involucra un conflicto entre la decisién de
aproximarse a la solucién devaluada por su valor absoluto de refuerzo, y la
decision de retirarse y continuar la busqueda, en funcién del valor relativo del

reforzador devaluado en comparacion con la memoria del reforzador preferido.

Una explicacién neurobioldgica para dar cuenta de estos fenémenos se
propuso por Gray (1987) y luego se reformul6 por Gray y McNaughton (2000).
La misma propone tres sistemas conductuales: (1) un sistema de acercamiento
conductual, que controla la aproximacion a los estimulos apetitivos
incondicionados y condicionados que sefialan el refuerzo o la ausencia de
castigo, (2) sistema de atague-huida-congelamiento, que detecta los estimulos
aversivos incondicionados y condicionados, (3) sistema de inhibicion
conductual, el cual controla la resolucion de situaciones de conflicto. La
interconexidn entre estos sistemas supone la existencia de un comparador de
recompensas que, en presencia de sefales especificas del ambiente, recibiria

de la memoria almacenada informacion sobre la calidad y cantidad de la
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recompensa esperada. Esta informacion luego se compararia con la
recompensa efectivamente obtenida. Si esta ultima es menor a la esperada, el
comparador de recompensa envia un impulso al sistema ataque-huida-
congelamiento (encargado de detectar los estimulos aversivos incondicionados
y condicionados). De este modo, la devaluacion de un reforzador esperado
activaria el mismo mecanismo que la presentacién de estimulos aversivos. Los
estimulos percibidos antes de esa recompensa frustrante, a través del
condicionamiento clasico, incrementan su capacidad de activar este
mecanismo en futuras ocasiones. Asi, los estimulos condicionados de
frustracion pueden conducir a la inhibicion de la respuesta. Los sustratos
cerebrales que se proponen como fundamentales en la funcién de comparacién
de recompensas son el septum y el hipocampo. Una de las funciones del
hipocampo seria la de comparar los eventos actuales del medio ambiente con
los eventos esperados. Gray sugiere que cuando una recompensa es menor a
la esperada, los circuitos en el hipocampo podrian inhibir el comportamiento

gue conduce a aquel evento.

Estudios donde se lesionaron estas estructuras apoyan la propuesta de
Gray, puesto que reportan la eliminacion de la expresién del CNSi (Flaherty et
al., 1998; Salinas & White, 1998). No obstante, la teoria neurobiolégica posee
sustento empirico solo en el caso del CNSi ya que lesiones en esas areas no
alteran la expresion del CNSc (Flaherty et al., 1998; Flaherty et al., 1979).

Por otro lado, existen resultados experimentales que reflejan que la no-
recompensa actia como un estresor. Por ejemplo, se hallé un incremento
significativo de los niveles de corticosterona (hormona relaciona a situaciones
de estrés) en sangre ante la omision de un reforzador (Kawasaki & lwasaki,
1997) como ante su devaluacion (Flaherty, Becker & Pohorecky, 1985; Mitchell
& Flaherty, 1998; Pecoraro, Jong & Dallman, 2009), incremento de las
conductas de ambulacién y elevacion en patas traseras (Flaherty, Blitzer &
Collier, 1978; Pellegrini & Mustaca, 2000), alteraciones en el comportamiento
sexual (Freidin & Mustaca, 2004) asi como disminucion del efecto de
frustracion en ratas que eyaculaban previamente a la omision del reforzador
(Freidin, Kamenetzky & Mustaca, 2005), despliegue de conductas de

sometimiento (Mustaca & Martinez, 2000), alteraciones en el sistema inmune
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(Mustaca, 1999) y disminucién en la percepcion del dolor (Mustaca & Papini,
2005). También se mostro que los animales escapan de claves asociadas con
la ausencia o devaluacion de un reforzador esperado (Daly, 1974) y que la
administracion de corticosterona inmediatamente después del primer ensayo
de poscambio en un CNSc acentua el efecto de contraste (Bentosela, Ruetti,
Muzio, Mustaca & Papini, 2006). Mediciones a nivel de marcadores biologicos
de actividad neuronal, como el c-fos, indican una clara y robusta expresion en
zonas corticales y subcorticales luego del primer ensayo de devaluacion de una

solucion (Pecoraro & Dallman, 2005).

Si bien estos antecedentes equiparan las respuestas de frustracion y
castigo, un estudio reciente muestra que ambas experiencias no serian
exactamente idénticas a nivel neurofisioldgico, puesto que gatillan la activacion
de neuronas diferenciales en el nucleo central de la amigdala (Purgert,
Wheeler, McDannald & Holland, 2012).

En conjunto, estos trabajos apoyan fuertemente la teoria de Amsel
puesto que ponen en evidencia el componente emocional en la reaccion inicial
ante la devaluacion del incentivo y equiparan la repuesta de frustracion a la

presentacion de estimulos aversivos.

Contraste Negativo Sucesivo instrumental y consumatorio

Al inicio de este capitulo se indic6 que la diferencia entre el CNSi y el
CNSc consiste en que el primer caso el sujeto debe realizar una respuesta
operante para acceder al reforzador, mientras que en el protocolo consumatorio
la recompensa se encuentra a libre disposicion. No obstante, esta no constituye
la Unica diferencia entre los fenbmenos. Lesiones en ratas adultas sugieren que
ambos procesos son independientes y que estarian sustentados por
estructuras cerebrales diferentes. Flaherty y cols. (1998) compararon los
efectos de lesiones hipocampales bilaterales sobre el CNSi y CNSc sometiendo
a los mismos animales a ambos procedimientos. Las lesiones solo afectaron la
expresion de CNSi, dado que las ratas intervenidas se comportaron como las
controles al recibir la devaluacion, en tanto que el CNSc no se vi6 afectado en
ninguno de los grupos devaluados. Resultados similares reportan Salina y
White (1998) en relacion a la expresion del CNSi y lesiones del hipocampo. En
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el mismo sentido, lesiones en la corteza entorrinal eliminaron el CNSi pero no
afectaron el CNSc (Flaherty et al., 1995).

Flaherty sugiere que en el CNSc el sistema septo-hipocampal juega un
rol minimo, mientras que la amigdala asume un papel preponderante. Esta
observacion se apoya en estudios en los cuales lesiones electroliticas de la
region central de la amigdala bloquean completamente la aparicion del CNSc y
en el &rea basolateral lo reducen (Becker et al., 1984; Capobianco & Hamilton,
1973; Flaherty & Hamilton, 1971; Flaherty et. al., 1989). Complementariamente,
se hallo que la administracion intra-amigdala de diacepam reduce el CNSc en
forma dosis-dependiente, mientras que las infusiones intra-hipocampales no
producen modificaciones (Liao & Chuang, 2003). Por otra parte, lesiones del

septum no afectaron el contraste consumatorio (Flaherty et al., 1979).

A nivel de desarrollo neuronal, también se encontrarian diferencias en
cuanto al momento ontogenético que las areas principalmente implicadas en
ambos fendmenos alcanzan su punto maximo de desarrollo. Por ejemplo, las
células granulares del giro dentado (i.e., sistema septo-hipocampal) comienzan
el proceso de diferenciacién con mayor rapidez entre los DP 12-14, alcanzando
los niveles que se presentan en la adultez alrededor de los DP 25-30 (Amsel &
Stanton, 1980). En cambio, el complejo amigdalino alcanzaria el punto maximo
de desarrollo neuronal alrededor del DP 14. Luego de esta edad no se

observan modificaciones sustanciales (Berdel et al., 1997).

Otras areas cerebrales que serian relevantes para la manifestacion del
CNSc son el nucleo pontino parabraquial y el talamo gustativo. Se reporté que
la lesibn de ambas estructuras en ratas adultas elimina el CNSc (Grigson,
Spector & Norgen, 1994; Reilly & Trifunovic, 2003).

Una estrategia alternativa y menos invasiva que las anteriores para
inferir las areas implicadas en fendmenos del aprendizaje consiste en la
evaluacion de estos efectos en diferentes momentos del desarrollo. Sin
embargo, son escasos los estudios realizados en bebés humanos y ratas
infantes en los que se evalud el CNS. Las evidencias con humanos muestran
gue habria una regulacién emocional de las respuestas a edades tempranas.

Mast, Fagen, Rovee-Collier y Sullivan (1980) llevaron a cabo un experimento
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con bebés humanos de 82 a 112 dias buscando evaluar la existencia de CNSi.
Los bebés debian dar patadas a un movil colgante con 10, 6 6 2 sonajeros en
la fase de precambio. En la fase de poscambio a todos se les presento un
colgante con solo 2 elementos. Ademas de la respuesta instrumental de dar
patas, se midio la atencion visual hacia el colgante y las vocalizaciones
negativas que emitian. Se encontré que los bebés expuestos previamente a un
movil con 10 o 6 sonajeros realizaron menor cantidad de patadas que aquellos
expuestos a 2 sonajeros en ambas fases. En relacion a las otras medidas, se
hallé que, en comparacién con los controles, la atencion visual disminuyo y las
vocalizaciones negativas aumentaron cuando se los expuso a un movil con
menos sonajeros. Por otra parte, Kobre y Lipsitt (1972) hallaron un efecto de
contraste negativo sobre la respuesta consumatoria de chupeteo en bebés de 4
y 10 hs. de vida. Los autores midieron la tasa de succiones sobre un pezon
artificial, en un grupo de bebés que pasaron de 15% de sacarosa a agua o
ningun fluido, comparados con un grupo que recibié agua o ningun fluido. Ante
el cambio de sacarosa a agua o0 nada, los bebés chupetearon
significativamente menos que aquellos que siempre obtuvieron agua o ningun
estimulo liquido. Los autores sugieren que este cambio en la tasa de succiones

responde a proceso de aprendizaje sobre las recompensas.

En relacion a los estudios con ratas infantes, Chen et al. (1981) reportan
gue crias de DP 25-26 disminuyen significativamente la velocidad de recorrido
en un corredor luego de experimentar una devaluacion en la cantidad de leche
en la caja meta (i.e., .3 ml a .02 ml). Este efecto no se hall6 en ese rango edad
al utilizar alimento sélido como reforzadores, ni a una edad mas temprana (i.e.,
DP 11-14) al usar reforzadores biolégicamente relevantes como la
aproximacion y latencia de agarre a los pezones de una hembra anestesiada
(Stanton y Amsel, 1980). Estos resultados sustentan la explicacion
neurobiolégica que postula al sistema septo-hipocampal como la principal
estructura responsable de controlar los mecanismos de inhibicion ante
situaciones de devaluacion del incentivo (Gray, 1987; Gray & McNaughton,
2000) puesto que al DP25-26 el desarrollo neuronal de esta estructura alcanza
niveles de maduracion similares a la de los adultos (Amsel & Stanton, 1980).
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Hasta el momento de la redaccion de la presente tesis, no se
encontraron trabajos que evallen efectos de contraste en ratas infantes usando
procedimientos consumatorios. Sobre la base de los antecedentes previamente
expuestos, es probable que el CNSc se exprese a una edad mas temprana que
lo encontrado con procedimientos instrumentales dado que las areas
involucradas en ambos fendmenos maduran en momentos diferentes del
desarrollo de la rata (Berdel et al., 1997; Amsel & Stanton, 1980).

Contraste Positivo Sucesivo: estudios empiricos

Uno de los primeros trabajos que reportaron este efecto se llevé a cabo
por Crespi (1942). Entrenando ratas adultas en el recorrido de un corredor
recto para obtener una recompensa, mostrd que al incrementar la cantidad de
alimento sélido (i.e., 4 a 16 pellet de comida) los animales que experimentaron
el cambio recorrieron el laberinto significativamente mas rapido, en
comparacion con los animales que siempre habian recibido la mayor cantidad

de recompensa (i.e., 16 unidades).

Diversos trabajos fallaron en replicar el fenédmeno, probablemente
debido a un efecto de techo. Es decir, el grupo control (que en ambas fases
recibe la recompensa de mayor magnitud) alcanza niveles altos de respuesta,
lo cual dificulta la posibilidad de detectar el efecto. Por esta razén algunos
autores propusieron variar algunos parametros del protocolo tipico para
propiciar su manifestacion. Por ejemplo, Mellgren (1971) encontré CPSi al
proporcionar el cambio de recompensa antes que los animales lleguen a la
asintota de la respuesta instrumental durante la fase de precambio. Asimismo,
experimentar multiples disminuciones del reforzador previo al cambio hacia una
recompensa grande (Maxwell,Calef,Murray, Shepard, & Norville, 1976), asi
como también variar la duracion de la recompensa (Weatherly, Melville, &
Swindell, 1997) induciria un efecto de contraste positivo. Por otra parte,
experimentar situaciones de estrés durante el desarrollo, como el aislamiento
social, puede incidir sobre la expresion del CPSc en la adultez (Cuenya et al.,
2015). Este tipo de inconvenientes ha motivado discusiones incluso sobre la

existencia del fendmeno, aun luego del trabajo de Crespi (1942). El consenso
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actual en la literatura propone que el contraste positivo es un fenomeno elusivo

pero constatable bajo ciertos parametros experimentales (ver Flaherty, 1982).

Una alternativa original para evitar los problemas metodolégicos que
conlleva la evaluaciéon del CPS con recompensas apetitivas, es la utilizacion de
protocolos aversivos. Candido, Maldonado, Rodriguez y Morales (2002)
hallaron CPSi en una situacion aversiva que involucraba el uso de estimulos
nociceptivos. Las ratas se ubicaban en un compartimento en el que recibian
una sefal de alarma seguida de una descarga eléctrica. Los animales
aprendian a anticipar la descarga y a evitarla escapando hacia un
compartimento seguro (i.e., ausente de descargas). Durante la fase de
precambio, al grupo experimental se le permitié permanecer alli solo 1
segundo, mientras que en la fase de poscambio este tiempo se extendié a 30
segundos. El grupo control podia permanecer 30 segundos en el
compartimento seguro, en ambas fases. Se hallé que durante la fase de
poscambio el grupo experimental realiz6 conductas de escape en un tiempo
significativamente menor en comparacion con el grupo control. Los autores
proponen que el lugar seguro adquiere propiedades reforzantes gracias a la
relacion entre lo que se experimento en las fases de pre y poscambio. Por otra
parte, algunos estudios sugieren que los procesos emocionales también juegan
un papel importante en este efecto. Maldonado, Candido, Morales y Torres
(2006) reportaron que la administracion de diacepam previo al cambio de
reforzador (i.e. pasar de 1 a 30 segundos en el compartimento seguro) atenta
el CPSi. Asimismo, cuando se evaluo a cepas de ratas seleccionadas
genéticamente, basadas en su desempefio en una tarea emocional, se hallo
gue los sujetos altamente emocionales mostraron CPSi en comparacion a la
cepa menos emocional, quienes no expresaron el fenbmeno (Maldonado et. al.,
2007).

Nuevamente, estos antecedentes dan cuenta de la evaluacion del
fenébmeno con un procedimiento instrumental, donde existe una sefial que
anticipa la aplicacién de un estimulo aversivo nociceptivo. Sin embargo, su
estudio con la utilizacion de un paradigma consumatorio y sabores aversivos es
inexistente. En este punto, resulta inevitable plantearse la pregunta: ¢ Sera

posible encontrar CPSc proporcionando diferentes concentraciones de una
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solucion innatamente aversiva? En otras palabras, ¢ Nuestras experiencias
negativas previas impactaran positivamente sobre la evaluacion actual de
situaciones moderadamente negativas? En el capitulo V de esta tesis se
abordaréa este tema con la propuesta de un disefio experimental novedoso y

original en lo que respecta al estudio del CPSc.

Una sintesis de los trabajos expuestos indica que el fenomeno del CNS
cuanta con amplia evidencia, tanto es sus preparaciones instrumentales como
consumatorias, en detrimento de lo que sucede con el CPS. Esto ha redundado
en la propuesta de teorias enfocadas en la explicacion del fendmeno de
contraste negativo, las cuales destacan en mayor o menor medida el papel que

juegan los procesos emocionales en la expresion de este efecto.
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Capitulo IV
Respuestas de Reaccion al Sabor

Hasta la década del ‘90 las investigaciones donde se evaluaba la
conducta consumatoria de un reforzador, consideraban los conceptos de
saliencia del incentivo (i.e., wanting en inglés) e impacto hedoénico (i.e., liking en
inglés) como indistinguibles e incluso sindnimos. Esto suponia asumir que si
una recompensa se quiere consumir es porgue necesariamente gusta. E
inversamente, si no se quiere consumir es porque produce disgusto. Varios
trabajos recientes sefialan que, si bien en ocasiones pueden ir en la misma
direccion, ambos fendbmenos son disociables e independientes, con bases
neurobioldgicas distinguibles (Berridge, 1996; Berridge, Robinson & Aldridge,
2009, Castro & Berridge, 2014; Jiang, Soussignan, Schaal & Royet, 2015;
Nagy, Takacs, Szabo, Lénard & Karadi, 2012; Smith & Berridge, 2005).

La saliencia del incentivo hace referencia a la motivacién para acercarse
y consumir un reforzador. Este término engloba conductas preparatorias y de
aproximacion hacia una recompensa, asi como el consumo voluntario de la
misma. Estos comportamientos son los que habitualmente se miden para
evaluar, por ejemplo, la preferencia por una solucion en un test de doble
botella. No obstante, varios estudios mostraron que el evitar el consumo de una
solucion (i.e., acercarse y no consumir) no necesariamente implica el disgusto
por la misma (Limbeer & Parker, 2000; Parker, 1995; Parker & MacLeod, 1991),
ni que el consumo exacerbado suponga mayor agrado hacia una sustancia
(Berridge et al. 2009). Por ejemplo, Tindell, Berridge, Zhang, Pecifia y Aldridge
(2005) informaron que la administracién de anfetamina aumenta las respuestas
de acercamiento y blsqueda hacia un estimulo que predice sacarosa, sin
afectar las respuestas hedonicas hacia ese sabor. Numerosa evidencia
muestra que las respuestas compulsivas en general, que involucran diversos
tipos de reforzadores como comida, juego, sexo, etc, responden a un
desencadenamiento o disparo de este mecanismo, sin que medien respuestas

de agrado del reforzador involucrado (Berridge et al., 2009).

El impacto heddnico se relaciona con la percepcion de cuan placentero o

displacentero resulta un sabor, dando cuenta del impacto emocional que un
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sujeto le asigna (Berridge, 2000; Steiner, Glaser, Hawilo & Berridge, 2001).
Mediante la implementacion de una técnica de administracion forzada, pero
consumo voluntario de soluciones, se logré evaluar este segundo componente
psicolégico de un reforzador. Cuando un sabor se experimenta directamente en
la boca, se reacciona de forma automatica emitiendo un conjunto de
respuestas orofaciales y motoras, que pueden cuantificarse objetivamente.
Esta técnica se denominé Test de Reactividad al Sabor (TRS - Grill & Norgren,
1978a; 1978b). Desde su creacién a la actualidad, una gran cantidad de
trabajos sefalan que al registrar estas conductas se puede identificar si un
sabor produce gusto o disgusto mas que sefalar qué tipo de sabor se esta
recibiendo (Berridge, 2000).

