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Abstract

The association between a food stimulus and a feeling of discomfort produces a food aversion; this procedure is
called aversive taste conditioning (ATC). Since there is no clear evidence about the effects of this procedure on the
consumption of sweeteners, the purpose of this study was to examine the effectiveness of ATC to decrease the
consumption of two natural sweeteners. Thirty Wistar rats were divided into three groups. In phase 1 all groups
were exposed to free food access and each group to a different solution: water + sucrose (G1), water + stevia (G2)
and unsweetened water (CG). In phase 2 the experimental groups received an intraperitoneal injection of lithium
chloride. In phase 3 the groups returned to the conditions of the first phase. After the ATC, the G1 and G2 signifi-
cantly decreased their beverage consumption, although it was higher than the consumption of CG. The results are
discussed in terms of the association between flavor and energy content, which allows establishing new guidelines
in the study of the consumption of sweeteners. It is concluded that procedures such as ATC are effective in the
control of some disordered eating behaviors.

Keywords: Feeding behavior; Conditioned taste aversion; Conditioned flavor preferences; Sweeteners; Food pre-
ferences.

Resumen

La asociacion entre un estimulo alimentario y una sensacién de malestar produce una aversién alimentaria, proce-
dimiento denominado condicionamiento aversivo a sabores (CAS). Dado que no existen evidencias claras acerca
de los efectos de este procedimiento sobre el consumo de endulzantes, el propdsito de este estudio fue examinar



A. G. Martinez-Moreno et al.

Differential effects of conditioned taste aversion: Sucrose vs. stevia 4

la efectividad del CAS para disminuir el consumo de dos endulzantes naturales. Se trabajé con 30 ratas Wistar,
distribuidas en tres grupos. En la fase 1 los grupos fueron expuestos a alimento y cada uno a una solucién distinta:
agua + sacarosa (G1), agua + estevia (G2) y agua sin endulzar (GC). En la fase 2 los grupos experimentales recibieron
una inyeccion intraperitoneal de cloruro de litio. En la fase 3 los grupos retornaron a las condiciones de la primera
fase. Después del CAS, G1 y G2 disminuyeron significativamente su consumo de bebida, sin embargo fue mayor
al registrado en GC. Los resultados se discuten en funcién de la asociacién entre el sabor y el contenido energé-
tico, lo que permite establecer nuevas directrices en el estudio del consumo de endulzantes. Se concluye que los
procedimientos que producen aversién condicionada podrian resultar eficaces en el control de algunas conductas
alimentarias alteradas.

Palabras clave: Conducta alimentaria; Condicionamiento aversivo a sabores; Aversion condicionada; Endulzantes;

Preferencias alimentarias.

