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Resumen

Los animales de experimentacion estan mantenidos bajo una alimentacion ad
libitum, es decir, bajo una disponibilidad ilimitada de comida, lo que provoca que estos
animales tengan sobrepeso. Esto representa dos inconvenientes. Por una parte, los
resultados obtenidos en experimentos con animales sometidos a estas condiciones sélo
seran extrapolables a sujetos que representen estas mismas condiciones, es decir, sujetos
con sobrepeso. Por otro lado, la salud de estos animales se ve comprometida. Se conocen
los efectos de la disponibilidad de comida sobre la salud en general y sobre el rendimiento
cognitivo en particular. Estos trabajos han demostrado que la restriccién calodrica afecta
positivamente tanto a la duracion de la vida como a la calidad de la misma. Ademas, mejora
el rendimiento de funciones cognitivas como la memoria y el aprendizaje. En el presente
trabajo, se estudiaron los efectos de las condiciones de alimentacién sobre la toma de
decisiones basadas en valor en ratas de laboratorio. Para ello, se manipuld la disponibilidad
de la comida en dos grupos experimentales, uno sometido a disponibilidad ad libitum de
comida, y otro bajo restriccion caldrica, y se comparo el rendimiento de estos grupos en
una tarea de decisiones basadas en el valor. En la tarea, los animales debieron elegir en
cada ensayo entre varias alternativas de respuesta. Cada alternativa estaba asociada a un
determinado valor de recompensa, y los animales debieron de aprender cuales eran las
mejores alternativas y seleccionarlas. Cuando el rendimiento se estabilizd, se
restablecieron aleatoriamente las asociaciones respuesta-recompensa y comenzd otro
episodio de aprendizaje.
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Resumo

Os animais de experimentacion mantéfiense baixo unha dieta ad libitum, é dicir,
cunha disponibilidade ilimitada de alimento, o que fai que estes animais tefian sobrepeso.
Isto representa dous inconvenientes. Por unha banda, os resultados obtidos en
experimentos con animais sometidos a estas condicidons s6 se poden extrapolar a suxeitos
que representan estas mesmas condicions, € dicir, suxeitos con sobrepeso. Por outra
banda, a saude destes animais vese comprometida. Cofiécense os efectos da
dispoiibilidade de alimentos na saude en xeral e no rendemento cognitivo en particular.
Estes traballos demostraron que a restricion caldrica afecta positivamente tanto a duracion
da vida como & sua calidade. Ademais, mellora o desempefio de funcions cognitivas como
a memoria e a aprendizaxe. No presente traballo, estudaronse os efectos das condicions
de alimentacion na toma de decisions baseadas en valores en ratas de laboratorio. Para
iso manipulouse a dispofibilidade de alimentos en dous grupos experimentais, un sometido
a disponibilidade ad libitum de alimentos e o outro baixo restricion calérica, e comparouse
o desempenfo destes grupos nunha tarefa de decision baseada en valores. Na tarefa, os
animais tiveron que escoller en cada proba entre varias alternativas de resposta. Cada
alternativa estaba asociada a un determinado valor de recompensa, € 0s animais debian
ter aprendido cales son as mellores alternativas e seleccionalas. Cando o rendemento se
estabilizou, as asociacions resposta-recompensa restablecéronse aleatoriamente e
comezou outro episodio de aprendizaxe.

Palabras clave

Ad Libitum, restricidn caldrica, toma de decisions, decisidns baseadas en valor



Abstract

Experimental animals are maintained under an ad libitum diet, that is, under unlimited
availability of food, which causes these animals to be overweight. This represents two
drawbacks. On the one hand, the results obtained in experiments with animals subjected to
these conditions can only be extrapolated to subjects that represent these same conditions,
that is, overweight subjects. On the other hand, the health of these animals is compromised.
The effects of food availability on health in general and on cognitive performance in
particular are known. These works have shown that caloric restriction positively affects both
the duration of life and its quality. In addition, it improves the performance of cognitive
functions such as memory and learning. In the present work, the effects of feeding conditions
on value-based decision making in laboratory rats were studied. To do this, the availability
of food was manipulated in two experimental groups, one subjected to ad libitum availability
of food, and the other under caloric restriction, and the performance of these groups in a
value-based decision task was compared. In the task, the animals had to choose in each
trial between several response alternatives. Each alternative was associated with a certain
reward value, and the animals must have learned which are the best alternatives and select
them. When performance stabilized, response-reward associations were randomly reset
and another learning episode began.