En los siguientes apartados se expondran estudios en los que se
describe (1) el patron de reacciones hedonico y aversivo y su expresion en
diferentes especies mamiferas, (2) como estas respuestas pueden modificarse
en funcién de experiencias previas o estados fisioldgicos especificos, (3) su
expresion durante la ontogenia de la rata y (4) las bases neurobioldgicas que
subyacen a este fendmeno. Cabe aclarar al lector que, en este capitulo asi
como a lo largo de la tesis, las respuestas de reaccion al sabor en la rata se
expresaran en inglés para facilitar su identificacion y continuidad con los

antecedentes que evaluaron este topico.
Respuestas de reaccion heddnicas y aversivas: Estudios comparados

Los primeros estudios que utilizaron el TRS sefialaban que las
conductas emitidas ante un sabor daban cuenta de aspectos puramente
sensoriales. Bajo esta perspectiva, observando las respuestas ante los
sabores, seria posible inferir qué sabor se esta percibiendo y seria esperable
observar un patrén especifico de respuestas ante cada uno (Steiner, 1974).
Una gran cantidad de trabajos indican que pueden delimitarse 2 grupos de
respuestas ante los sabores (Ganchrow, Steiner & Daher, 1983; Grill &
Norgren, 1978a; Hanson, Jojola, Rawson, Crowe & Laska, 2016; Jankunis &
Whishaw, 2013; Kiefer, Hill & Kaczmarek, 1998; Rosenstein & Oster, 1988;
Steiner & Glaser, 1984; Steiner et al., 2001; Ueno, Ueno & Tomonagac, 2004).

Si consideramos los patrones de respuestas como un continuo, en un extremo
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se ubican las respuestas hedodnicas, que emergen generalmente ante sabores
dulces como la sacarosa, sacarina o leche, reflejando patrones de ingesta y
deglucion. En el extremo opuesto se encuentran las respuestas aversivas, que
surgen ante sabores amargos y expresan el rechazo de la solucion recibida.
Sabores acidos o salados inducen respuestas intermedias en este continuo.
Asimismo, existirian diferencias en cuanto a la duracion e intensidad en la
expresion las respuestas que integran cada patrén, observdndose mayor
intensidad y breve duracion de las reacciones aversivas en comparacion con
las hedonicas (Steiner & Glaser, 1984).

El conjunto especifico de respuestas que integran cada patrén varia
segun la especie que se estudie. Su expresion estaria principalmente
determinada por la capacidad muscular, sensorial y los habitos alimenticios de
cada especie. Los trabajos de Ganchrow y cols. (1983) y Rosenstein y Oster
(1988) constituyen los primeros estudios en los que se evalu6 de forma
sistematica los movimientos orofaciales y corporales de bebés humanos ante
los sabores dulce, &cido, salado y amargo. En ambos trabajos se encontré que
los bebés muestran relajacién de los masculos de la cara (i. e., frente, cejas,
0jos, nariz, mejillas y labios) acompafiados de movimientos de succion,
relameo de los labios y/o sonrisa cuando se les proporciona un sabor dulce.
Por el contrario, los sabores acido y amargo indujeron el patrén contrario,
aperturas triangulares de la boca, elevacion de las mejillas, elevacion del labio
superior, fruncimiento de la nariz, labios y cejas, babeo, movimiento de la
cabeza hacia los lados y elevacion de la cabeza. Tales trabajos sentaron las
bases para la evaluacion de las reacciones afectivas en estudios posteriores
con bebés, ante sabores y olores (Faas et al., 2015; Mennella & Beauchamp,
2002; Mennella & Forestell, 2008; Mennella, Grifin & Beauchamp, 2004).

Patrones similares se observaron en grandes simios, una especie mas
préxima a los humanos en la rama evolutiva. Respuestas como sonrisas y
relamerse los labios ante sabores dulces, fruncir los labios al percibir un sabor
acido o realizar movimientos complejos como arrugar cejas, cefio y nariz ante
sabores amargos solo se observaron en hominidos (Steiner et. al., 2001). A
medida que nos vamos alejando en el arbol evolutivo de los primates, se

encuentran caracteristicas propias de cada especie. Por ejemplo, monos
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macacos Rhesus emiten protrusiones linguales, tanto ante sabores dulces
como amargos. Esta peculiaridad podria deberse a razones adaptativas dado
que el repertorio de alimentos que forma parte de su dieta incluye un mayor

contacto con sabores amargos (Ueno et. al., 2004).

En mamiferos no primates como el gato domeéstico se hallé que el patron
heddnico esté integrado por protrusiones linguales, ojos a medio cerrar,
lameteos del hocico y relameo de la boca. Por su parte, la respuesta de
disgusto mas saliente fue apertura triangular de la boca (i.e. gape en inglés -
Hanson et al., 2016). Un estudio que evalud las reacciones al sabor en caballos
indica que al recibir sacarosa realizaron principalmente protrusiones linguales y
movimiento de las orejas hacia adelante; mientras que las conductas
caracteristicas expresadas ante una solucion de quinina fueron gapes, flexion
de las orejas hacia atras y amplia extension de la cabeza hacia atras (Jankunis
& Whishaw, 2013).

La gran mayoria de las investigaciones en las que se utiliz6 el TRS se
llevaron a cabo con ratas. El trabajo pionero de Grill y Norgren (1978a)
describié minuciosamente las conductas que componen el patron heddnico y el
aversivo en ratas adultas. El patron heddnico esta conformado por movimientos
orofaciales como movimientos ritmicos de la mandibula y boca (i.e., mouth
movement), protrusiones linguales mediales (tongue protrusions) y
movimientos linguales hacia los laterales (lateral tongue movements). En
cambio, el patrén aversivo integra movimientos orofaciales de aperturas
triangulares de la boca (gaping) y corporales como frotar la barbilla contra el
piso, proyectando el cuerpo hacia adelante (chin rubbing), sacudidas rapidas
de la cabeza hacia los lados (head shaking), movimientos sucesivos de
extension de una de las patas delanteras hacia adelante y contra el piso
mientras se retrae la otra hacia atras (paw pushing o paw treading),
movimientos circulares con ambas patas delanteras sobre el hocico (face
washing) y sacudimiento rapido de las patas delanteras (flailing of the
forelimbs). Algunos trabajos posteriores han reducido el patron de respuestas
aversivas a gaping, paw pushing y chin rubbing y han afiadido al patron
hedonico el lameteo de las patas delanteras (paw licking - Arias & Chotro,

2005a; 2005b; 2006b; Limebeer & Parker, 2000; Parker, 1995:; Parker & Leeb,
71



1994; Parker, Rana & Limebeer, 2008 — para un ejemplo de estos

comportamientos ingresar a https://www.youtube.com/watch?v=00fqzo3jx50 y

https://www.youtube.com/watch?v=7Zp-MKWXxN c).

Por otra parte, mediante la aplicacion de reglas de tiempo alométricas,
se determind que algunas de las reacciones al sabor son universales a través
de las especies. Estas reglas se basan en ecuaciones que ponen en relacion el
tamafio corporal del animal y la duracién de una conducta. Aquellas respuestas
altamente estereotipadas o ritmicas resultan mas apropiadas para aplicarlas.
Se encontré que la velocidad en la que se expresa una conducta es
directamente proporcional al tamafio corporal. Por lo tanto, cuanto mas
pequefio es un animal, mas rapida y breve es la expresion de la conducta
(Berridge, 2000; Steiner et al., 2001). Ejemplo de esto se ve reflejado con la
conducta tongue protrusions. En ratas, la duracién aproximada de esta
conducta es 120 milisegundos (Grill & Norgren, 1978a), mientras que en monos
del nuevo mundo (e.g., mono titi) su duracion es de 200 milisegundos y en
grandes simios como el chimpancé alcanza los 850 milisegundos (Berridge,
2000).

Una estrategia para determinar si las respuestas de reaccion al sabor
reflejan valoraciones afectivas es observar si se modifican en funcion de
experiencias previas con sabores, estados fisiolégicos especificos (e.g.,
hambre, saciedad, deficiencia de sal) o tras vivenciar eventos emocionalmente
significativos. Si un patrdn tipico de reacciones varia como consecuencia de
tales manipulaciones, esto apoyaria la hipétesis de que la atribucién que realiza
un sujeto no sélo se basa en las propiedades sensoriales sino también en el
impacto afectivo que genera un sabor especifico. Por ejemplo, se reportd que
bajo condiciones de hambre la expresion de respuestas hedonicas hacia una
solucioén azucarada es mayor que en estado de saciedad (Berridge, 1991).
Alteraciones fisiolégicas en la homeostasis del cloruro de sodio (NaCl) también
afectan las respuestas de reaccion al sabor. Se encontr6é que bebés cuyas
madres presentaban alta frecuencia de vomitos durante el embarazo
mostraban menor cantidad de respuestas de disgusto ante una solucion salina,
en relacion a lo expresado por bebés de madres con ausencia o baja

frecuencia de vomitos durante el embarazo. Tal resultado sugiere que la
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deshidratacion ocasionada por el vémito durante la prefiez induce preferencia
por sabores salados en etapas posnatales (Crystal & Bernstein, 1998).
Gavalerna, Seeley, Berridge, Grill, Epstein y Schulking (1993) evaluaron las
respuestas de reaccion al sabor de ratas adultas en estado de homeostasis y
deplecién sddica. Hallaron que la deficiencia de sal inducida
farmacoldgicamente produce un aumento de las respuestas hedonicas y
disminucién de las aversivas ante una solucion de NaCl, mientras que en
condiciones de homeostasis induce el patron inverso, es decir baja expresion
de respuestas heddnicas y mayor cantidad de respuestas de disgusto. Se
observaron resultados similares al comparar ratas alimentadas con una dieta
normal vs. un régimen bajo en sal. Los animales alimentados con este Ultimo
régimen mostraron mayores respuestas hedonicas y menores respuestas de
disgusto al recibir una solucion salina, en comparacion a cuando la recibieron
en estado de homeostasis sodica (Flynn, Grill, Schulkin, & Norgren, 1991).
Tindell, Smith, Pecifia, Berridge y Aldridge (2006) reportaron que cuando ratas
adultas recibieron una solucion fuertemente salada (i.e., agua del mar muerto)
en estado de deplecién sddica triplicaron la cantidad de reacciones heddnicas
en comparacion a las emitidas en condiciones de homeostasis. Asimismo, se
observo que la frecuencia de estas respuestas alcanzo niveles equiparables a

aguellas inducidas por una solucién de sacarosa.

Varios trabajos indican que las reacciones ante un sabor pueden
modificarse en funcién de manipulaciones psicoldgicas. Esto significa que
sabores que inicialmente se valoraban como placenteros pueden percibirse
como desagradables luego de experimentar situaciones emocionalmente
significativas. Un ejemplo de esto es lo que sucede con el condicionamiento de
aversion al sabor. En este protocolo se asocia generalmente un sabor dulce
con un malestar gastrico inducido por una inyeccion de LiCl. Luego de 24 hs.
se evallan las respuestas hacia la solucion dulce. Utilizando el TRS en ratas
adultas se hallé que las respuestas de disgusto (e.g., chin rubb, gape y paw
tread) aumentan de forma significativa ante una solucion dulce que fue
previamente apareada con LiCl (Gavalerna et.al., 1993; Itoga, Berridge &
Aldridge, 2016; Parker & MacLeod, 1991; Rana & Parker, 2008). Un patron

similar se observo en ratas predestetadas. Independientemente de que se haya
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utilizado LiCl (Arias et. al., 2010; Hoffman, Hunt & Spear, 1991) o etanol
(Pautassi et. al., 2008) como agente toxico, las crias mostraron un aumento de
las respuestas de rechazo (e.g. wall climbing y head shake) y disminucion de la
respuesta de mouthing ante la solucidon de sacarina. Por otra parte, tanto en
animales adultos como en infantes se encontrd que la aplicacion de una droga
antiemética previa al condicionamiento de aversion al sabor, anula la expresion
del patrén de rechazo hacia la solucion dulce (Parker & MacLeod, 1991;
Pautassi et. al., 2008). En algunos casos, la aplicacion de un agente externo no
es imprescindible para obtener estos resultados. Grant et. al. (2012)
permitieron a ratas adultas correr en una rueda luego de consumir una solucion
de sacarina y subsecuentemente registraron sus respuestas de reaccion al
sabor ante dicha solucion. Los animales que fueron expuestos a este
tratamiento mostraron respuestas de disgusto condicionadas hacia la sacarina,
dada la asociacion del sabor con el malestar producido por el movimiento de
balanceo al finalizar la actividad en la rueda.

Los trabajos presentados hasta aqui indican que las respuestas de
reaccion al sabor pueden agruparse en 2 conjuntos opuestos, hedénico y
aversivo, los cuales se expresan ante sabores dulces y amargos
respectivamente. Estos patrones se encontraron en una amplia especie de
mamiferos y se pudo determinar que, si bien existen reacciones propias a cada
especie, algunos de sus componentes son universales. Por otra parte, los
estudios donde se realizaron manipulaciones fisiologicas y/o psicolégicas
sugieren fuertemente que estas respuestas dan cuenta de valoraciones
afectivas que se asignan a los reforzadores y que, por lo tanto, las dimensiones
hedonicas y aversivas son dinamicas, variando en funcion de los aprendizajes
previos y de las condiciones fisiologicas de los sujetos. Cabe aclarar que en
algunos de los trabajos expuestos no solo se midieron las respuestas de
reaccion al sabor (i.e., liking) sino también el consumo (i.e. wanting). No
obstante, puesto que el foco principal de este capitulo es dar cuenta del TRS
como medida confiable para medir procesos afectivos, solo se expusieron los
resultados en relacion a este aspecto. Como se expuso al inicio del capitulo, el

hecho que las respuestas de reaccion al sabor varien luego de ciertas
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manipulaciones no implica un cambio correlativo en el consumo (Berridge et al.,
2009; Limbeer & Parker, 2000; Parker, 1995; Parker & MacLeod, 1991).

Hasta aqui se han expuesto los trabajos que utilizaron el TRS en
animales adultos. En el siguiente apartado se expondran los antecedentes en
lo que se us6 esta medida en diferentes momentos de la ontogenia, marcando

posibles diferencias con sujetos maduros.
Test de reactividad al sabor durante la ontogenia

Los estudios con humanos sugieren que la exposicion temprana a
sabores impacta sobre su aceptacion y las reacciones orofaciales asociadas a
tales estimulos en etapas posteriores del desarrollo. Mennella y Beauchamps
(2002) encontraron que nifios de 4-5 afios que fueron alimentados con
hidrolizado de proteinas (leche de formula con sabor amargo-acido) durante los
primeros meses de vida, mostraban menor cantidad de reacciones de disgusto
y mayor predisposicion a consumir alimentos con sabores acidos (e.g., jugo de
manzana mezclado con jugo de limén) y amargos (e.g. brocoli) en comparacion
con nifios alimentados con leche regular. Resultados similares se encontraron
al controlar mas rigurosamente la historia de alimentacion previa de los
infantes. Mennella, Griffin y Beauchamp (2004) reclutaron a madres con bebés
menores a tres semanas de vidas, alimentaron a sus nifios con leche de
férmula que contiene un intenso sabor amargo (i.e., hidrolizado de proteinas) o
leche regular. Al cabo de 7 meses se evalu6 el consumo y las respuestas
orofaciales hacia cada sabor. Se hall6 que los bebés alimentados a base de
hidrolizado de proteinas mostraron mayor consumo y menor respuestas de
disgusto ante el sabor de este alimento, en comparacion con aquellos que
fueron alimentados en base a leche regular. Los alimentos ingeridos por la
madre durante el embarazo y la lactancia también afectan dichas respuestas.
Los olores y sabores de los alimentos se trasmiten al bebé a través del liquido
amniético y la leche, constituyendo sus primeras experiencias con estimulos
guimio-sensoriales. Varios estudios mostraron que el consumo de la madre de
frutas y vegetales (Mennella & Forestell, 2008; Mennella, Jagnow &
Beauchamp, 2001) e incluso de cantidades moderadas de alcohol (Faas et al.,
2015; Mennella & Beauchamp, 1998b; Mennella & Garcia, 2000) durante la
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gestacion y el amamantamiento afecta las respuestas hedoénicas de los nifios,

en etapas posteriores hacia a tales estimulos.

Estudios con modelos animales reportan hallazgos similares. En una
serie de experimentos Arias y Chotro (2005a; 2005b) administraron por via
intragastrica alcohol (2 g/kg) o agua destilada a hembras prefiadas. Al DP 14
evaluaron el consumo y las respuestas de reaccion al sabor de las crias hacia
el alcohol o una solucién de sacarosa-quinina que emula su sabor (Kiefer, Bice,
Orr & Dopp, 1990). Los autores mostraron que los animales pre-expuestos al
alcohol incrementaron el consumo de etanol y de la solucion que emula su
sabor a la vez que mostraron mayor palatabilidad hacia estas sustancias, en
comparacioén con las crias que recibieron agua destilada durante la gestacion.
Especificamente, se observé un aumento de mouthing y paw lick asi como una
disminucién de la actividad general y wall climbing (i.e., apoyar las patas
delanteras sobre la pared, sosteniéndose sobre las patas traseras) en las crias
pre-expuestas. Diaz-Cenzano y Chotro (2010a) encontraron que este patron
hedonico hacia el etanol por pre-exposicion a la droga se observa si la
administracion se realiza en el dia gestacional 19-20, pero no si se suministra
al 17-18. Por otra parte, cuando se administré 3 g/kg de etanol a crias de DP 7-
8y se las evalla 3 dias después, nuevamente se hall6 un incremento del
consumo y de las respuestas apetitivas, asi como una disminucién de las

respuestas de disgusto (Arias & Chotro, 2006a).

Si bien el TRS también se utilizé6 durante etapas tempranas de la
ontogenia de la rata, los estudios descriptivos y que evalian el desarrollo de la
expresion de las respuestas de reaccion al sabor durante esta etapa son
escasos. Hall y Bryan (1981) evaluaron las respuestas de mouthing, chin rubb y
paw tread en crias de DP 3, 6, 9, 12 y 15 ante soluciones de sacarosa, quinina
y agua. Sus resultados indican que, en todas las edades, cuando los animales
obtuvieron sacarosa incrementaron la conducta de mouthing en comparacion a
cuando recibieron agua. Esta diferencia solo se observé a partir del DP 9
cuando la solucién fue quinina. Al comparar las respuestas de disgusto chin
rubb y paw tread frente a la solucidén de quinina vs agua, se hallaron diferencias
significativas solo a partir del DP 12. En otro estudio se midieron las respuestas

de mouthing, face washing, wall climbing y paw treading en ratas de DP 5y 15
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frente a una solucién de sacarosa que previamente fue asociada a un malestar
géstrico. Se hall6 que al DP 5 las crias solo expresan una disminucion de
mouthing. Mientras que al DP 15, se observl que ademas hay un incremento
de wall climbing y paw treading (Hoffman et al., 1991). Otros trabajos sugieren
gue respuestas diferentes a las tipicamente evaluadas en animales adultos,
tales como apoyar las patas delanteras sobre la pared, sosteniéndose sobre las
patas traseras (wall climbing) o acumular la solucion infundida en la boca y
dejarla caer en ausencia de movimiento (pasive drips), constituyen reacciones
de disgusto fiables en ratas predestetadas (Arias & Chotro, 2005a; 2005b;
2006b; Arias, Pautassi, Molina & Spear, 2010; Diaz-Cenzano & Chotro, 2010a;
2010b; Hoffman et al., 1991; Pautassi et al., 2008; Schwartz & Grill, 1985).