INTRODUCCION

Los animales aprenden eficazmente a diferenciar los ali-
mentos seguros de los perjudiciales a través del condicio-
namiento (Welzl, D’Adamoy Lipp, 2001). Cuando ocurre
la asociacién entre un estimulo alimentarioy la presencia
de malestar se produce una aversion condicionada (Diaz,
De la Casa, Ruizy Baeyens, 2004). Por lo anterior, el animal
evitara el estimulo alimentario —que ahora es aversivo—
cuando éste vuelva a estar disponible (Molero, 2007).
Las aversiones alimentarias se explican de la si-
guiente forma: una sustancia —estimulo incondicionado
(EN)- que produce malestar fisico, en tanto respuesta in-
condicionada (RI), se asocia a un alimento consumido ha-
bitualmente. Después de algunos ensayos, este alimen-
to —ahora estimulo condicionado (EC)- es rechazado por
el sujeto, produciendo una respuesta condicionada (RC),
a partir de la asociacién del alimento con la sensacién de
malestar (Schafe, Sollars y Bernstein, 1995). Este procedi-
miento se denomina condicionamiento aversivo a sabo-
res (CAS), y ha sido ampliamente demostrado (Foy y Foy,
2009; Hishimura, 2015; Riley y Freeman, 2004). Entre los
hallazgos mas relevantes de la aplicacién de este proce-
dimiento se menciona que la aversiéon generada no sélo
representa la evitacién o el rechazo del alimento en el
futuro, sino que también involucra un cambio en su va-
lor hedénico (Lin, Arthurs y Reilly, 2014; van den Bosch,
van Delft, de Wijk, de Graaf y Boesveldt, 2015). Adicio-
nalmente, la necesidad de alimento y la intensidad de
la aversidon determinaran la ingestién o el rechazo de la
sustancia condicionada (Lin, Arthurs y Reilly, 2013).
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En situaciones experimentales se utilizan diversos
estimulos para inducir aversién a un alimento. Uno de
los mas utilizados es el cloruro de litio (LiCl) administra-
do intraperitonealmente. Los sintomas de malestar en
el animal se manifiestan 10 min después de su aplica-
cién, y alcanzan su maximo pico de accionen 10 2 hr,
para desaparecer al cabo de 10 hr de la administracion
(Bures, 1998; Bures y Buresova, 1989; Loy y Hall, 2002).
Se ha documentado que, mediante condicionamiento,
la accion del LiCl sobre el consumo del alimento aso-
ciado es sumamente efectiva, con una disminucién casi
inmediata (Ballesteros, Gallo y Maldonado, 2001). Este
efecto se ha extendido a endulzantes como la sacarosa,
independientemente de la via de administracién o el
orden de presentacion de las dosis (Nachman y Ashe,
1973), por lo que se ha sugerido que el LiCl es una sus-
tancia efectiva para establecer aversiones alimentarias,
inclusive hacia los endulzantes (Loy y Hall, 2002).

Sin embargo, estas evidencias no esclarecen el efec-
to del CAS sobre el consumo de endulzantes. Es decir, si
el efecto aversivo se produce hacia el sabor o hacia el
contenido energético. Un alimento con propiedades or-
ganolépticas tan atractivas como la sacarosa, conocida
comunmente como azucar, hace factible probar estos
efectos: la sacarosa tiene un sabor dulce altamente pala-
table para los mamiferos y cada gramo consumido apor-
ta cuatro calorias, lo que produce consecuencias pos-
tingestivas positivas (Kanarek, Adams y Meyer, 1975).
Se ha estudiado el efecto del CAS sobre el consumo de
otros endulzantes, por ejemplo la sacarina (contiene sa-
bor dulce, pero sin consecuencias postingestivas), con
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resultados exitosos (Archer y Sjodén, 1979; De la Casa
y Lubow, 1995; Garcia, Kimeldorf y Koelling, 1955; Lin,
Arthurs, and Reilly, 2014; Verendeev y Riley, 2012); sin
embargo, no se ha probado la eficacia del CAS sobre el
consumo de endulzantes naturales, como la estevia, la
cual es una planta originaria del sudeste de Paraguay,
conocida como “hoja dulce”, que es natural como la sa-
carosa, tiene sabor dulce y no aporta calorias a partir de
su consumo (Duran, Rodriguez, Cordony Record, 2012).
Ante la creciente demanda de productos bajos en
calorias, la estevia ha tomado un lugar importante en
los habitos alimentarios actuales. Generalmente se uti-
liza como endulzante de mesa y en la elaboracion de
bebidas (Carakostas, Curry, Boileau y Brusick, 2008). En
estudios con modelos animales se ha sugerido que a
pesar de que es evidente la preferencia por la estevia
que por la sacarina, es un hecho que la primera estimu-
la en menor medida el consumo de agua, lo que podria
indicar que alguna de sus propiedades es responsable
de esta conducta en las ratas (NUfez, Arguelles y Peri-
llan, 2016; Sclafani, Bahrani, Zukerman y Ackroff, 2010).
En otros estudios, realizados también con animales, se
ha observado que la estevia aumenta la sensibilidad a
la insulina (Chang, Wu, Liu y Cheng, 2005) y, a partir de
ello, se ha propuesto que su consumo en humanos po-
dria tener efectos benéficos sobre los niveles de gluco-
sa en sangre (Curi et al.,, 1986; Goyal, Samsher y Goyal,
2010; Gregersen, Jeppesen, Holst y Hermansen, 2004;
Lemus-Mondaca, Vega-Galvez, Zura-Bravo y Ah-Hen,
2012; Shankar, Ahuja y Sriram, 2013), lo que sugiere
que la estevia puede influir en la regulacién del consu-
mo de alimentos. Al parecer, sujetos expuestos a pro-
ductos endulzados con estevia muestran un consumo
calérico menor en comparacion a sujetos expuestos a
productos que incluyen sacarosa (Anton et al., 2010).
Con base en lo anterior, se ha cuestionado si el CAS
sera eficaz de inducir disminucién, o inclusive, recha-
zo al consumo de soluciones endulzadas con estevia.
Como se ha descrito previamente, es bien conocido
—con base a diversos procedimientos experimenta-
les— que los animales prefieren el sabor dulce sobre
cualquier otro sabor (Sclafani, 1990), por lo que se ha
descrito que es dificil que los animales disminuyan
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voluntariamente el consumo de soluciones endulza-
das. La explicacion de esta conducta recae en tres ar-
gumentos principales: 1) que los animales tienen una
atraccién incondicionada hacia el sabor dulce, 2) que
el contenido energético de los endulzantes determina
esta preferencia, y 3) que la combinacién de ambos
componentes favorece su preferencia (Booth, 1991).