Keywords

Ad Libitum, caloric restriction, decision-making, value-based decision-making



1. Introduccion

En la actualidad siga siendo una practica muy habitual que animales de
experimentacion tengan una disponibilidad ad libitum (AL) de comida en lugar de una dieta
de restriccidon caldrica (RC) (Ritskes-Hoitinga et al., 2012). Por una parte, cambiar de AL
por un régimen RC mejoraria la validez y reproducibilidad de las investigaciones con
animales experimentales. La interpretacion de los datos obtenidos con modelos animales
cambia dependiendo del tipo de control utilizado; por ejemplo, animales con alimentacion
AL y animales con RC. En comparacion con los animales salvajes o mantenidos bajo RC,
los animales mantenidos con AL muestran sobrepeso. Por ello, los resultados obtenidos
con el primer tipo de control (AL), s6lo seran extrapolables a la fraccion de sujetos humanos
con sobrepeso. No se deberia extrapolar este modelo a sujetos de peso normal, por
ejemplo, porque la eficacia de los farmacos podria verse afectada. De la misma forma, el
segundo tipo de control (RC), sélo sera extrapolable a humanos de peso normal. Por otra
parte, RC supone una dieta mas acorde con la biologia del animal, lo que mejorara su salud
(Martin et al., 2010). Se ha observado que, con una reduccién en la ingesta diaria de
alimentos entre un 20% y un 40% por debajo de la cantidad AL en roedores, se reduce
significativamente el sobrepeso y por lo tanto, el riesgo de desarrollar enfermedades
asociadas (Martin et al., 2010). El régimen alimentario AL reduce la esperanza de vida,
aumenta la incidencia de enfermedades cardiacas y degenerativas del rifidn, y aumenta la
incidencia de cancer en roedores (Hart et al., 1995).

Se ha sugerido que los estudios con participantes humanos deben tener en cuenta
esta misma idea (Buford & Manini, 2010). El sobrepeso y la obesidad reducen la esperanza
y calidad de vida, conllevan importantes consecuencias negativas para la salud en general
y a nivel cognitivo. Hay estudios que demuestran la relacion de esta condicion con la
depresion y ansiedad (Coker et al., 2021), memoria (Witte et al., 2009), demencia, demencia
vascular y enfermedad de Alzheimer (Xu et al., 2011), diabetes e hipertension (Stranahan,
2022), enfermedad cardiovascular (Sommer & Twig, 2018), insuficiencia renal crénica
(Kjaergaard et al., 2022), diferentes tipos de cancer y desérdenes musculo-esqueléticos
(Chooi et al., 2019) o incluso mayor riesgo de COVID-19 (Kass et al., 2020).

Los roedores se utilizan para la investigacion experimental por su coste relativamente
bajo, facilidad de manipulacion, rapida reproduccién, alto numero de descendientes y facil
mantenimiento (Martin et al., 2010). La rata (Rattus norvegicus) es uno de los animales de
laboratorio mas amplia y frecuentemente utilizados (Pan et al.,, 2018). Fue la primera
especie de mamifero domesticado con fines de investigacion (Jacob, 1999). Las ratas
ofrecen muchas ventajas como modelos animales frente a otros organismos. La fisiologia
es mas facilmente monitorizable y se parece mas a la humana que en el caso de los ratones
(lannaccone & Jacob, 2009). Son un modelo excelente para la enfermedad cardiovascular,
especialmente infartos e hipertension. En estudios de memoria y cognicién, la rata es
superior a otros modelos como los ratones, debido a la mayor comprension de estos
procesos en ella. En comparacion con los ratones, son mas inteligentes, lo que es
conveniente para estudios cognitivos, y mas grandes, lo que realza su utilizad como modelo
de enfermedad por la alta capacidad de realizar procedimientos quirurgicos (lannaccone &
Jacob, 2009).

Sprague Dawley (SD) es una de las cepas de rata exogamicas mas utilizadas para
desarrollar modelos animales de condiciones humanas como diabetes, obesidad, cancer o
enfermedades cardiovasculares (Pan et al., 2018). SD tiene la ventaja de tener un bajo
coste (Benson et al., 2007). Por contrapartida, los animales exogamicos, y por lo tanto las
SD, ofrecen un trasfondo genético variado, lo que puede conducir a una variacion genética
significativa no detectada dentro de la muestra o a deriva genética. De esta forma, pueden
introducir variaciones en la manifestacion de la enfermedad, asi como la respuesta a la
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intervencion de la terapia. Por lo tanto, el uso de animales exogamicos aumenta la
variabilidad fenotipica, reduce el poder estadistico del experimento y hace que la
interpretacion de los resultados experimentales sea mas desafiante (Brower et al., 2015).

La toma de decisiones es un proceso dinamico, que recoge una secuencia de
acontecimientos desde el momento en el que el sujeto que decide reconoce la necesidad
de resolver un problema hasta el momento en que autoriza un curso de accion para
resolverlo (Schacht, 2017). Existen dos categorias en la neurociencia de la decision, las
decisiones perceptivas y las decisiones basadas en valor (Glimcher, 2014). Las primeras
se basan en la informacién sensorial captada por los receptores sensoriales (Gold &
Heekeren, 2014).