Estos antecedentes nos advierten sobre la importancia de aumentar las
investigaciones hacia trabajos mas abarcativos que contemplen un amplio
espectro de conductas, asi como los aspectos ontogenéticos que determinan
su expresion. En edades muy tempranas del desarrollo, los aspectos
madurativos podrian afectar la motricidad fina de las crias para expresar
conductas tales como paw pushing. Es posible que los animales no sean
capaces de desplegar tales comportamientos o que los realicen de una forma
cualitativamente diferente a como los expresan los animales adultos (Schwartz
& Grill, 1985). Por ello, resulta de interés contar con estudios que describan

exhaustivamente estos topicos.
Mecanismos neurobiolégicos de las respuestas de reaccién al sabor

Algunos trabajos recientes realizados principalmente en ratas adultas
permitieron delimitar las areas cerebrales que correlacionan con el wanting y el
liking. Mientras que para el wanting, los sistemas implicados se encuentran
ampliamente distribuidas en el cerebro y en ocasiones se superponen con
aguellos implicados en el liking, como por ejemplo el sistema limbico en
general y la transmision dopaminérgica (ver Berridge et al., 2009 y Castro &
Berridge, 2014), las estructuras que subyacen al liking se circunscriben
principalmente al area rostromedial del caparazén del ntcleo accumbens y la
zona caudal del palido ventral (Cromwell & Berridge, 1993; Pecifia & Berridge,
2005; Tindell et al., 2006).
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Un trabajo reciente realizado en humanos sugiere que el ndcleo
accumbens y pélido ventral se activan diferencialmente ante el liking y wanting
durante estados de hambre y saciedad. Jiang y cols., (2015) expusieron a
mujeres adultas a olores de comida y otro tipo de olores (e.g., pasto, tabaco,
flores) quienes debieron puntualizar, por un lado, cuan placentero les resultaba
cada olor (evaluacion de liking) y, por otro, el deseo de comer que le inducian
los olores de comida (evaluacion de wanting). Mientras realizaban estas
puntualizaciones se registraba la actividad cerebral mediante resonancia
magnética funcional. Se encontré que ante los olores de comida hubo una
mayor activacion del nucleo accumbens durante la valoracion del liking en
comparacioén a lo ocurrido con el wanting, cuando las personas estaban
hambrientas. El patrén contrario se hallé cuando se evalué a las personas en
estado de saciedad, esto es, menor activacion del ndcleo accumbens durante
la tarea de liking. Complementariamente, se observo que en estado de hambre
el valorar el wanting indujo mayor activacion del palido ventral que durante la

evaluacion del liking.

La mayoria de los trabajos que exploraron estos topicos se llevaron a
cabo en ratas adultas. En los inicios se realizaron lesiones de areas implicadas
0 conectadas con el sistema gustativo como por ejemplo el sistema limbico,
principalmente la amigdala, dado que posee grandes conexiones con el
sistema gustativo central. Sin embargo, las lesiones bilaterales del nucleo
central de la amigdala (Gavalerna et. al., 1993; Rana & Parker, 2008) y de la
amigdala basolateral (Rana & Parker, 2008) no afectaron las respuestas de
reaccion al sabor hacia ninguno de los sabores basicos (i.e., salado, dulce,
acido, amargo) ni hacia las evocadas por manipulaciones psicolégicas.
Lesiones de zonas proximas al sistema limbico como el hipotalamo lateral,
globo palido y palido ventral mostraron que solo el dafio en esta Ultima area
produjo un aumento de las respuestas de aversion hacia la sacarosa (Cromwell
& Berridge, 1993). La sofisticacion de las técnicas de medicion neurobiol6gicas
permitié en afos recientes determinar que el palido ventral constituye un area
necesaria para la expresion de las respuestas heddnicas. Por ejemplo,
microinyecciones de un agonista opioide en la mitad posterior del palido ventral

aumentaron las respuestas hedénicas hacia la sacarosa, mientras que la
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estimulacién con la misma droga en zonas anterior y central suprimieron dichas
respuestas (Smith & Berridge, 2005). Asimismo, tanto lesiones como
inactivaciones farmacologicas realizadas en la mitad posterior de esta
estructura indujeron fuertes respuestas aversivas ante la sacarosa (Ho &
Berridge, 2014). Complementariamente, estudios en los que se midi6 la
actividad neuronal reportaron una alta tasa de disparo de las neuronas de esta
area cuando los animales recibieron infusiones intraorales de sacarosa, en
comparacion a cuando recibieron soluciones aversivas (Itoga et al., 2016;
Tindell et. al., 2006). Por otra parte, la actividad neuronal en el area caudal del
palido ventral también refleja el impacto hedonico relativo de los sabores. Se
hallé que la amplitud del disparo neuronal se duplica cuando un sujeto en
estado de deplecién sodica recibe infusiones de NaCl (Tindell et. al., 2006) y
disminuye significativamente al recibir sacarosa luego de un condicionamiento

de aversion al sabor (Itoga et. al., 2016).

Otra estructura que juega un rol importante en la expresion del liking es
el caparazon del nucleo accumbens. De forma similar a lo que sucede con el
palido ventral, la estimulacién farmacolégica en las zonas rostrales y caudales
afectan diferencialmente las respuestas de reaccion al sabor. Pecifia y Berridge
(2005) informaron que microinyecciones de un agonista opioide en la zona
rostrodorsal del area media del caparazon del nacleo accumbens amplifica las
respuestas hedodnicas hacia los sabores dulces. Se obtuvieron resultados
similares al estimular la misma region con microinyecciones de un agonista
GABAérgico (Reynolds & Berridge, 2002) o mediante la aplicacion
intraperitoneal de un agonista de receptores benzodiacepinicos (Cooper &
Ridley, 2005). Por otra parte, la aplicaciéon de un agonista de GABA en la mitad
caudal de la zona medial del caparazén del nacleo accumbens produjeron un
aumento de las respuestas de disgusto hacia la sacarosa (Ho & Berridge, 2014;
Reynolds & Berridge, 2002). Sin embargo, la lesién de esta area no afecto las

respuestas de reaccion al sabor (Ho & Berridge, 2014).

Como se menciond antes, la aplicacién de agonistas opioides y GABA
amplifican las respuestas hedonicas hacia una solucion dulce. Interesados en
estudiar si ambos sistemas interactian en la expresion de estas reacciones,

Richardson, Reynolds, Cooper y Berridge (2005) aplicaron inyecciones
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intraperitoneales de vehiculo, diazepam (agonista GABA), naltrexona
(antagonista opioide) o diazepam + naltrexona a ratas adultas, previo a la
infusion de una solucién de sacarosa-quinina. Hallaron que el diazepam
aumenta las respuestas hedonicas y disminuye las conductas de disgusto
hacia el compuesto sacarosa-quinina, en relacion a lo expresado por los
sujetos que recibieron el vehiculo. La aplicacién del antagonista opioide
naltrexona revirtio el efecto inducido por el diazepam. Los resultados sugieren
gue ambos sistemas, opioide y GABA, interactdan en la expresion de las

respuestas de reaccion al sabor.

Conclusiones

El recorrido de los antecedentes expuestos en este capitulo da cuenta
de que el TRS constituye una herramienta objetiva y fiable para evaluar
aspectos emocionales de los reforzadores, mediante el cual el concepto de
liking adquiere entidad propia y distinguible de la busqueda y consumo del
reforzador (wanting). Esta afirmacién no solo se apoya en la gran cantidad de
trabajos en diferentes especies mamiferas en los cuales se registraron las
respuestas de reaccion al sabor y dan cuenta de la universalidad de alguno de
sus componentes, sino también en los estudios neurobiolégicos que

permitieron delimitar las areas cerebrales implicadas en este fenébmeno.

Un aspecto imprescindible a la hora de establecer que las reacciones
hacia los sabores dan cuenta de procesos emocionales o afectivos, es la de
observar modificaciones en su expresion como consecuencia de haber
experimentado situaciones emocionalmente significativas. Berridge (2000)
denomina estas situaciones como casos de manipulacion psicologica dado que
el mero hecho de vivenciar un evento significativo involucrando reforzadores
impactara sobre la valoracion hedodnica posterior de dicha recompensa. Esta
descripcion de lo que implica una manipulacion psicoldgica se corresponde con
lo que acontece en una situacion de devaluacién del incentivo. Como se
menciono en el capitulo 1ll, obtener algo peor a lo que se esperaba constituye
una situacion aversiva que desencadena reacciones fisiolégicas similares al
estrés y el miedo (Daly, 1974; Mustaca et al., 2009; Papini & Dudley., 1997).

Este estado emocional se traduce en una supresion consumatoria activa del
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reforzador devaluado, que no puede ser explicado por un incremento de
respuestas alternativas de la busqueda del reforzador (L6pez-Seal, Cuenya,
Suarez & Mustaca, 2013). Dado que esto surge de la comparacion de dos
soluciones apetitivas, uno podria preguntarse si experimentar una situacion
frustrante resulta un evento lo suficientemente saliente como para impactar
sobre la valoracion hedonica de un reforzador devaluado. La utilizacion del
TRS en un protocolo de contraste consumatorio es inexistente en la literatura.
Sin embargo, su aplicacion podria aportar a las discusiones tedricas tanto en lo
que respecta a las respuestas de reaccion al sabor como a la devaluacion del
incentivo. En cuanto a las reacciones al sabor, si estas se modifican en funcion
de experimentar frustracion aportaria nueva evidencia empirica de que
efectivamente la expresion de estos comportamientos da cuenta de
valoraciones afectivas. Al mismo tiempo, la utilizacién de tal protocolo se
estableceria como una estrategia mas de manipulacién psicoldgica. En lo que
respecta a la devaluacion del incentivo, nutriria aquellas teorias que sostienen
gue durante una situacion de contraste prima el componente afectivo (Amsel,
1958, 1992).

En la presente tesis, las adaptaciones metodoldgicas que se debieron
realizar para la evaluacion de fenédmenos paradéjicos consumatorios en ratas
pre-destetadas (ver Capitulo V) incorporé dentro de sus objetivos principales el
registro de las respuestas de reaccion al sabor (Capitulo VI). El paradigma de
infusion forzada, pero consumo voluntario resulta un procedimiento adecuado
para la evaluacion de ambos fenébmenos (i.e., respuestas de reaccion al sabor
y consumatorias ante la devaluacion del incentivo) y su utilizacion en ratas pre-
destetadas constituye una estrategia menos invasiva a la que implica en
animales adultos, ya que no requiere de una cirugia para implantar la canula.
En ese sentido esta tesis aporta nueva informacion dado que introduce
medidas novedosas para evaluar el impacto afectivo que produce la

devaluacion sorpresiva de un reforzador.
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Capitulo V
Establecimiento de Parametros

Cuando se desarrollan modelos animales para etapas tempranas de la
ontogenia, generalmente no resulta conveniente utilizar las mismas
preparaciones que para animales adultos. Es necesario realizar adaptaciones
para la etapa del desarrollo en estudio, y si esto no es posible, se deben
desarrollar nuevas técnicas que sean especificas para cada edad. Esto es
debido a que el funcionamiento del sistema nervioso en etapas tempranas no
constituye una version inmadura del adulto, sino que algunos mecanismos
involucrados en el aprendizaje son diferentes en la infancia, la adolescencia y
la adultez. Asimismo, los estimulos que son sumamente relevantes durante la
infancia pueden no ser cruciales para la supervivencia en la adultez. Por
ejemplo, los estimulos olfatorios constituyen la base de los aprendizajes mas
relevantes en las primeras etapas de la vida en los mamiferos, ya que son
fundamentales para la supervivencia. En etapas posteriores del desarrollo,
dejan de tener tal relevancia, aunque dichos aprendizajes previos pueden influir

en el comportamiento aun hasta la adultez (Shah et al, 2001).

La evaluacion de los efectos paraddjicos durante la ontogenia utilizando
un protocolo consumatorio es escasa. En este sentido fue indispensable
implementar una técnica adecuada y establecer los parametros necesarios
para alcanzar tal propésito. En ratas adultas, la evaluacion de fenémenos
consumatorios implica el acercamiento y consumo voluntario de soluciones
contenidas en un bebedero. En ratas pre-destetadas dicha metodologia resulta
dificil de aplicar dado que las crias nacen con los conductos auditivos y
visuales cerrados y su marcha es erratica, principalmente durante las primeras
dos semanas de vida. Por lo tanto, la metodologia a utilizar durante esta etapa
debia contemplar estas peculiaridades. Es por ello que en esta tesis se utilizo
un paradigma mediante el cual las crias recibieron las soluciones directamente
en la cavidad oral, pero tenian la posibilidad de consumirlas o rechazarlas

voluntariamente.

En este capitulo se expondran los estudios experimentales que se

llevaron a cabo para determinar patrones de consumo, las concentraciones de
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soluciones de sacarosa que constituiran los reforzadores de mayor y menor
magnitud en los subsecuentes testeos, establecimiento de la cantidad de
ensayos y el tiempo de intervalo entre ensayos necesarios para la evaluacion
de los fendmenos estudiados. Por este motivo, si bien la metodologia general
de los experimentos se basoé en la descripta previamente, en cada estudio

experimental se describird con mayor detalle el disefio utilizado.

Experimento 5. Determinacion de patrones de consumo en ratas de DP 8 a
10

Introduccion. En ratas adultas habitualmente se utiliza como reforzador
de alta magnitud, una solucién de sacarosa al 32% (p/v). Sin embargo, fue
necesario explorar los pardmetros de preferencias en las ratas infantes,
utilizando soluciones que no sean demasiado viscosas para permitir el correcto
fluir a través de las canulas. Las mismas tienen un diametro pequefio y podrian
verse obstruidas con las concentraciones de sacarosa utilizadas en las ratas
adultas. El objetivo de este experimento fue principalmente determinar los
patrones de ingesta de diferentes concentraciones de soluciones de sacarosa
en ratas de DP 8-10.

Procedimiento. Se utilizaron 19 ratas hembras Wistar, representativas
de 5 camadas, de DP 8 al comienzo del experimento. El entrenamiento
consistié de dos fases: 2 ensayos de precambio (DP 8-9) y 1 de poscambio
(DP 10), con un intervalo entre ensayos de 24 hs. En la primera fase las crias
recibieron una solucion azucarada al 12% (Grupo 12-2), 10%, (Grupo 10-2), 5%
(Grupo 5-2), 6 2% (Grupo 2-2), en tanto que en la fase de poscambio todos los
animales recibieron la solucion al 2%. Las nomenclaturas de los grupos remiten
a la solucién recibida en cada fase. Las soluciones se prepararon diluyendo 12,
10, 5 0 2 gr de sacarosa en 100 ml de agua. La tabla 6 resume el disefio

experimental empleado.
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Precambio Poscambio

Grupo N 2 ensayos 1 ensayo
DP 8-9 DP10
12-2 6 12 % 2 %
10-2 5 10 % 2 %
5-2 4 5 % 2 %
2-2 4 2 % 2 %

Tabla 6. Esquema del disefio del Experimento 5.

Resultados y discusion. En la Figura 10 se grafica el porcentaje de
ganancia de peso en funcion de los ensayos. Se observa que durante la fase
de precambio los animales que recibieron reforzadores de mayor magnitud
mostraron un porcentaje de ganancia de peso significativamente mayor que los
gue recibieron soluciones de menor concentracion. Los resultados del ANOVA
confirman esta observacion. En la fase de precambio se realiz6 un ANOVA con
un factor intersujeto (Grupo) y un factor intrasujeto (Ensayos 1y 2). Se hallé un
efecto principal de Grupo, F (3, 15) =5.47, p < 0.009. No se hall6 efecto
principal de Ensayo ni la interaccion de ambos factores (p > 0.05). Para
conocer las fuentes de las diferencias del factor Grupo, se realizaron
comparaciones pos-hoc con LSD Fisher. Este andlisis arrojo diferencias
estadisticamente significativas entre el Grupo 12-2 vs Grupo 10-2 (p < 0.04),
asi como con el Grupo 2-2 (p < 0.001) y marginalmente significativa con el
Grupo 5-2 (p < 0.06) en el ensayo 2. El resto de los grupos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0.05). Para la fase de
poscambio se realiz6 un ANOVA de un factor intersujeto (Grupol2-2, 10-2, 5-2
y 2-2). No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (p > 0.05).

En resumen, este experimento muestra la existencia del EMRAc, que se
evidencia en el segundo ensayo de adquisicidon. Este efecto se caracteriza por
un consumo diferencial durante la fase de adquisicién, en funcion directa al
valor absoluto del reforzador (i.e., concentracion de sacarosa recibida). La falta
de diferencias entre grupos durante el poscambio indica la ausencia de CNSc

en ratas infantes de DP 8-10, bajo los parametros utilizados. Este hecho no
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puede atribuirse a una incapacidad para responder en funcién de las diferentes
concentraciones ya que se constatd un consumo diferencial en funcion de las
concentraciones de sacarosa. Los resultados sugieren que a esta edad y bajo

los parametros utilizados los animales responden en funcion del valor absoluto
del incentivo.
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Figura 10. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) de cada
uno de los grupos, en funcién de los ensayos. La linea vertical negra

entre los ensayos 2 y 3 indica el cambio de fase entre precambio y
poscambio.

Experimento 6: Evaluacion de EMRAc y EMREc (DP 7-12)

Introducciéon. Como se sefiald en el capitulo Il, el EMRE es uno de los
efectos paraddjicos del reforzamiento. Brevemente, se define por la presencia
de una extincién mas rapida de la conducta en el grupo que recibié un
reforzador de mayor magnitud durante la adquisicién, en comparacién a un
grupo control que obtuvo un reforzador de menor magnitud en la misma fase.
Este efecto, asi como el EMRA, se evaluaron con protocolos instrumentales por
Amsel y su equipo, encontrando que el EMRA se expresa al DP 11 (Stanton &
Amsel, 1980) y el EMRE al DP 18 (Brudette et. al., 1976). Este experimento
tuvo como objetivo replicar el EMRACc a una edad menor (DP 7-8) a lo
encontrado en el Experimento 5 y evaluar la expresién del EMRE consumatorio

(EMRECc) en ratas de DP 11-12. Como reforzadores de mayor y menor
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magnitud se usaron las dos concentraciones de solucion azucarada que

mostraron diferencias més acentuadas entre si en el Experimento 5: 12% y 2%.

Procedimiento. Se utilizaron 31 ratas hembras Wistar de DP 7 al
comienzo del experimento, representativas de 9 camadas. Los sujetos se
dividieron en dos grupos en funcion de la concentracién de sacarosa recibida
en la fase de adquisicion: 12% (Grupo 12-0) y 2% (Grupo 2-0). La fase de
adquisicién consto de 4 ensayos (uno por dia), mientras que la de extincién
tuvo 2 ensayos (uno por dia). Esta fase comenzo 24 hs. después del altimo
ensayo de adquisicion. Los protocolos que incluyen una fase de extincion,
usualmente evallan la respuesta del animal ante la ausencia del reforzador.
Sin embargo, dado que la medida dependiente utilizada requiere la infusion de
fluidos, las crias recibieron agua (i.e., 0% de sacarosa) durante la extincion.
Estudios no publicados de nuestro laboratorio mostraron que la presencia o no
de agua en un bebedero no alteraba los patrones de extincién, cuando se
utilizaba tiempo de contacto con el bebedero como medida dependiente. Los
restantes detalles de procedimiento siguen los lineamientos de la metodologia

general.

Fase de adquisiciéon Fase de extincion

Grupo N 4 ensayos 2 ensayos
DP 7-10 DP 11-12

12-0 15 12% (sacarosa) 0 % (agua)
2-0 16 2% (sacarosa) 0 % (agua)

Tabla 7. Esquema del disefio del experimento 6.