Por tanto, el objetivo general de este trabajo consis-
tié en examinar el efecto de la administracion intraperi-
toneal de LiCl sobre el consumo de soluciones endulza-
das con sacarosa vs. estevia, con la finalidad de evaluar si
el CAS puede ser eficaz tratdandose de dos endulzantes
naturales con diferente contenido energético. Los obje-
tivos especificos incluyeron: 1) comparar el consumo de
agua endulzada con sacarosa o estevia antes y después
de aplicar el CAS, 2) comparar el consumo de agua en-
dulzada con sacarosa o estevia contra el consumo de
agua por parte de un grupo control, y 3) determinar si
tres ensayos es suficiente para observar la disminucion
en el consumo de las soluciones endulzadas durante la
fase experimental. Ademas, con la finalidad de exami-
nar la efectividad del procedimiento, considerando que
su efecto fuera especifico al consumo de las soluciones
endulzadas, también se midi6 la variable consumo de
alimento antes y después de aplicar el CAS.

METODO

Sujetos

Treinta ratas Wistar, macho, experimentalmente in-
genuas, de cuatro meses de edad, cuyo peso corporal
se ubicara entre 390y 400 g. Los sujetos fueron instala-
dos enjaulas individuales con libre acceso al alimento y
bajo un ciclo de luz/oscuridad de 8 am/8 pm. Todos los
tratamientos experimentales se llevaron a cabo en sus
respectivas jaulas. Los sujetos fueron asignados en tres
grupos (n = 10 en cada grupo). El grupo 1 (G1) recibié
agua con sacarosa, el grupo 2 (G2) agua con estevia, y
el grupo control (GC) agua sin ningun adicionante.

Soluciones
Las soluciones fueron preparadas utilizando 200 ml de
agua purificada. En el caso de G1, al agua se le agrego
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azucar al 8% y, en el caso de G2, al agua se le agregd
estevia (un sobre de 1g de la marca Svetia). Los endul-
zantes se eligieron por tres razones: 1) ambos son na-
turales, 2) ambos tienen sabor dulce y 3) mientras que
la sacarosa contiene calorias, la estevia no tiene aporte
caldrico. Las soluciones se suministraron en bebederos
de plastico con capacidad para 240 ml, provistos con
una boquilla de metal. Las soluciones se prepararon
diariamente a las 7:45 h.

Procedimiento

Todos los procedimientos del presente estudio fue-
ron realizados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999), Especificaciones Técnicas parala
Produccién, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.

La medicion del peso corporal se realiz6 con una
bascula electrénica (Mettler Toledo XS303S). Cada rata
fue colocada en un contenedor que fue situado sobre
la bascula, previamente tarada, y el dato obtenido fue
anotado en una hoja de registro. Posteriormente, a las
8:00 h, se retiraba el alimento de su contenedor y se
pesaba en la bascula. La cantidad registrada fue resta-
da de los 50 g que se dejaban diariamente en el come-
dero. Después se retiraba el bebedero y se registraba la
cantidad consumida. La solucién restante fue desecha-
da. Finalmente se colocaba un bebedero limpio con
200 ml de la solucién correspondiente. El experimento
se dividio en tres fases:

Fase 1. G1 y G2 tuvieron acceso libre a 50 g de ali-
mento (Purina, Rodent Laboratory Chow 5001) y 200 ml
de la solucion correspondiente; esto durante 10 dias.

Fase2. A G1y G2 seles retird el alimento (condicion
de privacion), y a las 8:00 am recibieron, posterior al
pesaje y el registro de las variables dependientes (con-
sumo de bebida y consumo de alimento), una inyec-
cion intraperitoneal de LiCl (Mallinckrodt AR 5852) al
0.3 M (10 ml/kg). El acceso a la bebida correspondiente
se mantuvo disponible. Esta fase tuvo una duracién de
tres dias.

Fase 3. Los grupos G1 y G2 retornaron a los condi-
ciones de la fase 1 durante 10 dias mas.

Cabe precisar que, durante todo el experimento,
GC recibi6 alimento y agua sin exposicién al CAS.
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Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron: consumo de bebida (ml) y
consumo de alimento (g), esto en cada una de las fases
experimentales. Para comparar el consumo de bebida
entre los tres grupos se utilizé la prueba ANOVA de una
via. Dado que la sacarosa y la estevia tienen propieda-
des diferentes, se comparo el consumo de bebida entre
los tres grupos. Adicionalmente se compar6 intragru-
palmente el consumo bebida antes y después de apli-
car el CAS, esto con base a pruebas t de Student para
muestras relacionadas. Se consider6 con significancia
estadistica un valor de p < 0.05. Para la realizacién de
los analisis se uso el programa estadistico All Stata (ver-
sion 12.0), mientras que para el disefio de las gréaficas
se utilizé el software Sigma Plot (version 11.0). Para ob-
servar la tendencia de la variabilidad de las observacio-
nes individuales, se presentan los datos en términos de
media y DE.

RESULTADOS

En lafigura 1 se expone el patrén de consumo de bebi-
da de los tres grupos a lo largo de las fases experimen-
tales. La prueba ANOVA mostré diferencias estadistica-
mente significativas entre los grupos, esto tanto en la
fase 1: F(2,297) = 146.75, p < 0.001, n?’=0.57, como en
la fase 2: F(2,297) = 73.52, p < 0.001, n?=0.43.

En la fase 1, las comparaciones multiples indicaron
diferencias significativas entre G1 vs. G2: t(297) =11.97,
p < 0.001; G1 vs. GC: t(297) = 9.95, p < 0.001; y G2 vs.
GC: t(297) = 5.53, p = 0.02. Como era de esperarse, el
consumo de bebidas endulzadas fue mayor en G1 (M =
130.40, DE =22.63) y G2 (M = 58.40, DE = 10.75) que en
GC (M =44.75, DE = 6.65), véase figura 1.

Después de aplicar el CAS se comparé intra-gru-
palmente entre el consumo promedio de bebida en la
fase 1 vs. fase 3. En ambos grupos experimentales dis-
minuyé significativamente dicho consumo (p < 0.001).
Especificamente, en G1 pasoé de 130.40 ml (DE = 37.07)
a70.27 ml (DE=10.01); y en G2 pas6 de 58.40 ml (DE =
11.99) a 33.55 ml (DE = 7.35), véase figura 2.