Resultados y discusion. En la figura 11 se muestra el porcentaje de
ganancia de peso en funcion de los ensayos de las fases de adquisicion y
extincion. Se observa que durante la fase de adquisicion los animales muestran
un incremento del porcentaje de ganancia de peso corporal a lo largo de los
ensayos, observandose mayores medidas en aquellos que reciben 12% (i.e.,
EMRAC). Durante la extincion se observa una caida abrupta del porcentaje de
ganancia de peso en los dos grupos durante el primer ensayo y un aumento en
el segundo ensayo. EI ANOVA de la fase de adquisicion arroja un efecto
principal de Grupo, F (1, 27) = 11.67, p < 0.002, y de Ensayo F (3, 81) = 18.67,
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p < 0.0001. No se hall6 un efecto de interaccion entre ambos factores (p >
0.05). EI ANOVA de la fase de extincion arroja un efecto principal de Ensayo, F
(1, 29) = 15.97, p < 0.0005 y la interaccion entre ambos factores, F (1, 29) =
4.94, p < 0.03. Un andlisis ensayo por ensayo de esta fase, mostro solo una
diferencia marginalmente significativa en el ensayo 6 (p < 0.055). El Grupo 2-0
exhibié mayor consumo de agua que el Grupo 12-0 en el segundo ensayo de
extincion. Los datos indican nuevamente que las crias consumen las
soluciones azucaradas en funcion del valor absoluto del reforzador durante la
fase de adquisicion (EMRAC) y que en la fase de extincion hubo una ausencia

de EMREc, bajo los parametros utilizados.
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Figura 11. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) del Grupo
Control (puntos blancos) y Grupo Experimental (puntos negros), en
funcién de los ensayos. La linea vertical negra indica el cambio de fase
entre la adquisicion y extincién. 1 p < .06.

Experimento 7. Evaluacion del CNSc: Aumento de ensayos y edad (DP10-
14)

Introduccion. EI CNSc consiste en una supresién activa del consumo
de una solucion de baja concentracion de sacarosa por parte de un Grupo
Experimental, tras haber recibido previamente en sucesivos ensayos una
solucion de sacarosa en alta concentracion. Durante esta fase de precambio de

solucion, los animales muestran una curva de aprendizaje de la conducta
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consumatoria durante la cual se formaria la expectativa de recibir dicha
solucién en un contexto determinado. En ese sentido es importante contar con
cierta cantidad de experiencia para garantizar la generacion de expectativas. El
propésito del Experimento 7 fue evaluar el CNSc variando dos parametros
respecto al Experimento 5: la edad de los animales (DP 10 a 14) y la cantidad

de ensayos en la fase de precambio.

Procedimiento. Se utilizaron 28 ratas hembras Wistar de DP 10 al
comienzo del experimento, representativas de 7 camadas. Se emplearon 2
grupos: Grupo 12-2 y Grupo 2-2. La fase de precambio const6 de 4 ensayos, a
razén de uno por dia. La fase de poscambio se realiz6 24 hs. después del
altimo ensayo de la fase de precambio en el cual los dos grupos recibieron 2%
de solucion de sacarosa. El resto del procedimiento siguio los lineamientos de

la metodologia general.

Precambio Poscambio
Grupo N 4 ensayos 1 ensayo
DP 10-13 DP 14
12-2 14 12% 2%
2-2 13 2% 2%

Tabla 8. Esquema del experimento 7.

Resultados y discusion. En la figura 12 se muestra el porcentaje de
ganancia de peso en funcion de los ensayos de pre y poscambio. Durante la
fase de precambio los animales parecen incrementar su consumo de manera
gradual a lo largo de las sesiones, siendo el consumo aparentemente mayor en
los animales que reciben 12% hacia el final de la fase de precambio. Estas
impresiones fueron confirmadas por un ANOVA, que estuvo compuesto de un
factor intersujeto (Grupo) y un factor intrasujeto (Ensayos 1 a 4) en la fase de
precambio. Se hall6é un efecto principal de Grupo F (1, 19) =4.45, p<0.04,y
de Ensayo F (3, 57) =6.71, p < 0.0005. No se hall6 un efecto de interaccion

entre ambos factores (p > 0.05).

En la fase de poscambio, un ANOVA de un factor intersujeto (Grupo 12-
2 vs. Grupo 2-2) no arrojo diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (p > 0.05). Este resultado replica el EMRA en la fase de precambio y
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muestra un efecto de ensayo, lo que permite inferir que los animales optimizan
el consumo en funcion de los ensayos. La falta de diferencias entre los grupos
durante la fase de poscambio, indica ausencia de CNSc. Al igual que en el
Experimento 5, el Grupo Experimental no mostroé un decremento del consumo
durante el ensayo de devaluacion del reforzador.
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Figura 12. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) del Grupo
Control (puntos blancos) y Grupo Experimental (puntos negros), en
funcion de los ensayos. La linea vertical negra entre los ensayos indica
el cambio de fase entre el precambio y poscambio.

Discusién general

En conjunto, los resultados de estos experimentos indican que los
animales de DP 8, 9y 12 expresan EMRAc, ya que son capaces de responder
de manera diferencial en funcién de distintas concentraciones de agua
azucarada, mostrando mayor porcentaje de ganancia de peso con la solucién
al 12%, entre todas las soluciones presentadas. Ademas, puede observarse un
efecto de aprendizaje de la respuesta consumatoria, ya que la ganancia de
peso va aumentando en funcion de los ensayos. En el Experimento 5 se pudo
observar que logran responder de manera diferencial entre soluciones de
sacarosa al 12% de las del 10%, 5% y 2%. Ademas, en todas las edades las
crias requirieron de experiencia previa con el reforzador para evidenciar

EMRACc, ya que este fenomeno fue mas marcado a partir del segundo ensayo
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de adquisicion. Es posible también que los animales necesiten habituarse al
procedimiento de infusion intraoral, el cual puede tener elementos aversivos
propios (véase Pautassi, Melloni, Ponce & Molina, 2005). Stanton y Amsel
(1980) hallaron evidencias de EMRA con un procedimiento instrumental al DP
11. Sin embargo, los resultados de esta serie de estudios evidencian que tal

efecto ya aparece al DP 8 con un paradigma consumatorio.

En ninguno de los experimentos llevados a cabo se encontraron efectos
paraddéjicos consumatorios (e.g., EMREc y CNSc). En los Experimentos 5y 7
no se hall6 CNSc (DP 10 y DP 14, respectivamente) y el Experimento 6
tampoco refleja la aparicion del EMREc (DP 11 — 12). Sin embargo, para poder
concluir que un fendmeno no se expresa es necesario realizar variaciones
sistematicas. En ese sentido, los resultados obtenidos en esta serie
experimental pueden deberse a razones paramétricas de la metodologia
utilizada o bien a que en las edades estudiadas los animales evallan los
incentivos en funcion de su valor absoluto y no en relacién a su valor relativo,
posiblemente debido a factores madurativos. Respecto de la primera conjetura,
los EPR bajo analisis pueden requerir mas ensayos de entrenamiento, menor
intervalo entre ensayos para fortalecer la traza de memoria del reforzador
(Campbell & Spear, 1972; Rovee-Collier, 1999) o el uso de otros reforzadores.
Sin embargo, la ausencia de estos fendmenos no podria deberse a una
incapacidad para detectar las diferentes concentraciones de sacarosa, tal como
queda evidenciado por el efecto de EMRAC en todos los experimentos

expuestos.

Es interesante mencionar que en el Experimento 6 el Grupo 12-0
exhibid, durante el segundo ensayo de extincion, un porcentaje de ganancia de
peso marginalmente menor que su control 2-0. Esto podria constituir un esbozo
de EMREC, si bien la ausencia de diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos y la caida abrupta de ambos en la primera sesion de extincion
impide aventurar conclusiones mas firmes. Mas en detalle, en el Experimento 6
los animales muestran una disminucién abrupta del consumo cuando reciben
agua en la primera sesion de poscambio y, en la siguiente, ambos grupos
evidencian una recuperacion en el consumo, con una tendencia mayor en el

grupo 2-0. Este patrén de respuesta es mas representativo de un CNSc que de
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una extincion, dado que en esta ultima no suele evidenciarse una recuperacion
en el consumo, a menos que se presente nuevamente el reforzador. Esto
podria sugerir que el agua es un incentivo menos preferido y que por lo tanto
los animales podrian estar experimentando una devaluacion del incentivo
durante el primer dia de cambio de solucion, que se recupera hacia el segundo
ensayo. Sin embargo, no es posible arribar a dicha conclusién dado que no
esta contemplado en el disefio experimental un grupo control que recibe agua

en ambas fases.

Otra explicacion para los resultados hallados es que en las edades
estudiadas los animales respondan solo en funcion del valor absoluto de los
reforzadores y no de acuerdo a su valor relativo (Flaherty, 1996). Esto podria
deberse a que los sustratos neurales que modulan las respuestas de los EPR
de los animales en edades mas avanzadas, como el hipocampo y la amigdala,
no alcanzaron la maduracion suficiente en las edades estudiadas. De todos
modos, es de destacar que estos son los primeros trabajos de EPR
consumatorios, por lo cual antes de concluir ausencia del EMREc y CNSc en
las edades presentadas se deben realizar variaciones en la metodologia
utilizada. En los experimentos que se expondran en la siguiente seccion se
focalizé sobre dos de los EPR (i.e., CNSc y CPSc) variando la edad de

evaluacion, la cantidad de ensayos y el tipo de reforzador presentado.
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Capitulo VI
Evaluacion de los Efectos de CNSc y CPSc en ratas infantes

Experimento 8. Evaluacion de CNSc con un intervalo de 3 hs. entre la

presentacion de las soluciones (DP14-19)

Introduccion. Como se indico en el capitulo anterior, la ausencia de
CNSc pudo deberse a que la edad evaluada resulté temprana para su
expresion, debido posiblemente a una maduracion incompleta de las areas
cerebrales implicadas (e.g., amigdala). Otra posible explicacién es que las crias
necesitaban de mas ensayos en la fase de precambio para generar una
expectativa mas intensa sobre la solucion al 12%. Teniendo en cuenta estos
aspectos, en el Experimento 8 se evalu6 el CNSc en ratas de DP 14-19
aumentando la cantidad de ensayos en ambas fases, con el doble objetivo de
fortalecer la expectativa del 12% durante el precambio y facilitar el recuerdo de
la solucion al 12% para contrastarla con el 2% durante la fase de poscambio
(Campbell & Spear, 1972; Rovee-Collier, 1999).

Por otra parte, otro de los objetivos de esta tesis fue evaluar las
respuestas de reaccion al sabor en una situacién de devaluacion del incentivo.
Trabajos con ratas adultas e infantes indican que si bien los sabores dulces y
amargos provocan patrones opuestos de reacciones (hedonico vs. aversivo,
respectivamente — Berrigde, 2000; Grill & Norgren, 1978a), tales respuestas
son plasticas y sensibles al aprendizaje. Por ejemplo, se observé que las ratas
muestran respuestas de disgusto ante una solucion dulce, que previamente fue
asociada a un malestar gastrico (Limebeer & Parker, 2000; Parker et al., 2008;
Hoffman et al., 1991; Pautassi et al., 2008; Arias et al., 2010). De acuerdo con
esto, y teniendo en cuenta que la comparacion y discrepancia entre aquello que
se espera y lo que efectivamente se obtiene constituye una situacion aversiva,
es posible esperar que aun cuando se reciba un reforzador apetitivo, pero de

menor magnitud al esperado, se expresen respuestas de disgusto.

Procedimiento. Se utilizaron 20 crias machos y hembras Wistar de DP
14 al comienzo del experimento, representativas de 9 camadas. El
entrenamiento consistio en 2 ensayos diarios durante 4 dias para la fase de
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precambio (i.e., 8 ensayos en total), y 2 sesiones con 2 ensayos cada una para
la fase de poscambio (i.e., 4 ensayos). El intervalo entre ensayos dentro de
cada sesion fue de 3 hs. En la fase de precambio, las crias recibieron una
solucion azucarada al 12% (Grupo 12-2) 0 2% (Grupo 2-2). Durante la fase de
poscambio, el Grupo 12-2 recibié en el Ensayo 1 la solucion al 12% y en el
Ensayo 2 la solucion al 2%. Este procedimiento se repitio al dia siguiente
(ensayo 2 de poscambio). El Grupo 2-2 recibi6 la solucion al 2% durante todo el
experimento. Ademas de utilizar como variable dependiente el porcentaje de
ganancia de peso, durante la fase de poscambio se registraron las respuestas
de reaccion al sabor wall climbing y head shaking, ambas correspondientes al
patrén aversivo. El resto del procedimiento sigui6 los lineamientos planteados

en la metodologia general.

Precambio Poscambio
Grupo N 4 dias, 8 ensayos 2 dias, 4 ensayos
DP 14-17 DP 18-19
Ensayo 1: 12% Ensayo 1: 12%
122 10 Ensayo 2: 12% Ensayo 2: 2%
Ensayo 1: 2% Ensayo 1: 12%
2-2 10 Ensayo 2: 2% Ensayo 2: 2%

Tabla 9. Esquema del disefio del experimento 8.

Resultados y discusion. La figura 13 muestra el porcentaje de
ganancia de peso en funcién de los ensayos de las fases de precambio y
poscambio. La figura sugiere que durante la fase de precambio, ambos grupos
incrementan gradualmente el porcentaje de ganancia de peso a lo largo de los
ensayos, siendo el Grupo Experimental quien muestra mayor consumo. El
ANOVA para la fase de precambio indico un efecto principal de Grupo, F (1, 17)
=12,60, p <.002, de Ensayo, F (7,119) = 16.02, p <.0001 y una interaccion
Grupo x Ensayo, F (7,119) = 5.15, p <.0001. ANOVAs independientes para
cada ensayo utilizando el factor Grupo reveld una diferencia significativa del
porcentaje de ganancia de peso en los ensayos 1, 3, 5y 7 (todas p < .05). Esto
indica que el consumo promedio de los animales que recibieron 12 % de

sacarosa fue mayor que los niveles alcanzados por los que obtuvieron 2 %.
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En la fase de poscambio parece observarse un efecto de contraste
negativo en el Ensayo 10, reflejado por una disminucion abrupta del porcentaje
de ganancia de peso, que alcanza niveles por debajo del grupo control. Estas
impresiones fueron confirmadas estadisticamente. EIl ANOVA indicé un efecto
principal de Ensayo, F (3,51) =5.73, p <.001 y una interaccién Grupo x
Ensayo, F (3,51) = 6.12, p <.001. ANOVAs para cada uno de los 4 ensayos de
la segunda fase mostraron diferencias estadisticamente significativas en el
Ensayo 9 a favor del Grupo 12-2, el cual recibié agua azucarada al 12% [F
(1,17) =6.42, p <.02], en el Ensayo 10 donde el porcentaje de ganancia de
peso del Grupo 12-2 cay6 por debajo del nivel del Grupo 2-2, al recibir la
solucién devaluada [F (1,17) = 6.31, p <.02] y en el Ensayo 11, a favor del
Grupo 12-2, quien recibié nuevamente agua azucarada al 12% [F (1,17) = 6.79,
p <.002]. El Ensayo 12 alcanz6 una diferencia marginalmente significativa [F
(1,17) = 3.73, p < .07], donde se observa que el consumo del Grupo 12-2 se
encuentra por debajo del Grupo Control 2-2.
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Figura 13. Porcentaje de ganancia de peso promedio (£ ETM) del Grupo
Control (puntos blancos) y Grupo Experimental (puntos negros), en
funcidn de los ensayos. La linea vertical negra entre los Ensayos 8 y 9
indica el cambio de fase entre el precambio y poscambio. * p < .05, t p <
.07.

El andlisis de las conductas de reaccién al sabor mostré solamente un
efecto principal de Grupo en la medida de head shaking, con los sujetos del
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Grupo 12-2 emitiendo mas head shakes que los Controles 2-2, F (1,15) = 9.09,
p <.009. Comparaciones planeadas entre los Grupos devaluados y no
devaluados para cada medida sobre cada ensayo del poscambio indicaron
valores de frecuencia de head shaking significativamente mayor en el Grupo
12-2 que en los controles en el Ensayo 10, F (1,18) = 9.89, p < .006. Durante el
segundo ensayo de devaluacion (i.e., Ensayo 12) la diferencia entre los grupos
fue cercana a la significacion estadistica, F (1,16) = 4.09, p < .06 (figura 14).
Comparaciones planeadas para los puntajes de wall climbing en el Ensayo 10
hallaron una diferencia marginal en frecuencia [F (1,18) = 3.38, p < .08] y
estadisticamente significativa en duracién [F (1, 18) =5.08, p <.03]. La
frecuencia y duracion de wall climbing fue mayor en el Grupo 12-2 que en el

Grupo control (ver figuras 14 y 15, respectivamente).
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Figura 14. Frecuencias promedio (x ETM) de Wall Climbing (WC) y Head
Shaking (HS) del Grupo Control (barras blancas) y Grupo Experimental
(barras negras) durante los ensayos 10 y 12 de la fase de poscambio
(cambio de solucién de 12 a 2 en Grupo Experimental). * p < .05, 1t p <
.08.
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Figura 15. Duracion promedio (x ETM) de Wall Climbing (WC) del Grupo
Control (barras blancas) y Grupo Experimental (barras negras) durante
los ensayos 10 y 12 de la fase de poscambio (i.e., cambio de solucion de
12 a 2 en el Grupo Experimental). * p < .05.

Los resultados indican la expresion de CNSc en ratas al DP 18, lo cual
sugiere que a dicha edad los animales moldean sus respuestas de consumo en
funcién de las expectativas sobre los reforzadores recibidos. Asimismo, la
disminucién del consumo en las ratas que reciben la devaluacién esta asociada
a un aumento de las respuestas de disgusto como head shaking y wall
climbing, ya que las diferencias entre los grupos ocurrieron solamente durante
el primer ensayo de devaluacion del reforzador. No obstante, teniendo en
cuenta que el cambio de solucién de 12% a 2% ocurre en el mismo dia, los
resultados podrian explicarse por un efecto de carry-over sensorial. En otras
palabras, que en la expresion del efecto de contraste hallado exista un
componente de procesamiento periférico del sistema nervioso (Weinstock,
1954, 1958).

Experimento 9. Evaluacion del CNSc con un intervalo de 24 hs. entre

fases

Introduccion. En el experimento anterior se hall6 CNSc proporcionando
a las crias las soluciones de mayor (12%) y menor magnitud (2%) dentro de la
misma sesion, con un intervalo entre ensayos de 3 hs. No obstante, una
explicacion alternativa a esta disminucion en el consumo de sacarosa es que

podria deberse a una mera persistencia del sabor percibido previamente (i.e.,
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12% de sacarosa —Weinstock, 1954, 1958). Aunque un intervalo de 3 hs.
parece lo suficientemente extenso para descartar esta explicacién de tipo
sensorial, se llevo a cabo el siguiente experimento para desestimar tal
alternativa y asegurar que el efecto observado surge de procesos originados a
nivel de sistema nervioso central. El Experimento 9 tuvo como objetivo replicar
el CNSc en ratas de DP 14 a 19 pero recibiendo la fase de poscambio 24 hs.
después de finalizado el dltimo ensayo de precambio.