En la fase 3, al comparar el consumo de agua en-
dulzada (G1 y G2) vs. solo agua (GC), fueron significa-
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tivamente diferentes los de G1 (M = 70.27, DE = 18.01)
y GC (M = 40.85, DE = 5.97), p < 0.001. Una vez que el
consumo de G2 (M = 33.55, DE = 7.35) fue similar al re-
gistrado en GC (p = 1.66).
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Figura 1. Patrén de consumo de agua + sacarosa (G1 = grupo 1), agua +
estevia (G2 = grupo 2),y agua (GC = grupo control). Las lineas horizon-
tales sefalan los tres dias de aplicacion del condicionamiento aversivo
a sabores.
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Figura 2. Media y desviacion estandar del consumo de agua + sacarosa
(G1 =grupo 1), agua + estevia (G2 = grupo 2) y agua (GC = grupo con-
trol), antes y después del condicionamiento aversivo a sabores (CAS),
*p <0001

200 +

Finalmente, en cuanto al consumo de alimento de los
grupos antes y después de la aplicacion del CAS, no se
registraron diferencias significativas (ver Tabla 1).

DISCUSION
El objetivo general de esta investigacion fue medir el

efecto de la administracion de LiCl, por via intraperito-
neal, sobre el consumo de soluciones endulzadas, esto
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con el proposito de demostrar si el CAS es igual de efi-
caz para disminuir el consumo de bebidas endulzadas
con sacarosa vs. estevia. El analisis de los resultados ob-
tenidos mostré los siguientes hallazgos: 1) en ambos
grupos expuestos a bebidas endulzadas disminuy6 su
consumo en la fase 3, respecto al consumo registrado
durante la fase 1, antes de aplicar el CAS; 2) el grupo
control no mostré cambios en el consumo de agua; 3)
el efecto del CAS fue mas notable en el grupo expuesto
ala bebida de agua + sacarosa que en el grupo expues-
to a la bebida de agua + estevia; y 4) en ambos grupos
experimentales, el consumo de alimento no sufrié mo-
dificaciones tras la aplicacién del CAS.

Tabla 1. Comparacion intra-grupos en cuanto al consumo de

alimento pre vs. post condicionamiento aversivo a sabores.

Pre Post t
Grupo M (g) DE M (g) DE
Agua + sacarosa 13.82 268 14.50 1.32 -0.81
Agua + estevia 2191 246 2245 2.99 -1.05
Agua (control) 21.96 2.06 23.96 3.06 -247

Los resultados antes descritos confirman que la aplica-
cién del CAS fue efectiva para observar disminucién en
el consumo de soluciones endulzadas. Por tanto, es un
hecho que se establecié una asociacién entre el consu-
mo de las soluciones endulzadas y el malestar ocasio-
nado por la inyeccion del LiCl. Como describen Schafe y
Bernstein (1996), para que una aversién alimentaria ocu-
rra, primero debe establecerse lo que llamaron “asocia-
bilidad selectiva”. No obstante, en el caso de la presente
investigacion, las diferencias registradas en el efecto del
CAS sobre el consumo de sacarosa vs. de estevia parecen
recaer particularmente en las propiedades organolépti-
cas de dichos endulzantes. La mayoria de los estudios
previos utilizaron el CAS aplicado a sabores especificos
que no contienen consecuencias postingestivas (Garcia
y Bach, 1999; Lin, Arthurs y Reilly, 2014; Verendeev y Ri-
ley, 2012). En el presente trabajo, aunque la sacarosa y el
estevia tienen sabor dulce, la primera contiene calorias,
y la segunda no. Por tanto, las caracteristicas de la saca-
rosa parecian mas dificiles de vencer por el CAS, que las
del estevia. Sin embargo, el efecto fue mdas notable en el
caso del endulzante con calorias.
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Estudios previos demostraron robustamente que
la aversion condicionada es un procedimiento exitoso
en el caso de soluciones endulzadas con sacarina, un
endulzante artificial sin calorias (Capell y LeBlanc, 1971;
Garcia, Kimeldorf, y Koelling, 1955; Matthews, Gibson
y Booth, 1985; Peck, 1975; Sjodén y Archer, 1977). No
obstante, Booth (1991) comentd que el modelo de in-
gestidn de sacarina no resulta un buen ejemplo para su
utilizacion en el laboratorio, dado que los animales son
expuestos a una “alimentacion artificial”
nibilidad de una solucién que no contiene calorias ni
nutrientes, por lo que el procedimiento del CAS lleva
ventaja desde antes de comenzar cualquier manipu-
lacion. En la misma sintonia, Ackroff y Sclafani (2004)
afirmaron que el sabor dulce de endulzantes artificiales
no parece percibirse igual que el de azUcares naturales,
por lo que un sabor dulce y ademas palatable no nece-
sariamente se encuentra en todos los endulzantes. Esto
nos conduce, nuevamente, a la discusion de las propie-
dades organolépticas del estevia.

Dado que el contenido calérico no puede serel tema
de la discusion, ya que solamente la solucién endulzada

ante la dispo-

con azucar contenia calorias, y la compuesta por agua y
estevia no, el argumento recae en el sabor dulce. Es un
hecho que no puede distinguirse como es que las ratas
de laboratorio perciben el dulzor de este endulzante
natural. Sin embargo, las diferencias observadas en los
grupos experimentales podrian atribuirse al dulzor de
las dos soluciones. Por lo anterior, vale la pena insistir en
que las concentraciones de endulzantes aqui utilizadas
se eligieron en funcion de que el sabor dulce que con-
tienen es palatable para los animales de laboratorio. En
este sentido, es probable que la modificacién en la con-
centracion utilizada pudiera alterar los resultados aqui
mostrados (Nachman y Ashe, 1973). Previamente se re-
porté que los animales prefieren soluciones densamen-
te endulzadas en pruebas a corto plazo, mientras que
prefieren soluciones poco endulzadas en pruebas a lar-
go plazo (Collier y Bolles, 1968). Posiblemente un estu-
dio paramétrico en el que los animales sean expuestos
a diferentes concentraciones de estos endulzantes, en
pruebas a corto y largo plazo, podria generar respuestas
mas contundentes para este fendmeno.
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Otro de los resultados obtenidos de las variables
dependientes medidas, fue el relativo al consumo de
alimento. Respecto a éste, en los grupos no se observa-
ron diferencias entre la fase previa y posterior a la apli-
cacién del CAS, en el que los animales fueron privados
de alimento. Estos resultados fortalecen la hipotesis de
que el CAS fue exitoso al asociar el estado de malestar
solamente con la solucién endulzada. En este sentido,
la mayoria de las preferencias alimentarias a sabores
no estan predeterminadas, sino que suelen estar rela-
cionadas con algun tipo de experiencia. Asi, en el caso
particular de la presente investigacién, los sujetos ex-
perimentales no asociaron el alimento con el estado
de malestar provocado por la inyeccion del LiCl, de lo
contrario se habria reflejado en el registro del consumo
de alimento.

En resumen, los resultados obtenidos en la pre-
sente investigacion demostraron una disminucién en
el consumo de las soluciones endulzadas a través de
la asociacion al malestar que les produjo la inyeccion
de LiCl. Dado que una aversion condicionada al sabor
es importante para todos los organismos, ya que impi-
de la ingestidn repetida de sustancias toxicas o dafi-
nas disponibles en el ambiente, alimentos con sabores
palatables como el dulce, también son susceptibles de
modificarse mediante procedimientos experimenta-
les. Por ello, demostrar que los animales disminuyen el
consumo de azucares aunque éstos estén disponibles
permite establecer nuevas directrices en el estudio
del consumo de endulzantes. En ese sentido, los pro-
cedimientos que producen aversiones condicionadas
podrian resultar eficaces para el control de conductas
alimentarias alteradas.
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