Procedimiento. Se utilizaron 32 ratas hembras Wistar de DP 14 al
comienzo del experimento, representativas de 8 camadas. El disefio
experimental fue el mismo que en el Experimento 8 con la Unica excepcién que
durante los 4 ensayos de la fase de poscambio todos los animales recibieron la
solucion al 2%. Durante la fase de poscambio también se registraron las
respuestas de wall climbing, head shaking y chin rubb. Se evalu6 a los
animales en cajas espejadas de forma trapezoide para poder obtener un
registro mas detallado de las respuestas. Las caracteristicas de estas cajas
permiten observar las respuestas que realizan los animales aun cuando se
encuentran de espaldas a la filmadora. El resto del procedimiento sigui6 los

lineamientos planteados en la metodologia general.

Precambio Poscambio
Grupo N 4 dias, 8 ensayos 2 dias, 4 ensayo
DP 14-17 DP 18-19
12-2 14 12% 2%
2-2 16 2% 2%

Tabla 10. Esquema del disefio del Experimento 9

Resultados y discusion. En la figura 16 se muestra el porcentaje de
ganancia de peso en funcion de los ensayos de las fases de precambio y
poscambio. En la primera fase se hallé un efecto principal de Ensayo, F (7,196)
=15.84, p <.0001 y un efecto de interaccion Grupo x Ensayo, F (7,196) = 2.96,
p <.005. Un ANOVA para cada ensayo mostré una diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos 12-2 y 2-2 en los Ensayos 1y 8 (todos los p <
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.05.). En ambos ensayos el Grupo 12-2 mostré mayor porcentaje de ganancia
de peso que el Grupo 2-2.

En la fase de poscambio se observa en el ensayo 9 una disminucion
abrupta del porcentaje de ganancia de peso del Grupo 12-2, respecto del
Grupo 2-2, que sugiere la expresion de un efecto de CNSc. Un ANOVA de
medidas repetidas de los 4 ensayos de esta fase arroj6é un efecto
marginalmente significativo del Factor Ensayo, F (1, 28) = 3.41, p < .07.
Comparaciones planeadas revelaron que el Grupo 12-2 evidencié un
porcentaje de ganancia de peso significativamente menor que los controles 2-2,
durante el primer ensayo de poscambio, F (1, 29) =5.54, p <.026. En el resto
de los ensayos no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (p > .05).
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Figura 16. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) del Grupo 2-2
(puntos blancos) y Grupo 12-2 (puntos negros), en funcion de los ensayos. La
linea vertical negra entre los Ensayos 8 y 9 indica el cambio de fase entre el
precambio y poscambio. * p < .05.

El andlisis de la frecuencia y duracion de wall climbing revelé un efecto
de Ensayo, F (1, 27) =33.58, p<.0001y F (1, 27) = 16.65, p <.0001,
respectivamente (figuras 17 y 18). EI ANOVA para la conducta head shaking

hallé un efecto significativo de Grupo, F (1, 26) =5.92, p <.02. La interaccion

Grupo x Ensayo no fue significativa. Comparaciones planeadas indicaron que
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el Grupo 12-2 emitio mayor cantidad de head shaking en relacion al Control 2-
2, en el Ensayo 9 [F (1, 27) = 6.11, p <.02]. Respecto del chin rub, se hallé un
efecto de Ensayo [F (1, 26) = 8.98, p <.006], Grupo [F (1, 26) = 9.57, p <.005]
y la interaccion Ensayo x Grupo [F (1, 26) = 7.50, p < .011]. Un ANOVA de un
factor mostro diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en
el Ensayo 9, F (1, 27) = 9.26, p < .005, indicando que el grupo 12-2 emitié mas
respuestas de chin rubbing tras experimentar la devaluacién del reforzador
(figura 17).
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Figura 17. Frecuencias promedio (x ETM) de Wall Climbing (WC), Head
Shaking (HS) y Chin Rubbing (CHR) del Grupo Control (barras blancas)
y Grupo Experimental (barras negras) durante los ensayos 9 y 10 de la
fase de poscambio. * p < .05.
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Figura 18. Duracién promedio (+x ETM) de Wall Climbing (WC) del Grupo
Control (barras blancas) y Grupo Experimental (barras negras) durante
los ensayos 9 y 10 de la fase de poscambio.

Los resultados reflejan que los animales son capaces de responder en
funcién de la concentracion de la solucion recibida (fase de precambio) y que al
DP 18 se observa un potencial efecto de CNSc en el primer ensayo de la fase
de poscambio, el cual desaparecio en los ensayos siguientes. Dado que el
efecto se expresé a las 24 hs. del ultimo ensayo de precambio, esto minimiza la
intervencidn de procesos sensoriales, aunque no se puede desestimar
completamente la intervencién de efectos de carry-over intrasesion en su
expresion (Weinstock, 1954, 1958). Los resultados de las conductas sugieren
que la devaluacion del reforzador al DP18 produce un estado afectivo aversivo,
y que la duracion de estas respuestas coincide con la disminucién abrupta del
consumo (expresado por el porcentaje de ganancia de peso corporal). En
resumen, el efecto de CNSc se produce exclusivamente en el primer ensayo de
la fase de poscambio de solucion, y este fendmeno se vié reflejado tanto por el

porcentaje de ganancia de peso como por las respuestas de reaccion al sabor.
Experimento 10. Delimitacién de la edad de emergencia del CNSc

Introduccion. Este experimento tuvo como objetivo determinar la edad
de emergencia del CNSc. Para ello se evalu6 dos rangos de edad: DP 13 a 18
(la fase de poscambio de solucién ocurrio en el DP 17y 18) y DP 10 a 15 (fase
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de poscambio, DP 14-15). Asimismo, durante la fase de poscambio se

registraron las mismas respuestas de disgusto que en el experimento anterior.

Procedimiento. Se utilizaron 64 ratas machos y hembras Wistar. La
mitad de los animales comenzé el experimento al DP 13 y la otra mitad a DP10.

El disefio y procedimiento fue el mismo que en el Experimento 9.

Precambio Poscambio

Edad Grupo N
"p 4 dias, 8 ensayos 2 dias, 4 ensayos

12-2 16 12% 2%
DP 13-18

2-2 16 2% 2%

12-2 16 12% 2%
DP 10-15

2-2 16 2% 2%

Tabla 11. Esquema del disefio del Experimento 10.

Resultados y discusion. En las figuras 19 (DP 10-15) y 20 (DP 13-18)
se observa que durante la fase de precambio las crias de ambas edades
incrementaron el porcentaje de ganancia de peso a lo largo de los ensayos,

estando en ambos casos el Grupo 12-2 por encima del Grupo 2-2.

Durante la fase de precambio al DP 10-15 se hallé un efecto principal de
Grupo, F (1, 30) = 11.31, p <.002, Ensayo, F (7, 210) = 29.006, p <.0001, y la
interaccién de Ensayo por Grupo, F (7, 210) = 5.39, p <.00001. ANOVAs
independientes para cada sesion utilizando el factor Grupo indicé un porcentaje
de ganancia de peso significativamente mayor en los animales que recibieron
la solucién al 12% que aquellos que recibieron 2% de sacarosa en los ensayos
5,6, 7y 8 (todos los p < 0.05.). De modo similar, en las crias de DP 13 a 18 el
Grupo 12-2 mostré un mayor porcentaje de ganancia de peso que el Grupo 2-2.
Se hall6 un efecto principal del Factor Grupo, F (1, 30) = 7.64, p <.009 y
Ensayo, F (7, 210) = 16.74, p < .0001.

Durante la fase de poscambio, en los animales de DP 10-15 no se
hallaron efectos principales ni la interaccion entre los factores analizados (p >
.05). Comparaciones planeadas mostraron que el Grupo 12-2 disminuy6

progresivamente el consumo mostrando aun un mayor porcentaje de ganancia
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de peso respecto del grupo control en el Ensayo 9, F (1, 31) =4.86, p<.03,y
homologando el mismo con los animales del Grupo 2-2 a partir del Ensayo 10.

Durante la fase de poscambio las crias de DP 13 a 18 mostraron un
comportamiento similar a las mas pequeiias (i.e., mostraron un ajuste del
consumo hacia la solucion devaluada). Se hallé un efecto principal de Ensayo,
F (3, 90) =5.47, p <.002. No se encontrd un efecto principal de Grupo ni la
interaccion entre ambos factores (p > .05). Las comparaciones planeadas no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en

ninguno de los ensayos de poscambio.

DP 10-15

Ganacia de peso (34)
‘}%
g
l

Ensayos

Figura 19. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) del Grupo
Control (puntos blancos) y Grupo Experimental (puntos negros) al DP 10 a 15,
en funcion de los ensayos. La linea vertical negra entre los ensayos 8 y 9 indica
el cambio de fase entre el precambio y poscambio. * p < .05.
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Figura 20. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) del Grupo
Control (puntos blancos) y Grupo Experimental (puntos negros) al DP 13 a 18,
en funcion de los ensayos. La linea vertical negra entre los ensayos 8 y 9 indica
el cambio de fase entre el precambio y poscambio.

Los resultados de las conductas mostraron que en los animales de DP
10 a 15 hubo un efecto de Ensayo en la conducta de wall climbing, F (1, 30) =
17.14, p <.0001. Durante el ensayo 10 ambos grupos mostraron mayores
conductas de wall climbing que en el ensayo 9. Los andlisis de comparaciones
planeadas no alcanzaron la significacién estadistica en ninguna de las
conductas, en ninguno de los ensayos (figuras 21 y 22). Respecto a los
animales de DP 13 a 18, se hall6 para la conducta de wall climbing un efecto
principal del Factor Ensayo, F (1, 30) = 6.72, p <.015 y para la conducta de
chin rub un efecto principal de Ensayo, F (1, 30) = 8.50, p <.007, Grupo, F (1,
30) =5.83, p < .02 y marginal para la interaccién de ambos factores, F (1, 30) =
3.57, p <.07. Las comparaciones planeadas mostraron que el Grupo 12-2
realizdo mayor frecuencia de la conducta de chin rubb en el Ensayo 9, F (1, 31)
=5.11, p < .03 (ver figura 23).
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Figuras 21. Frecuencias promedio (+ ETM) de Wall Climbing (WC), Head
Shaking (HS) y Chin Rubbing (CHR) del Grupo Control (barras blancas) y
Grupo Experimental (barras negras) durante los ensayos 9 y 10 de la fase de
poscambio, en ratas de DP 10-15.
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Figura 22. Duracion promedio (x ETM) de Wall Climbing (WC) del Grupos
Control (barras blancas) y Grupo Experimental (barras negras) durante los
ensayos 9 y 10 de la fase de poscambio, en ratas de DP 10-15.
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Figura 23. Frecuencias promedio (x ETM) de Wall Climbing (WC), Head
Shaking (HS) y Chin Rubbing (CHR) del Grupo Control (barras blancas) y
Grupo Experimental (barras negras) durante los ensayos 9 y 10 de la fase de
poscambio, en ratas de DP 13-18. * p < .05.
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Figura 24. Duracion promedio (x ETM) de Wall Climbing (WC) del Grupos
Control (barras blancas) y Grupo Experimental (barras negras) durante los
ensayos 9 y 10 de la fase de poscambio, en ratas de DP 13-18.

Los resultados muestran que al DP 14 y DP 17, al ser expuestas a la
solucion devaluada, las crias ajustan su consumo hacia los niveles del grupo
control. Estos resultados muestran los limites del fenébmeno estudiado en el
desarrollo de la rata. Respecto de las conductas, resulta llamativo que los
animales del grupo experimental de DP 17 mostraron mayor frecuencia de chin
rubbing, lo cual no fue acompafado por una disminucién en la medida de
ganancia de peso. Esto podria sugerir que al DP 17 un cambio abrupto y
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sorpresivo en la calidad de un reforzador presentado provoque una alteracion
afectiva, reflejada en una conducta de reaccion al sabor, sin que esto se
evidencie en una alteracién consumatoria. Otra explicacién posible es que
existan diferencias en cuanto a la sensibilidad de las medidas para detectar
cambios comportamentales, sugiriendo que el TRS podria resultar mas propicio
para detectar cambios afectivos respecto a la valoracion de los reforzadores en
edades como las aqui evaluadas (figura 23). Un ejemplo de esto se encuentra
en Stanton y cols. (1984), quienes encuentran CNsim a los DP 14-17 midiendo
la latencia de agarre al pezén de la madre, pero no con la medida tradicional de

velocidad de recorrido de un corredor recto.
Experimento 11. Presentaciones de soluciones de Sacarosay Quinina

Introduccion. Los resultados hallados en los experimentos anteriores
nos advierten sobre el rol que podrian tener las expectativas sobre la
valoracion hedodnica de los reforzadores. Las crias que experimentaron la
devaluacion del incentivo no solo mostraron una supresién activa del consumo,
sino que exhibieron respuestas de disgusto (e.g., wall climbing, head shaking,
chin rubbing) ante una solucién apetitiva devaluada, sugiriendo que esta
experiencia impacta sobre la evaluacion heddnica que se realiza sobre un
reforzador. En este contexto, uno podria preguntarse si el hecho de
experimentar previamente un sabor afecta la palatabilidad de otro diferente. En
otras palabras, ¢ante la expectativa de recibir una solucion amarga se valora
como mas apetitiva una solucién dulce? Y, por el contrario, ¢ ante la expectativa
de recibir una solucién dulce, es valorada como mas negativa una solucién con
sabor amargo? El contar con el registro de un amplio repertorio de respuestas
de reaccion al sabor es un paso necesario en dicha direccién. Sin embargo, la
literatura con ratas pre-destetadas abarca algunos aspectos de las respuestas
de reaccion al sabor (Hal & Bryan, 1981; Hoffman et al., 1991). Por esta razon,
el objetivo de este experimento fue (a) evaluar un amplio repertorio de
respuestas de gusto y disgusto ante soluciones de sacarosa y quinina en ratas
de DP 17 y 18, y (b) examinar si el patron de respuestas de reaccion al sabor

se modifica en funcion del sabor de la solucion recibida previamente.
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Procedimiento. Se utilizaron 28 ratas hembras Wistar, representativas
de 10 camadas, de DP 17 al comienzo del entrenamiento. El entrenamiento
consistié en 4 ensayos, 2 por dia, con un intervalo de 3 hs. El disefio fue
intrasujeto donde cada sujeto recibié una solucidén de sacarosa al 2% y otra de
quinina al 0.1%. La secuencia de administracion en los ensayos 1 a 4 fue
sacarosa-quinina-guinina-sacarosa para 13 animales y quinina-sacarosa-
sacarosa-quinina para los 15 restantes. Ademas del porcentaje de ganancia de
peso se registraron las siguientes conductas de reaccion al sabor: duracion de
mouthing y paw lick, frecuencia de chin rubbing, head shake vy flailing of the
forelimbs, frecuencia y duracion de face washing, wall climbing y paw tread. En

todo el entrenamiento se utilizaron cajas espejadas.

El resto del procedimiento siguio los lineamientos de la metodologia

general.
Sesion 1 Sesion 2
N
Ensayol Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4
13 Sacarosa Quinina Quinina Sacarosa
15 Quinina Sacarosa  Sacarosa Quinina

Tabla 12. Esquema del disefio del Experimento 11.

Resultados y discusion. La figura 25 muestra el porcentaje de
ganancia de peso en cada uno de los ensayos en los que se infundié sacarosa
(barras izquierdas) y quinina (barras derechas). Para analizar si el orden de
exposicion en el que se experimentaron los sabores afecté los patrones de
ingesta, se llevo a cabo un ANOVA de medidas repetidas para cada sabor. El
factor intersujetos fue el Orden en que se proporciond el sabor y el factor
intrasujeto los Ensayos. El objetivo de este analisis fue evaluar si la ingesta de
sacarosa cambiaba en funcion de si se experimentd antes o después de la
guinina y, viceversa, si el consumo de quinina variaba dependiendo de si se
experimentaba antes o después de la solucion de sacarosa. El ANOVA
correspondiente a la solucion azucarada arrojo un efecto principal de Ensayo [F
(1, 26) = 4.98, p< .035] y una interaccion Orden x Ensayo [F (1, 26) = 6.05, p<
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.021]. El andlisis pos hoc indic6 que los animales que experimentaron sacarosa
luego de recibir dos ensayos consecutivos de quinina aumentaron
significativamente su porcentaje de ganancia de peso, en comparacion a
cuando la recibieron por primera vez [p< .004].

En cuanto a la quinina, el ANOVA arroj6 un efecto principal de Ensayo [F
(1, 27) = 4.89, p < .036] y una interaccion Orden x Ensayo [F (1, 27) = 12.31, p<
.002]. Las comparaciones de pares indicaron que el consumo de quinina
disminuyd significativamente luego de recibir uno [p< .04] o dos ensayos
consecutivos de sacarosa [p< .0003], en comparacién a cuando la recibieron

por primera vez.
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Figura 25. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) para los ensayos
1 a 4 en los que se infundié sacarosa (1zq) o quinina (Der). Para cada sabor,
los ensayos 1 y 4 se corresponden con una secuencia y los ensayos 2y 3 se

corresponden con la secuencia contraria. (*) Indica p< .05 en comparacion con
el Ensayo 1.

ANOVAs similares se corrieron para las respuestas de reaccion al sabor.
La figura 26 muestra las frecuencias de chin rubbing, head shaking, face
washing, paw treading y flailing of forelimbs en cada uno de los ensayos en los
que se infundio sacarosa (barras izquierdas) y quinina (barras derechas).
Siguiendo la misma légica, en la figura 27 se muestra la duracion de mouthing,

paw lick, face washing, wall climbing y paw tread para ambos sabores. Cuando
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se compararon las respuestas del patron apetitivo en funcion del orden en que
se recibid la solucion de sacarosa, se hallé un efecto principal de sesion para
paw lick [F (1, 26) = 7.48, p< .011] y una interaccion Orden x Ensayo para
mouthing [F (1, 26) = 20.98, p< .0001]. Los analisis pos hoc indicaron que las
crias realizan méas mouthing luego de recibir uno [p<.04] o dos ensayos
consecutivos de quinina [p< .001], en relacién a cuando la experimentan por
primera vez. Asimismo, esta respuesta se expresd con mas fuerza cuando la
sacarosa fue precedida por dos ensayos consecutivos de quinina, en
comparacion a cuando fue precedida por un ensayo de quinina seguido por
otro de sacarosa [p< .03]. Cuando los animales recibieron por segunda vez
consecutiva sacarosa disminuyeron el mouthing [p< .01], en relacién al ensayo

previo con este mismo sabor.

El ANOVA correspondiente al patron aversivo arrojo un efecto principal
de Ensayo para las frecuencias de face wash [F (1, 26) = 11.10, p< .003], wall
climb [F (1, 26) = 8.13, p< .008], paw tread [F (1, 26) = 36.66, p< .00001] y flail
of forelimbs [F (1, 26) = 29.76, p< .00001]; un efecto de Orden para chin
rubbing [F (1, 26) = 4.39, p< .046], head shake [F (1, 26) = 5.41, p< .028] y
frecuencia de wall climb [F (1, 26) = 4.27, p< .049]; y la interaccion Ensayo X
Orden para chin rubbing [F (1, 26) = 12.49, p< .002] y frecuencia y duracién de
paw tread [F (1, 26) = 9.36, p<.005y F (1, 26) = 5.96, p< .022,
respectivamente]. Comparaciones pos hoc indican que los animales redujeron
significativamente la emisién de chin rubbing luego de experimentar uno
[p<.0003] o dos ensayos consecutivos de quinina [p< .01], en comparacion a
cuando reciben la sacarosa por primera vez. Asimismo, muestran un
incremento en esta conducta cuando reciben sacarosa por segunda vez
consecutiva en comparacion a cuando reciben sacarosa precedida de quinina
[p< .03]. La frecuencia y duracion de paw tread fue menor cuando la solucion
de sacarosa fue precedida por dos ensayos consecutivos de quinina, en
comparacion a cuando fue precedida por un ensayo de quinina seguido por
otro de sacarosa [p<.02 y p<.004, respectivamente]. De forma similar a la
respuesta de chin rubbing, la frecuencia y duracion de paw tread fue mayor
cuando los animales reciben sacarosa por segunda vez consecutiva en

comparacion a cuando reciben sacarosa precedida de quinina [p< .00001 y p<
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.021, respectivamente]. Por ultimo, las crias expresaron mayor frecuencia de
paw tread al recibir sacarosa por segunda vez consecutiva en comparacion a
cuando la reciben por primera vez [p< .00001] y significativamente mas cuando
obtienen la solucion azucarada luego de un ensayo con quinina que cuando la

reciben luego de dos ensayos consecutivos con la solucion amarga [p< .002].

En cuanto a la solucién de quinina, el ANOVA correspondiente a las
respuestas apetitivas arrojo una interaccion significativa Ensayo x Orden para
mouthing [F (1, 26) = 5.98, p< .022]. Los analisis pos hoc indicaron que, cuando
la solucidon amarga se proporciono luego de dos ensayos consecutivos de
sacarosa, el mouthing se redujo significativamente en comparacién a cuando
se recibio por primera vez [p< .005], luego de un ensayo de sacarosa [p< .026]
o después de recibir primero sacarosa y luego quinina [p< .013]. El ANOVA de
las respuestas de disgusto indicé un efecto principal de Ensayo para duracion
de wall climbing [F (1, 26) = 6.06, p< .021] y frecuencia de paw tread [F (1, 26)
= 6.18, p< .02] y flail of forelimb [F (1, 26) = 7.03, p< .014], un efecto de Orden
para frecuencia y duracion de wall climbing [F (1, 26) = 5.15, p<.032 y F (1, 26)
= 5.95, p<.022, respectivamente] y una interaccién Ensayo x Orden para esta
Gltima respuesta, tanto en frecuencia [F (1, 26) = 11.75, p< .002] como en
duracion [F (1, 26) = 18.04, p< .0003]. Las comparaciones pos hoc indicaron
gue cuando los animales recibieron la solucion amarga luego de dos ensayos
consecutivos de la sacarosa, el wall climbing se expresd con mayor frecuencia
y duracién en relacion a cuando las crias la recibieron por primera vez [p< .01y
p< .00005], luego de un ensayo de sacarosa [p< .038 y p< .002] o después de

recibir primero quinina y luego sacarosa [p< .0007 y p< .00007].

Los datos sugieren que el orden de administracion de las soluciones
afecta la expresion de algunas, aungque no todas, las respuestas de reaccion al
sabor. En la tabla 13 se puede observar un resumen de los resultados
obtenidos por los ANOVAs.
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Sesion 1 Sesion 2
N
Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4
13 Sacarosa Quinina Quinina Sacarosa
15 Quinina ~ Sacarosa  Sacarosa  Quinina
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Figura 26. Frecuencia de chin rubbing, head shaking, face washing, wall
climbing, paw treading y flailing of forelimbs, para los ensayos 1 a 4 en los que
se infundio sacarosa (Izq) o quinina (Der). (*) indica comparacion con el Ensayo
1, (#) indica comparacion con el Ensayo 2, (") indica comparacion con el
Ensayo 3, (1) indica comparacion con el Ensayo 4. Para todos los simbolos p <

.05.
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Sesion 1 Sesidn 2
N
Ensayo1 Ensayo2 ©Ensayo3 Ensayod
13 Sacarosa Quinina Qiuinina Sacarosa
15 Quinina Sacarosa  Sacarosa Quinina
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Figura 27. Duracion de mouthing, paw lick, face washing, wall climbing y paw
tread para los ensayos 1 a 4 en los que se infundié sacarosa (I1zq) o quinina
(Der). (*) indica comparacion con el Ensayo 1, (#) indica comparacion con el
Ensayo 2, (®) indica comparacion con el Ensayo 3, () indica comparacion con
el Ensayo 4. Para todos los simbolos p < .05.
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Sacarosa Quinina
ANOVA Orden Sesion Orde.'t' X Orden Sesion Orde{l X
Sesion Sesion
Consumo %BWG - .034 .021 - .037 .002
Patrén Mouthing - - .0001 - - .022
Hedonico Paw Licking - 011 ; ; - ;
Chin rubbing .046 - .002 - - -
Head Shaking .028 - - - - -
- .003 - - - -
Face Washing
Patrén
i .049 .008 - .032 - .002
Aversivo Wall Climbing
- - - .022 .021 .0001
- .0001 .005 .085 .02 -
Paw Treading
- - .022 .063 - -
Flailing of forelimbs - .0001 - - .013 -

Tabla 13. Resumen de los resultados obtenidos en el ANOVA. Para las
respuestas de face whashing, wall climbing y paw treading se muestra los
resultados de frecuencia (fila superior) y duracién (fila inferior).

Experimento 12. Efecto de CPSc ante la devaluacién de una solucion con
sabor amargo

Introduccion. En los experimentos expuestos hasta aqui se encontré
gue el efecto de contraste negativo puede observarse ya sea por devaluacion
en la concentracion de una solucion dulce (i.e., 12% a 2% — Experimentos 8 y
9) o el cambio sorpresivo de un sabor (i.e., dulce a amargo — Experimento 11).
En ambos casos, la violacion de la expectativa de recibir un reforzador apetitivo
de mayor magnitud en un contexto determinado, indujo respuestas de
frustracion tales como disminucién en el consumo, aumento de las reacciones
aversivas y disminucion de las respuestas del patron apetitivo hacia el sabor.
Por otro lado, en el Experimento 11 se hallé también un aumento de las
respuestas del patrén heddnico (i.e., mouthing) y disminucién de respuestas

aversivas (i.e., chin rubbing y paw tread) en los animales que recibieron una
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solucion dulce ante la expectativa de recibir una solucidén con sabor amargo.

Esto podria ser indicativo de respuestas de euforia.

Sin embargo, ¢ sucedera de forma similar cuando se comparan
situaciones aversivas de diferente intensidad? En otras palabras, ¢.es posible
observar un efecto de contraste positivo al experimentar una situacion menos
aversiva cuando en el mismo contexto se experiment6 una altamente aversiva?
Como se describi6 en el capitulo Ill, si bien el CPSc es un fendbmeno elusivo
cuando se evalla con soluciones apetitivas, se evidencié de forma contundente
al utilizar estimulos aversivos (i.e., descargas eléctricas moderadas) en un
paradigma de evitacién activa (Candido et. al., 2002; Maldonado et. al., 2007).
No obstante, hasta el momento no se hall6 en la literatura reportes de CPSc
utilizando soluciones aversivas. El objetivo de este experimento fue evaluar si
el CPSc ocurre al pasar de una solucién altamente aversiva (0.1 % de quinina)

a otra de menor aversividad (0.01 % de quinina).

Procedimiento. Se utilizaron 19 ratas machos y hembras Wistar, de DP
14 al comienzo del experimento. El entrenamiento consistié en una fase de
precambio con 4 ensayos (uno por dia - DP 14 a 17), en la cual los animales
recibieron una solucion de quinina al 0.1% (Grupo 0.1 — 0.01) 0 0.01% (Grupo
0.01 - 0.01). La fase de poscambio tuvo una duracion de 2 ensayos (uno por
dia - DP 18 y 19) en la que a ambos grupos se les proporcioné 0.01% de
quinina. Se registraron las siguientes respuestas de reaccién al sabor paw lick
(conducta del patrén apetitivo), head shake, chin rub y paw tread (respuestas
de disgusto). El resto del procedimiento siguio los lineamientos de la

metodologia general.

Precambio Poscambio
Grupo N 4 ensayos 2 ensayos
DP 14-17 DP 18-19
0.1-0.01 9 0.1% 0.01 %
0.01-0.01 10 0.01 % 0.01 %

Tabla 14. Esquema del disefio del Experimento 12.
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Resultados y discusion. La figura 28 muestra el porcentaje de
ganancia de peso en funcion de los ensayos para cada uno de los grupos. El
ANOVA para el porcentaje de ganancia de peso durante la fase de precambio
alcanzd la significacion estadistica para un efecto principal de Grupo [F (1, 17)
=16.22, p <.0001] y Ensayo, [F (3, 51) =13.77, p <.0001], y la interaccion
Grupo x Ensayo [F (3, 51) = 3.55, p <.021]. ANOVAs de una via para cada
sesion hallaron que el porcentaje de ganancia de peso fue significativamente
menor en los animales que recibieron 0.1% de quinina (i.e., Grupo
Experimental 0.1-0.01), en comparaciéon a aquellos infundidos con 0.01% (i.e.,
Grupo Control 0.01-0.01) en los ensayos 2 [F (1,17) = 15.24, p <.001], 3 [F
(1,17) =17.20, p <.0007]y 4 [F (1,17) = 21.67, p < .0002 — figura 28]. El
ANOVA para la fase de poscambio revel6 un efecto principal de Ensayo [F (1,
17) = 6.87, p <.018] y una interaccién Grupo x Ensayo [F (1, 17) = 14.83, p <
.001]. Subsecuentes ANOVAs de una via indicaron que el Grupo 0.1-0.01
consumio significativamente mas 0.01% de quinina que el Grupo 0.01-0.01 en
el primer ensayo de poscambio [F (1, 17) =5.26, p < .035 — figura 28].
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Figura 28. Porcentaje de ganancia de peso promedio (x ETM) del Grupo
Control 0.01-0.01 (puntos blancos) y Grupo Experimental 0.1-0.01 (puntos
negros), en funcién de los ensayos. La linea vertical negra entre los ensayos
indica el cambio de fase entre el precambio y poscambio. * p < .05.
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En cuanto al andlisis de las respuestas de reaccién al sabor, pruebas t
para el ultimo ensayo de precambio indicaron que los animales que recibieron
0.1 de quinina mostraron una diferencia significativamente mayor en frecuencia
[t (17)=4.12, p <.001] y duracion [t (17) = 3.92, p <.001] de paw treading en
comparacion al Grupo 0.01-0.01 (figuras 29 y 30, respectivamente). No se

hallaron diferencias significativas para el resto de las reacciones (p > .05).

El ANOVA para estas respuestas en los ensayos de poscambio revel6
un efecto principal de Ensayo para la duracion de paw licking [F (1, 17) = p <
.01]. Comparaciones planeadas indicaron mayor duracion de paw licking
durante el primer ensayo de poscambio en el Grupo 0.1-0.01 en relacion al
Grupo 0.01-0.01 [F (1, 17) = 6.22, p < .024 — figura 25]. El ANOVA para paw
treading hall6 significativa la interaccion Grupo x Ensayo [F (1, 17) =5.20, p <
.036]. El andlisis subsecuente reveld que la duracion de paw treading fue
significativamente menor en el primer ensayo de poscambio para el Grupo 0.1-
0.01 en comparacion al Grupo 0.01-0.01 [F (1, 17) =5.06, p < .04 — figura 30].

Los ANOVAs para chin rubbing y head shaking no alcanzaron la
significacidon estadistica para efectos principales ni interacciones entre factores.
Sin embargo, comparaciones planeadas indicaron que el Grupo 0.1-0.01
expres6 menor cantidad de chin rubbing que el Grupo 0.01-0.01 durante el
primer ensayo de poscambio [F (1, 17) =5.01, p <.04] (ver figura 29).
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Figura 29. Frecuencias promedio (x ETM) de (A) head shake, (B) chin rubb, (C)
paw tread y (D) paw lick del Grupo Control (barras blancas) y Experimental
(barras negras) durante el Ultimo ensayo de precambio y los dos ensayos de
poscambio. * p < .05.
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Figura 30. Duracién promedio (x ETM) de (lzq) paw tread y (Der) paw lick,
respectivamente, del Grupo Control (barras blancas) y Experimental (barras
negras) durante el dltimo ensayo de precambio y los dos ensayos de
poscambio. * p < .05.

En resumen, los resultados de este experimento indican que es posible
observar CPSc en ratas de DP 18, utilizando diferentes concentraciones de una
solucion innatamente aversiva, como la quinina. Este efecto se observé en el
primer ensayo de poscambio a nivel de consumo (i.e., mayor porcentaje de
ganancia de peso) y de las respuestas de reaccién al sabor heddnicas (i.e.,
mayor duracion de la paw lick) y aversivas (i.e., menor duracién y cantidad de
paw tread y menos chin rubbing). Este hallazgo es novedoso puesto que
constituye el primer estudio hasta el momento en el que se evalué CPSc

modificando las concentraciones de una solucién amarga.

Discusién general

En este capitulo se describié una serie de experimentos, en los que se
focalizé sobre la evaluacion de los efectos de contraste negativo y positivo en
ratas infantes, utilizando preparaciones consumatorias. En conjunto, los
resultados indican que estos fendmenos ocurririan en el DP 18 expresandose
tanto a nivel de consumo como en las respuestas de reaccion al sabor, ante la

devaluacion de una solucién apetitiva (Experimentos 8 y 9) y la devaluacion de
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una solucion aversiva (Experimento 12). Posiblemente, también al

experimentar el cambio de un sabor a otro (Experimento 11).

Los experimentos 8 a 10 constituyeron el paso inicial para el estudio del
CNSc mediante la devaluacion de una soluciéon azucarada (i.e., 12% a 2%).
Los resultados sugieren que el CNSc se expresaria al DP 18,
independientemente de si el cambio de solucion ocurre con un intervalo de 3
hs. (Experimento 8) o 24 hs. (Experimento 9), con una duracion de un solo
ensayo. Esto constituye una discrepancia con lo que ocurre en ratas adultas,
en quienes el CNSc se recupera luego de 2 a 4 ensayos (Justel, Ruetti,
Mustaca & Papini, 2012; Lépez-Seal, Pellegrini & Mustaca, 2010). Es probable
que dicha diferencia se deba a una capacidad mas limitada de las ratas
infantes de recordar el reforzador de la fase de precambio, una respuesta
emocional mas reducida, o bien a ambos factores (Amsel, 1992; Campbell &
Spear, 1972; Rovee-Collier, 1999).

El efecto de CNSc devaluando una solucion azucarada no se observo en
crias de DP 10-15 o DP 13-18 bajo los mismos parametros. Esto sugiere que la
edad de emergencia de CNSc se ubicaria en el DP 18, constituyendo el primer
antecedente sobre la edad de aparicion de dicho fendmeno y primera evidencia
de CNSc en ratas infantes. La ontogenia del efecto de contraste se estudio con
procedimientos instrumentales, ubicando la edad de apariciéon en el DP 25
(Chen et. al., 1981). La diferencia entre el momento que emergen ambos tipos
de contraste puede deberse a que las areas cerebrales que subyacen en
ambos fendmenos difieren. Varios estudios indican que el CNSi esté regulado
principalmente por el hipocampo (Flaherty et al., 1998; Salinas & White, 1998),
mientras la estructura principalmente implicada en la expresion del CNSc seria
la amigdala (Becker et. al., 1984; Capobianco & Hamilton, 1973; Flaherty &
Hamilton, 1971; Flaherty et. al., 1989; Liao & Chuang, 2003). Tales areas
alcanzan la madurez en diferentes momentos de la ontogenia de la rata. El
hipocampo finaliza su desarrollo entre el DP 25y 30 (Amsel & Stanton, 1980),
mientras que la amigdala alcanza su desarrollo alrededor del DP 14 (Berdel et
al., 1997). En los experimentos 8 y 9 se hall6 CNSc al DP 18, no obstante, el
entrenamiento tuvo comienzo al DP 14. Esto podria sugerir que una condicion

para la expresion del CNSc sea que la amigdala haya alcanzado su maximo
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desarrollo durante la fase de precambio. Tal posibilidad se apoya en los
resultados del experimento 10, en cual no se hall6 CNSc cuando la fase de
cambio ocurri6 al DP 14.

Otra posibilidad de que el CNSc acontezca con anterioridad al CNSi es
gue requieran diferentes tipos de memorias. Si bien ambos efectos requieren
de la formacion de expectativas de los reforzadores, es probable que los
procedimientos consumatorios impliquen aprendizajes que requieren de la
memoria de reconocimiento, mientras que las preparaciones instrumentales
precisen de una memoria de evocacion. En el primer caso, el animal debe
entrar en contacto con el reforzador y compararlo con el previamente recibido.
En el segundo, debe anticipar la devaluacion del reforzador para ajustar su
respuesta, por ejemplo, su velocidad de recorrido en un corredor recto (Papini
& Pellegrini, 2006).

Un aspecto a considerar del protocolo utilizado es que el entrenamiento
se llevé a cabo con dos ensayos por dia. Si bien el experimento 9, en el cual el
cambio de 12% a 2% ocurrié en dias diferentes, permitié controlar efectos de
carry over intersesion (i.e., procesamiento periférico del sistema nervioso), no
se puede desestimar completamente la intervencion de efectos de carry-over
intrasesion (Weinstock, 1954, 1958). Futuros experimentos, en los que se
utilicen un ensayo por dia en las edades evaluadas podran traer luz sobre este

aspecto.

Un objetivo adicional y novedoso en esta serie de estudios fue medir
respuestas de reaccion al sabor ante situaciones de cambios sorpresivos de los
reforzadores. Un amplio cuerpo de evidencia indica que estas reacciones dan
cuenta de la valoracion heddnica que los sujetos realizan de los reforzadores
gustativos y que un patron de respuestas tipico puede cambiar en funcion de
experiencias previas (Berridge, 2000; Gavalerna et al., 1993; Grant et al., 2012;
Itoga et al., 2016; Pautassi et al., 2008; Rana & Parker, 2008; Tindell et al.,
2006). En ese sentido, los resultados de los experimentos 8 y 9 reflejan que al
DP 18, los animales que experimentaron la devaluacion de sacarosa (i.e., 12%
a 2%) mostraron mayores respuestas aversivas (i.e., head shaking y chin

rubbing) en comparacion con el grupo control no devaluado. En otras palabras,
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las crias responden ante la solucién devaluada como si fuera una solucion
aversiva (e.g., quinina o &cido citrico), sugiriendo un cambio en la valoracion

hedodnica hacia la sacarosa.

Por otra parte, las crias de DP 17 (experimento 10) no mostraron CNSc
con la medida de consumo, aunque incrementaron la conducta de chin rubbing
durante el primer ensayo de devaluacion del reforzador. Existen antecedentes
que reportan divergencias entre las respuestas de consumo y de reaccion al
sabor. Estudios sobre condicionamiento de aversion al sabor, mostraron que
agentes antieméticos no interfieren con la respuesta de consumo mediada por
litio, pero si con las respuestas orofaciales condicionadas (Limebeer & Parker,
2000; Parker & MacLeod, 1991; Pautassi et al., 2008). Asimismo, cuando se
utilizaron drogas de abuso (e.g., anfetamina, cocaina, morfina) para generar
aversion al sabor condicionada los animales evitaron el sabor dulce, pero
emitieron un patrén de respuestas apetitivas ante la solucion (Parker, 1995).
Esta posibilidad sugiere que el test de reactividad al sabor constituye una

medida mas sensible que el consumo para evaluar procesos emocionales.

El siguiente paso que se plante6 en la evaluacion de los efectos de
contraste fue estudiarlos usando diferentes sabores, en lugar de
concentraciones de una misma solucién. Los resultados indican que el
consumo Yy las respuestas afectivas cambian en funcién del orden en el que se
administren los sabores. Concretamente, las crias que recibieron sacarosa
luego de la quinina mostraron un incremento significativo del consumo, en
comparacion a los animales que recibieron la sacarosa antes que la quinina. El
orden de exposicidon de los sabores también afecto la expresion de las
respuestas de reaccion. La respuesta hedonica de mouthing aumenté y las
respuestas de disgusto chin rubbing y paw treading disminuyeron cuando las
crias obtuvieron la solucion azucarada luego de la quinina, en relacion a
cuando recibieron sacarosa por primera vez. De manera inversa, cuando los
animales obtuvieron quinina luego de la sacarosa el consumo del sabor amargo
disminuy6 significativamente, la emision de mouthing y paw treading se redujo

mientras que el wall climbing aumento significativamente.
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Los resultados del experimento 11 también resaltan la importancia de las
experiencias previas sobre la evaluacion de las recompensas. La expresion de
un patron apetitivo mas intenso ante la sacarosa luego de experimentar un
sabor amargo y en comparacion a los niveles alcanzados antes de recibir la
solucion amarga, se complementan con lo observado en los experimentos 8y 9
(i.e., patron de respuestas aversivas ante la devaluacién de sacarosa), y
sugiere que las crias podrian haber experimentado un efecto de contraste
positivo. Esta hipoétesis cobra fuerza al comparar los niveles de respuesta de
mouthing, chin rubbing y paw treading cuando los animales recibieron sacarosa
luego de quinina, en contraste a cuando recibieron la solucién dulce por
segunda vez consecutiva. Las crias expresaron mas mouting y menos chin
rubbing y paw treading al experimentar la solucién azucarada luego de la
solucion amarga que cuando la vuelven a recibir en el ensayo siguiente. Por
otra parte, las comparaciones entre este ultimo ensayo y lo ocurrido cuando se
recibio la sacarosa por primera vez indican ausencia de diferencias para estas
variables. En conjunto, los datos sugieren que habria una primera respuesta de
euforia al obtener la solucion apetitiva ante la expectativa de recibir una
solucién aversiva. Tal emocién resulta transitoria puesto que las crias
revirtieron el patron de respuestas de reaccion al sabor (i.e., disminucién de
mouthing y aumento de chin rubbing y paw tread) tras experimentar la sacarosa
por segunda vez consecutiva, comportandose de forma similar a cuando
recibieron la sacarosa por primera vez. Este hallazgo es novedoso puesto que
no se encontraron antecedentes que manipulen sabores dulces y amargos para

estudiar la “devaluacién” y “revalorizacion” de reforzadores, en ratas infantes.

El amplio espectro de comportamientos abordados en el experimento 11
contribuye al analisis de las respuestas de reaccion al sabor durante la
ontogenia de rata. Son escasos los trabajos que evalian de forma sistematicas
estas conductas y en la mayoria de los casos se limitan a medir solo algunas
respuestas (Hall & Bryan, 1981; Hoffman et al., 1991). En este estudio se
intenté dar cuenta de un abanico mas amplio, coincidiendo con aquellas
observadas en animales adultos y sumando otras mas caracteristicas en esta
edad como frecuencia y duracion de wall climbing. Un claro ejemplo de la

importancia de tomar en cuenta esta conducta se observo al evaluar el orden
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en el que se experimenta un sabor amargo (i.e., quil vs qui2). Tanto la
frecuencia como duracion de wall climbing aumenté tras recibir quinina luego
de sacarosa, sugiriendo que la solucién amarga se valora como mas negativa
respecto a cuando se percibe por primera vez. Esta afirmacion cobra fuerza al
observar una disminucion en la duraciéon de la conducta apetitiva de mouthing,

en la misma condicién.

Por ultimo, en el experimento 12 se propuso un método alternativo al
tradicional para la evaluaciéon de CPSc en ratas infantes: devaluacion de una
solucién aversiva. Los resultados fueron contundentes. Cuando las crias de DP
18 experimentaron el cambio de 0.1% a 0.01% de quinina consumieron
significativamente mas de esta Ultima concentracion, en comparacion con
animales que siempre recibieron 0.01% de quinina. Ademas, esto se acompafio
por una reduccion en la emision de paw tread y chin rubbing (i.e., respuestas
del patrén aversivo) y un aumento de paw lick (i.e., respuesta del patrén
apetitivo). En su conjunto, los resultados sefialan la presencia de CPSc durante

la segunda semana de vida de la rata.

Esta constituye la primera evidencia de CPS con soluciones aversivas.
Algunos estudios reportan este efecto utilizando un protocolo instrumental y la
aplicacion de descargas eléctricas. Candido et al. (2002) entrenaron a ratas
adultas en una tarea de evitacién de una via, en la que manipularon la cantidad
de tiempo que podian permanecer en un lugar seguro, libre de descargas
eléctricas. Encontraron que los animales que solian pasar s6lo 1 seg en un
lugar seguro después de una descarga eléctrica (fase de precambio),
escaparon mas rapido hacia el lugar seguro cuando se les permitié permanecer
alli 30 seg (fase de poscambio), en comparacion con los animales del grupo

control que siempre se entrenaron con 30 seg.

Por otra parte, el cambio en el patrén de respuesta afectivas en los
animales que pasaron de 0.1% a 0.01% de quinina, sugiere un cambio en el
valor hedénico hacia esta solucion. Sin embargo, se necesitan mas
investigaciones para determinar si la reduccion de la concentracién de quinina
resulta en un alivio, como proponen Céandido et al. (2002) para el CPSi, o si la

solucion aversiva deviene apetitiva. El protocolo propuesto aqui puede
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representar una manipulacion psicologica que promueve un patron de
respuestas positivo hacia una solucion aversiva, similar al observado en
experimentos que manipularon fisiologicamente la homeostasis sodica (Tindell
et al., 2006). Ademas, puede resultar una estrategia alternativa a los problemas
metodoldgicos que conlleva la evaluacion del CPSc con soluciones apetitivas

(e.g., efectos de techo — Flaherty, 1982).

En conclusidn, los resultados aqui expuestos constituyen los primeros
antecedentes sobre la evaluacion de los efectos de contraste negativo y
positivo consumatorios en ratas infantes. Asimismo, establecen el primer
precedente en cuanto al estudio de las respuestas de reaccién al sabor
emitidas ante cambios sorpresivos de los reforzadores. La recurrencia en los
datos obtenidos por ambas medidas (i.e., consumo y respuestas de reaccion al
sabor) a lo largo de esta serie de experimentos, sugieren fuertemente que el
recibir algo diferente a lo que se espera puede resultar en una situacion lo
suficientemente saliente como para impactar sobre la valoracién que se realiza
sobre los reforzadores. Por lo tanto, los resultados fortalecen las explicaciones
gue postulan la existencia de un valor relativo de los reforzadores y que

destacan los aspectos emocionales en los efectos de contraste.
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Capitulo VI
Conclusiones Generales

“La infancia tiene sus propias maneras de ver, pensar y sentir;
nada hay mas insensato que pretender
sustituirlas por las nuestras”.

Jean Jacques Rousseau (1712-1778)

Una lectura de la frase que nos propone Jean Jacques Rousseau
sugiere que las primeras etapas de la vida cuentan con caracteristicas propias,
diferente a la de los adultos. Vasta evidencia ha tirado por tierra aquella vision
sobre los procesos que ocurren en etapas tempranas del desarrollo como
simples versiones inmaduras de lo que sucede en la adultez. La existencia de
periodos criticos y sensibles, por ejemplo, da lugar a aprendizajes
extraordinarios tendientes a garantizar la supervivencia de las crias. Estos, a su
vez, son posibles gracias a mecanismos neurobiol6gicos especificos y
complejos (ver Ifran, Suarez & Kamenetzky, 2014). Un claro ejemplo en este
sentido es lo que ocurre con el aprendizaje de olores en ratas. Existe un amplio
cuerpo de evidencia que sefiala que su expresion y los mecanismos
neurobioldgicos que lo subyace son especificos en esta etapa del desarrollo y
difiere de los animales adultos. Mientras que crias de ratas menores a 10 dias
de vida desarrollan preferencia por un olor que previamente fue apareado a un
estimulo aversivo, los adultos muestran miedo condicionado, lo cual se ve
reflejado en la evitacion de dicho olor (Levine, 2001; Sullivan, Landers, Ycaman
& Wilson, 2000). Esta forma de operar en animales infantes obedece a ventajas
adaptativas para garantizar la supervivencia de la cria. Neurobiol6gicamente se
sustenta por una hipofuncionalidad de la amigdala (principal estructura cerebral
involucrada en aprendizajes de miedo y aversiones) y bajos niveles en sangre
de la hormona del estrés, la corticosterona. Ambos factores coinciden con la
duracion del periodo sensible para olores (Moriceau & Sullivan, 2005; Upton &
Sullivan 2010). Estas caracteristicas particulares son importantes a tener en

cuenta al estudiar procesos durante etapas tempranas de la ontogenia puesto
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gue pueden modular fendmenos relevantes tales como la evaluacién hedonica

de los reforzadores.

En la misma direccién, Amsel y Stanton (1980) indican que el estudio de
procesos durante etapas tempranas del desarrollo debe contemplar y ajustarse
a las peculiaridades de estos estadios. Por ejemplo, en los estudios de Amsel
con ratas pre-destetadas se debio ajustar las dimensiones del corredor recto a
la marcha de los animales para obtener medidas fiables, asi como variar el tipo
de reforzador por el que los animales debian correr. Pudo establecer que, si
bien la madre constituye en si misma un reforzador potente, si su presencia se
acompafa de pulsos de leche, esto deviene una recompensa de mayor
magnitud (Burdette et al, 1976). Esta idea es la que guio el desarrollo de los
experimentos 1 a 4 llevados a cabo en ratas recién nacidas (Capitulo 1). La
evaluacion de respuestas consumatorias en esta etapa del desarrollo requirié la
implementacion de una técnica que se ajustara a las capacidades que puede
desplegar un animal con pocas horas de vida. La técnica de pezon atrtificial
mostro ser eficaz en ese sentido puesto que facilita el consumo voluntario de
soluciones, a la vez que permite adjuntar olores de forma simultanea a la
presentacion de sabores (Petrov et.al., 1997). Con la implementacion de este
procedimiento, los experimentos del capitulo | mostraron que la pre-exposicion
a un olor impacta sobre las respuestas consumatorias hacia un pezoén artificial
gue proporciona un reforzador aversivo (i.e., solucién de quinina) pero no ante
una recompensa apetitiva (i.e., solucién de sacarina). Tal resultado sugiere que
en las primerisimas etapas del desarrollo de la rata existe un procesamiento
particular de las recompensas, en el que cobran singular relevancia los
procesos olfatorios. Estos constituyen experimentos iniciales en direccion a
evaluar este fenomeno y con ellos se abren camino diferentes preguntas:
¢,Cuan especifico es este fenomeno?, ¢ Es posible su expresion al utilizar otros
sabores aversivos, como acido citrico? ¢,Ocurre de la misma manera en
sucesivos dias posnatales?, ¢ Existe un periodo sensible para su expresion?
Futuros experimentos permitirdn profundizar en éstas y otras preguntas, asi

como en los posibles mecanismos implicados.

En cuanto a la siguiente etapa ontogenética abordada en esta tesis, se

debidé implementar un segundo procedimiento consumatorio que permitiera el
126



consumo voluntario de las soluciones, contemplando las caracteristicas propias
de las primeras dos semanas de vida de la rata. Durante ese periodo,
progresivamente desarrollan sus conductos auditivos y visuales al mismo
tiempo que afinan la motricidad de su marcha (Bolles & Woods, 1964), por lo
que paradigmas consumatorios tipicamente utilizados en adultos (e.g.,
discriminar el lugar donde se ubica la recompensa, aproximarse y consumir
voluntariamente), pueden resultar inadecuados para la evaluacion en estas
etapas. En su lugar, se emple6 un procedimiento mediante el que los animales
reciben las soluciones directamente en la boca, pero con la posibilidad de
rechazarlas o consumirlas voluntariamente. El paso siguiente consistio en
establecer los pardmetros mediante los que posteriormente se evaluaron
algunos EPR. Los experimentos 5 a 8 permitieron establecer las magnitudes
grande y pequeiia de un reforzador apetitivo asi como la cantidad de ensayos
para alcanzar la asintota en la curva de aprendizaje de la respuesta

consumatoria.

Durante estos experimentos, ademas, se evalué dos EPR: EMRECc
(Experimento 6) y CNSc (Experimento 7). Pese a no haber obtenido diferencias
significativas entre los grupos durante las fases de cambio de la solucién en
ninguno de los casos, los patrones de respuesta diferenciales durante la fase
de precambio sugiere que los animales de DP 8 cuentan con la capacidad de
responder en funcion de la magnitud del reforzador, lo cual nos sugiere que son
capaces de discriminar entre dos concentraciones de una misma solucién.
Asimismo, se observo que esta capacidad ocurre desde las 3 hs. de vida de la
rata, durante la primera experiencia de succion a través de un pezon artificial.
Estos patrones de respuestas diferenciales ocurrieron tanto frente a
reforzadores apetitivos (i.e., 0.015% y 0.1% de sacarina) como ante aversivos
(e.g., 0.1% y 0.2% de quinina). Algunos trabajos con ratas neonatas sugieren
que las crias responden diferencialmente a sabores basicos (i.e., dulce, salado,
acido y amargo — Nizhnikov et. al., 2002). No obstante, hasta el momento de
escritura de esta tesis esta constituye la primera evidencia de discriminacion de
magnitudes de un reforzador en ratas neonatas. La expresion de EMRAc fue
una constante a lo largo de todos los experimentos realizados e

independientemente de si se tratd de una solucién dulce o amarga y el
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momento ontogénico que se evaluara. Los estudios de Stanton y Amsel (1980)
indican que el EMRA esta presente al DP 11 cuando se evalla con un corredor
recto. Sin embargo, los resultados aqui descriptos sugieren que este efecto ya
se expresa a las 3 hs. de vida de la rata. Si bien éste no constituye un EPR, si
resulta un requisito previo para su expresion poder discriminar entre la
magnitud de los reforzadores y responder en funcién de dicho valor. Futuros
experimentos podrian determinar si esto ya ocurre desde la etapa fetal. Existe
evidencia donde se muestra que desde la Ultima fase de la gestacion las ratas
perciben estimulos olfativos y gustativos (Lipchock et.al., 2011) y que los
aprendizajes que ocurren en etapas prenatales pueden alterar conductas
posteriores al parto, tales como ingesta o preferencia por olores (Abate et.al.,
2002; Dominguez et. al., 1998; Molina & Spear, 2001; Schaal et.al., 2000;
Stickrod et. al., 1982).

Algunos antecedentes en humanos indican que los bebés pueden
discriminar entre diferentes sabores y concentraciones de un mismo sabor,
midiendo una variedad de respuestas consumatorias como ritmos de succion
(Crook, 1978), cantidad de mililitros consumidos (Desor, Maller & Turner,

1973), presion de la lengua sobre un pezon artificial (Nowlis & Kessen, 1976),
cantidad de succiones por minuto (Engen & Lipsitt, 1974) o duracién de los
episodios de succion usando un pezoén artificial (Crook & Lipsitt, 1976). Los
estudios con ratas neonatas también sugieren que pueden procesar sabores en
los primeros momentos de vida posnatal (Gemberling & Domjan, 1982;
Gemberling et al., 1980) e incluso prenatal (Mickley, Remmers-Roeber, Crouse
& Peluso, 2000) y que responden diferencialmente hacia un pezén artificial que
proporciona distintos tipos de sabores (Nizhnikov et. al., 2002). Sin embargo,
son escasos los estudios que reportan discriminacion de concentraciones de un

mismo sabor.

Para poder concluir con mayor seguridad que un fenébmeno no se
expresa a cierta edad es indispensable la variacion sistematica de los
pardmetros bajo los que se evalla (Amsel & Stanton, 1980). Dado que los EPR
constituyen un amplio espectro de fendbmenos, la tesis se enfoco en la
evaluacion de uno de ellos: efecto de contraste. Este efecto se exploro

devaluando una solucién de sacarosa de 12% a 2% (i.e., CNSc), disminuyendo
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la concentracion de 0.1% a 0.01% de quinina (i.e., CPSc) y presentando de
manera sorpresiva sabores dulce y amargo (i.e., CNSc y CPSc).
Independientemente del tipo de reforzador que se utilizara, el fenomeno se
expreso en el DP18. En el caso del CNSc con soluciones apetitivas, los datos
sugieren gue la edad de emergencia se ubicaria en el DP 18 puesto que
cuando la devaluacion de sacarosa ocurre al DP 15y al DP 17, las crias no
expresan un consumo significativamente menor que los controles. Esto
representa una clara diferencia con lo reportado respecto al CNSi, para el cual
se establecio que aparece en el DP 25 a 30 (Chen et al., 1981) y apoya los
estudios que sugieren una disociacién en los mecanismos neurobiolégicos que
subyacen a ambos fendmenos (Amsel & Stanton, 1980; Becker et al., 1984;
Capobianco & Hamilton, 1973; Flaherty & Hamilton, 1971; Flaherty et. al., 1989;
Flaherty y cols., 1998; Flaherty et al., 1995; Flaherty et al., 1979; Liao &
Chuang, 2003; Salina & White, 1998). Ademas, este hallazgo es acorde con la
informacion proporcionada por estudios de neurodesarrollo, en los que se
indica que la amigdala (implicada en el CNSc) alcanza su punto maximo de
desarrollo al DP 14 (Berdel et al., 1997). Mientras que el hipocampo (area que
subyace principalmente al CNSi) al DP 21 (Amsel & Stanton, 1980).

El hecho que el CNSc se haya observado en el DP 18 y no a edades
mas tempranas podria sugerir que una condicién para su manifestacion es que
la amigdala haya alcanzado su madurez desde el inicio del entrenamiento. Los
experimentos 7 y 10 apoyan esta posibilidad dado que cuando la devaluacién
de sacarosa se experimentd precisamente en el DP 14, el fenbmeno no se
observé. Ademas, la ausencia del fendmeno a esa edad no podria explicarse
por una experiencia acotada con el reforzador durante la fase de precambio ya
que el duplicar la cantidad de ensayos desde el experimento 7 al 10 no
modifico los resultados. Un aspecto a tener en cuenta es que la
implementacion de dos ensayos por dia podria acarrear la posibilidad de que
existan procesos de carry over intrasesion en la expresion del CNSc
(Weinstock, 1954, 1958). El uso de doble ensayo apuntdé a maximizar la
cantidad de ensayos que los animales tenian contacto con las soluciones,
teniendo en cuenta dos razones. Por un lado, algunos trabajos indican que

durante las primeras etapas del desarrollo la tasa de olvido es mas rapida que
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en etapas posteriores y que, posiblemente, esto se deba mas a un déficit en la
retencion que a una adquisicion pobre o débil de un aprendizaje. Por lo tanto,
cuanto mayor es el intervalo entre la adquisicion y prueba de un aprendizaje,
peor es su recuerdo (Campbell & Spear, 1972; Rovee-Collier, 1999). La
segunda razon tuvo que ver con aspectos éticos y de bienestar animal,
tendientes a minimizar el dafio tisular que podia inducir la técnica de canulacion
en las crias. Futuros experimentos en los que se lleve a cabo este
procedimiento, pero utilizando un ensayo por dia deberan realizarse para

examinar este tema.

En cuanto al CPS, es un fendmeno que ha recibido menos atencion que
el CNS debido a las dificultades que conlleva su manifestacion y replicacion
(ver Flaherty, 1982; Mellgren, 1972; Shanab, Sanders, & Premack, 1969).
Aungue algunos autores cuestionan su existencia (Annicchiarico et al., 2016),
otros sugieren que su elusiva expresion obedece a un efecto de techo. La
obtencién de un contundente CPSc en el DP 18 utilizando soluciones amargas
(Experimento 12) proporcionan una alternativa novedosa a las limitaciones que
presentan los protocolos tradicionales (i.e., utilizando reforzadores apetitivos) y
se erige con una nueva estrategia para profundizar en el estudio de este
fendmeno. Asimismo, sugiere que la disminucion de una situacion aversiva de
manera inesperada (i.e., recepcion de un sabor amargo de alta concentracién)
desencadena respuestas emocionales similares a las que se producen ante el
incremento de una situacion apetitiva (e.g. incremento de la concentracion de

sacarosa).

Aungue hay estudios que sugieren que el CNS y CPS no serian
fenédmenos simétricos (Annicchiarico et al., 2016; Crespi, 1942; Flaherty,
Becker & Checke, 1983; Tinklepaugh, 1928), resulta llamativo observar que
tanto al devaluar una solucion azucarada (i.e., CNSc) como al disminuir la
concentracion de una solucion amarga (i.e., CPSc) la duracién del fenémeno
fue de un solo ensayo. La evaluacién de ambos fenbmenos en animales
adultos indica que la duracion entre ellos difiere, siendo de menor duracion el
CPS (Flaherty, 1996; Flaherty et al., 1983). Es posible que la expresion del
efecto de contraste, de forma similar a lo observado con otros EPR, presente

caracteristicas particulares durante las primeras semanas de vida, en
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comparacion con lo observado en otros momentos del desarrollo. El ERPE, por
ejemplo, se manifiesta con una gran magnitud entre el DP 21-23, pero ésta
disminuye en edades mas avanzadas (Burdette et. al., 1976). Ademas, la
variacion de parametros como intervalos de tiempo entre fases o cantidad de
ensayos de readquisicion, afecta diferencialmente la expresion del ERPE
dependiendo del momento del desarrollo en el que se evallue (Brake et. al.,
1980). Asimismo, procesos de memoria podrian explicar estos resultados.
Algunos estudios en animales adultos establecen que a medida que aumenta el
intervalo de retencion, se produce una declinacion progresiva de la precision
del recuerdo (Steckler, Saugal, Aggleton & Drinkenburg, 1998) y estudios
ontogenéticos indican que la tasa de olvido es mas rapida durante la infancia
gue en la adultez (Campbell & Spear, 1972; Rovee-Collier, 1999). Esta
posibilidad se apoya en los resultados expuestos en esta tesis. Cuando se
utilizé un intervalo de 3 hs. entre el cambio de solucidn y se repitio esta
secuencia al dia siguiente (Experimento 8), el CNSc fue muy claro en el primer
dia de devaluacién y marginal en el segundo. Mientras que cuando el intervalo
aumento a 24 hs., solo fue evidente en el primer ensayo de poscambio

(Experimento 9).

Por otra parte, una inspeccion visual de los graficos de consumo, parece
sugerir que el CPSc se expresé con una magnitud similar al CNSc con
soluciones apetitivas. No obstante, la comparacion directa entre ambos
experimentos es solo especulativa, dado que podrian existir diferencias en
cuanto a los parametros bajo los que se observé estos fenémenos. Ellas no
solo se refieren al tipo de reforzador utilizado sino también a la cantidad de
ensayos en ambas fases y consecuentemente el intervalo entre ensayos. La
profundizacion en el estudio de estos fenomenos puede arrojar luz sobre las
similitudes y diferencias entre ambos tipos de contraste y entre su
manifestacion en etapas tempranas y posteriores del desarrollo. Sin embargo,
resulta necesario realizar mas experimentos tendientes a dilucidar estos
tépicos. Por ejemplo, un primer paso en esa direccion seria determinar la
intensidad de los estimulos gustativos utilizados, asi como equiparar la
cantidad de ensayos en ambas fases para luego evaluar y comparar ambos

fendbmenos bajo parametros similares. Otra posibilidad para traer luz sobre este
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tema es delimitar la edad de emergencia del CPSc evaluando diferentes rangos

de edades y comparar si coincide con la edad de emergencia del CNSc.

Cuando se estudiaron las respuestas ante sacarosa y quinina, en el
Experimento 11, se observd una disminucion en el consumo de quinina luego
de haber recibido sacarosa, sugiriendo un posible efecto de contraste negativo.
Al mismo tiempo, también se observo un aumento del consumo de sacarosa
luego de haber experimentado quinina, suponiendo un posible efecto de
contraste positivo. Una asuncién implicita al considerar estos resultados como
una expresion de efectos de contraste es que bastaria con una o dos
exposiciones al sabor opuesto para que el fendmeno se manifieste. La
literatura tradicional y las teorias respecto del CNSc sugieren que se requieren
de consecutivas exposiciones al reforzador para generar y fortalecer la
expectativa de recibir la recompensa (Amsel, 1992; Flaherty, 1996). El disefio
tipico de CNSc consta de 10 ensayos para la fase de precambio y 5 para el
poscambio. Aunque algunos trabajos recientes reportan que es posible obtener
un contundente CNSc al reducir la fase de precambio a 5 ensayos (Justel,
Mustaca & Pautassi, 2014; Psyrdellis, Pautassi & Justel, 2016; Psyrdellis,
Pautassi, Mustaca & Justel, 2016), aun parece necesario contar con una
minima cantidad para observar el fendbmeno. No obstante, es preciso tener en
cuenta algunas consideraciones. Una de las principales diferencias con
respecto al protocolo tradicional es que en este experimento se utilizé el
cambio sorpresivo de un sabor apetitivo a otro aversivo, en lugar de la
devaluacion de una solucion. En este sentido, la utilizacion de distintos sabores
podria constituir una discrepancia mas fuerte o saliente que aquella entre dos
concentraciones de un mismo sabor. Algunos estudios con ratas adultas
indican que la magnitud del efecto de contraste esta relacionada directamente
con la magnitud de la diferencia entre las concentraciones que se utiliza. Por lo
tanto, a menor diferencia entre una y otra concentracion de sacarosa, menor
sera la magnitud del CNSc (Flaherty, 1996; Papini & Pellegrini, 2006; Ortega,
Daniel, Davis, Fuchs & Papini, 2011). Asimismo, existen trabajos en los que se
reporté que el uso combinado de reforzadores apetitivos y aversivos (i.e.,
comida + descargas eléctricas) durante la fase de adquisicion y extincion de

una respuesta instrumental tiene efectos similares a los observados con un
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programa de reforzamiento parcial. En otras palabras, con ambos programas
se obtuvo una resistencia al castigo y a la extincion (Brown & Wagner, 1964).
En linea con esto, algunos autores sostienen que la ausencia total de un
reforzador constituye una situacion mas aversiva que la disminucion de una
recompensa (Amsel, 1992). Sin embargo, la ausencia de controles claves,
como un grupo de animales que hayan recibido siempre quinina y otro siempre
sacarosa, afladido a las grandes diferencias con el disefo tradicional (e.qg.,
ensayos consecutivos para cada fase, cantidad de ensayos, utilizacion de

grupos independientes) obligan a tomar con cautela esta interpretacion.

Uno de los principales objetivos de la tesis fue evaluar las respuestas de
reaccion al sabor ante cambios sorpresivos de los reforzadores. La evaluacién
de un amplio repertorio de conductas de reaccion al sabor durante etapas
tempranas de la ontogenia (Experimento 11) proporcioné informacion sobre la
importancia de medir comportamientos que no se consideran relevantes en los
patrones aversivos y hedonicos en ratas adultas. Parker (1995) llevo adelante
correlaciones entre la totalidad de las respuestas del patrén hedénico y
aversivo en la rata adulta, estableciendo que las respuestas que mas fielmente
dan cuenta del patrén aversivo son gape, chin rubb y paw tread, y aquellas que
representan mejor el patrén heddnico son paw lick y protrusiones linguales. Sin
embargo, los resultados obtenidos en esta tesis avalan la propuesta de que
respuestas como mouthing, wall climbing y head shake pueden resultar
sensibles a la hora de detectar cambios en las valoraciones hedonicas ante
cambios sorpresivos de los reforzadores (Experimentos 8 y 11). Ademas, son
varios los trabajos que incorporaron estas respuestas para medir cambios
hedonicos durante etapas tempranas del desarrollo (Arias & Chotro, 2005a;
2005b; 2006b; Arias et al., 2010; Diaz-Cenzano & Chotro, 2010a; 2010b;
Hoffman et al., 1991; Pautassi et al., 2008; Schwartz & Grill, 1985), resaltando

la importancia de su estudio durante las primeras etapas de vida.

La implementacion de la técnica de canulacién constituyé una doble
ventaja puesto que permitié obtener una medida de consumo voluntario
adecuandose a las capacidades de las crias, a la vez que permitio registrar las
respuestas afectivas de reaccion al sabor. Los resultados de los experimentos

expuestos en el capitulo VI indican que los patrones de respuestas hedonicas y
133



aversivas varian al experimentar un cambio sorpresivo del reforzador,
coincidiendo con los datos de consumo. El aumento de las respuestas
aversivas tras experimentar una devaluacion de sacarosa (Experimentos 8 y 9)
0 quinina luego de sacarosa (Experimento 11) y la disminucion del patron
aversivo junto al aumento de las respuestas hedonicas al pasar de 0.1% a
0.01% de quinina (Experimento 12) o recibir sacarosa luego de quinina
(Experimento 11) sugieren un cambio en la valoracion hedodnica hacia estos
reforzadores. Este tipo de variaciones en los patrones de reacciones tipicos
hacia estimulos gustativos se encontré en una amplia variedad de estudios
experimentales tanto en animales adultos como infantes. En la mayoria de
ellos, un agente externo, como la aplicacion de LiCl/etanol para generar
malestar (Gavalerna et.al., 1993; Itoga et al., 2016; Parker & MacLeod, 1991;
Pautassi et. al., 2008; Rana & Parker, 2008) o la induccién de deplecion sodica
(Flyn et al., 1991; Gavalerna et al., 1993; Tindell et al., 2006), produjo el cambio
en las respuestas de reaccion al sabor. Por primera vez, los datos obtenidos en
esta tesis indicarian que el hecho de experimentar un cambio sorpresivo de un
reforzador resulta una situacion lo suficientemente saliente como para impactar
sobre la valoracion afectiva de los reforzadores. Este hallazgo proporciona
apoyo a las teorizaciones que postulan a la pérdida de los reforzadores o su
cambio sorpresivo como situaciones aversivas (Daly, 1974; Papini, Fuchs &
Torres, 2015). Ademas, resaltan la importancia que pueden tener las
expectativas sobre la valoracion de las recompensas, fortaleciendo las teorias
gue postulan la existencia de un valor relativo de los reforzadores y que
destacan los aspectos emocionales en los efectos de contraste (Amsel, 1958,
1992; Flaherty 1996). Asimismo, ubica a los protocolos de contraste como una
posible manipulacion psicoldgica, entendida en los términos de Berridge (2000)
y proporciona nueva evidencia empirica a las teorizaciones que proponen al
TRS como una medida objetiva de valoraciones afectivas (Berridge, 2000;
Steiner et al., 2001).

Los resultados obtenidos en el capitulo | también podrian considerarse
otra evidencia de manipulaciones psicoldgicas. La mera exposicion a un olor
durante el periodo sensible para el aprendizaje de olores modifico las

respuestas hacia una solucién modernamente aversiva, cuando se proporciona
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de forma simultanea con la clave olfativa. Como se abordo en el capitulo 1V,
una condicion imprescindible para considerar una manipulacién como
psicoldgica es la de observar un patron de respuestas opuestos al tipicamente
suscitado por un sabor luego de experimentar situaciones relevantes. Dada la
particular importancia que reviste el aprendizaje de olores para la supervivencia
de la cria, es posible que la exposicion a un olor sin relevancia biologica
adquiera saliencia y, consecuentemente, su presencia impacte en las primeras
respuestas de succion. Esto resalta la relevancia de incorporar aspectos
caracteristicos que tienen lugar en cada ontogenética en el estudio sobre la
evaluacion de las recompensas. Ademas, aporta evidencia de que estas
modificaciones de las respuestas hacia los reforzadores ocurririan desde las

primeras horas de vida.

En conclusidn, esta tesis aporta los primeros antecedentes sobre la
evaluacion de los efectos de contraste negativo y positivo en ratas infantes,
utilizando como medidas dependientes el consumo y las respuestas de
reaccion al sabor. La edad de expresién coincide con la maduracion de una de
las principales areas implicadas en el efecto de contraste consumatorio, la
amigdala. Asimismo, brinda un fuerte apoyo a las teorias que enfatizan los
procesos emocionales en este tipo de fendmenos, asi como a la existencia de
un valor relativo de los reforzadores. A su vez, propone al TRS como una
medida confiable para medir tales procesos. Por otra parte, plantea dos
estrategias alternativas a los métodos tradicionales para la evaluacién de los
efectos de contraste negativo y positivo, como la utilizacion de dos
concentraciones de una solucion amarga y el cambio de un sabor a otro.
También resalta la importancia de tener en cuenta la intervencién de procesos
especificos en etapas tempranas del desarrollo sobre la posterior valoracion
hacia reforzadores. Aunque estas estrategias resultan prometedoras para la
profundizacién en el estudio de tales fendmenos y algunas de ellas se erigen
como posibles soluciones metodoldgicas a los problemas que implican su

evaluacion, son necesarias mas investigaciones para establecerlas como tales.

El estudio de las valoraciones afectivas hacia los reforzadores durante
las primeras etapas del desarrollo reviste importancia, dado que las

experiencias tempranas pueden influir los comportamientos en fases
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posteriores. Por ejemplo, la aceptacion a las 3 hs. de vida de una sustancia
amarga, como la quinina, en presencia de un olor pre-expuesto
inmediatamente después del nacimiento podria redundar en la elaboracion de
estrategias para promover una alimentacion saludable. El sabor de las verduras
es mayormente amargo, Yy existe evidencia acerca de que sabores
experimentados durante la infancia o en la etapa gestacional, luego son
aceptados en etapas posteriores del desarrollo (Beauchamp & Mennella, 2011;
Lipchock et al., 2011; Scott, Chih & Oddy, 2012). La promocién de una
alimentacion a base de verduras, frutas, granos enteros y fibra disminuye
drasticamente la incidencia de enfermedades tales como la obesidad,
afecciones coronarias y diabetes de tipo II, entre otras enfermedades
incapacitantes (Bazzano et al., 2006; Birch, 2006; Larson, Neumark-Sztainer,
Hannan & Story, 2007; Liem & Mennella, 2002). Este tipo de dieta no
solamente incrementaria la calidad de vida de los individuos, sino que

disminuiria considerablemente el gasto en salud publica.

Por otro lado, las experiencias emocionales asociadas a la frustracion en
etapas tempranas también podrian inspirar estrategias para tolerar situaciones
aversivas en etapas posteriores (i.e., resiliencia). Evidencia previa muestra que
las experiencias de reforzamiento parcial, posteriormente suscitan respuestas
de perseverancia ante la ausencia de reforzador (i.e., ERPE - Amsel, 1992).
Investigaciones futuras podrian determinar si experimentar frustracion con
experiencias moderadamente aversivas durante la infancia podria generar
mecanismos de resiliencia durante la adolescencia y la adultez. Datos previos
mostraron que en ratas adultas expuestas a una preparacion de reforzamiento
parcial a las cuales se les inyectaba 1 g/kg de etanol (15% p/v, i.p.), luego no
recuperaban la respuesta de consumo en una fase de devaluacion, sugiriendo
que la atenuacion de la experiencia emocional por via farmacologica, podria
redundar en una incapacidad para tolerar la frustracion en ausencia de la droga
(Kamenetzky, 2008). ¢ Sera necesaria cierta exposicién a experiencias de
frustracion para desarrollar rasgos de personalidad resilientes? ¢ La exposicion
en etapas tempranas del desarrollo afectara las respuestas hacia los

reforzadores en etapas posteriores?
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Finalmente, resulta interesante determinar si los mecanismos que
subyacen a las respuestas de euforia se corresponden con los de las
respuestas de frustracion. En esta tesis se muestra que la atenuacion de una
experiencia aversiva genera una respuesta exacerbada, propio de una
respuesta de euforia. Asimismo, se observo que experiencias emocionales
estan asociadas a este cambio de solucion. Esta es la primera evidencia al
respecto y necesita replicacion en diferentes condiciones experimentales. Sin
embargo, resulta interesante poder determinar si las respuestas de euforia
también implican mecanismos asociados al estrés, como sucede con las
respuestas de frustracion y si la intensidad de ambos tipos de respuestas se
corresponde. También seria interesante analizar si un estado de euforia
provocado por el incremento de una solucién apetitiva, o bien por la
disminucién de una solucion aversiva, puede redundar en la atenuacién de las

respuestas de estrés que se estén experimentando de manera simultanea.

Por otro lado, ante una vision holistica de los hallazgos de la tesis resulta
sumamente interesante ahondar sobre los efectos a largo plazo sobre la
valoracion de los reforzadores de las experiencias vividas en las primeras
etapas del desarrollo. Una posibilidad consistiria en evaluar si experiencias
tempranas con un olor afectan las respuestas hacia la quinina en una situacion
de CPSc en ratas infantes, ¢ varia la magnitud de este efecto en funcion de la
presencia o ausencia del olor pre-expuesto durante la fase de poscambio? El
atractivo de estas cuestiones no tiene lugar a dudas. Estas son algunas de las
implicancias de los resultados de la tesis. Con seguridad, el avance de estas

lineas de investigacion traerd aparejadas nuevas ideas para su aplicacion.
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Listado de abreviaturas

DP: Dia Posnatal

ERPA: Efecto de Refuerzo Parcial en la Adquisicion
ERPE: Efecto de Refuerzo Parcial en la Extincion

EMRA: Efecto de la Magnitud del Refuerzo en la Adquisicion
EMRE: Efecto de la Magnitud del Refuerzo en la Extincion
EMVRE: Efecto de Magnitud Variable del Refuerzo sobre la Extincion
EPR: Efectos Paraddgjicos del Reforzamiento

CNsim: Contraste Negativo simultaneo

CNS: Contraste Negativo Sucesivo

CNSi: Contraste Negativo Sucesivo instrumental

CNSc: Contraste Negativo Sucesivo consumatorio

CPS: Contraste Positivo Sucesivo

CPSi: Contraste Positivo Sucesivo instrumental

CPSc: Contraste Positivo Sucesivo consumatorio

LiCl: Cloruro de Litio

NaCl: Cloruro de Sodio

PA: Patron de Alternancia

RD: Respuesta Demorada

RC: Reforzamiento Continuo

RP: Reforzamiento Parcial

RPRE: Retraso Parcial del Refuerzo sobre la Extincion

TRS: Test de Reactividad al Sabor
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