La toma de decisiones basadas en valor es un proceso de decision mediante el cual
elegimos de entre varias alternativas que tienen diferentes valores subjetivos para nosotros
aquella con el mayor valor. Esta basado en dos mecanismos neurales, el “circuito de
valoracion” y el “circuito de eleccion”. En el “circuito de valoracion”, se forman las
preferencias de las acciones, bienes o recompensas bajo consideracion (Glimcher, 2014).
En él, participa el sistema dopaminérgico del mesencéfalo, también llamado sistema de
recompensa, que se encarga de asignar los valores a partir de la experiencia (ver Anexo V)
(Nakahara et al., 2004). En el centro del mesencéfalo, se encuentran células que contienen
dopamina, ubicadas en 3 cumulos. Son neuronas muy grandes, con largos axones que
inervan el coértex frontal y el cuerpo estriado (nucleo caudado, putamen y nucleo
Accumbens) (los principales), pero también el hipocampo y la amigdala. La dopamina
modifica estas sinapsis codificadoras de valores cada vez que sucede una experiencia, por
lo tanto, esta involucrada en la codificacion de las mismas. Las neuronas dopaminérgicas
codifican lo que se conoce como error de prediccion de la recompensa, es decir, la
diferencia entre la recompensa esperada y la obtenida realmente (Glimcher, 2014). Esto
quiere decir que, si se espera una recompensa de cierta magnitud y obtenemos esa
recompensa con esa misma magnitud, no hay cambios en la actividad de las neuronas
dopaminérgicas, porque no hay diferencia entre lo que esperamos y recibimos (Bayer &
Glimcher, 2005; Nakahara et al., 2004; Schultz et al., 1997). Por otro lado, si esperamos
una recompensa de determinada magnitud, y obtenemos una recompensa mayor a la
esperada, si habran cambios en las neuronas dopaminérgicas, porque esta vez si hay una
diferencia entre los que esperamos y obtenemos (Bayer & Glimcher, 2005). Cuando el error
de prediccion de la sefial es grande, se generan altos niveles de dopamina, los cuales
aumentan la fuerza sinaptica, y esto se traduce en un aumento del valor subjetivo de la
accion ejecutada. Y al revés, si el error es pequenio, se generan bajos niveles de dopamina,
los cuales disminuyen la fuerza sinaptica, y esto se traduce en una disminucion del valor
subjetivo de la accion ejecutada. En el “circuito de valoracion”, se produce a continuacion
del sistema dopaminérgico, la representacion en el cerebro de los valores formados.
Diferentes areas cerebrales almacenan cada una un valor, y todos estos valores se
combinan y unifican en una unica sefal comun de comparacion de valores, que es recibida
por el cortex prefrontal ventral medial (vmPFC) y el cuerpo estriado (donde se localizan los
ganglios basales), conformando éstos ultimos la via comun final de valoracién. Estos
muestran los valores idiosincraticos. Se sabe mediante imagen por resonancia magnética
funcional (fMRI), que hay muchas areas cerebrales que almacenan valores, incluyendo el
hipotalamo, cértex prefrontal dorsolateral, cortex orbitofrontal y amigdala. Parece ser que
el vmPFC representa los valores de forma abstracta, y éste se proyecta al cuerpo estriado.
Este ultimo representa los valores en términos de movimiento (Glimcher, 2014). En el
“circuito de eleccion”, se escoge la opcidn con mayor valor. Los valores representados en
el vmPFC y cuerpo estriado conforman el imput de informacion que se organiza en el cortex
en docenas de “mapas topograficos” bidimensionales. El mapa conforma una cuantificacion
escalar de todas las posibles opciones que el individuo puede escoger. La tasa de descarga
de las neuronas en este mapa codifica los valores subjetivos de cada opcion. En el
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momento en el cual el individuo debe escoger una opcidn, se produce una excitacion local
en la cual aumenta la excitacion entre neuronas adyacentes, formandose picos. A
continuacion, se produce una inhibicion global, en la que los picos se inhiben mutuamente.
Se produce una competicion entre estos picos. Al inhibirse entre si, son menos efectivos
inhibiendo al pico mas alto. El resultado es un proceso de crecimiento autorreforzante del
pico mas alto, conocido como “winner-take-all computation” en neurociencia. Cuando el
pico mas alto alcanza un umbral biofisico no lineal, las neuronas cambian su estado, el
resto de opciones son desechadas, y la informacion obtenida de este proceso se envia a
otras areas cerebrales (por ejemplo, un area motora que efectua un movimiento). Es
interesante el hecho de que el comportamiento estocastico (azaroso) del comportamiento
se explica mediante la estocasticidad de la tasa de descarga de las neuronas. Es decir, se
produce una variacion de la tasa de descarga a lo largo del tiempo, en igualdad de
condiciones.

No nos consta que haya estudios sobre disponibilidad de comida y toma de
decisiones basadas en valor. Seria interesante conocer la relacion entre restriccion calorica
y este tipo de decisiones. Si ademas del efecto general sobre la salud y atencion o memoria,
un régimen RC tuviese un impacto positivo en la toma de decisiones basadas en valor en
roedores, esto constituiria una evidencia de que las condiciones de alimentacion en los
animales experimentales deben tenerse en cuenta en investigaciones destinadas al estudio
de estas decisiones.

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Caracterizar los efectos de la disponibilidad de comida sobre la toma de decisiones
basadas en valor en ratas de laboratorio.

2.2. Objetivos especificos

- Estudiar si una restriccion caldrica del 30% aumenta la precision en la toma de
decisiones basadas en valor, en comparacién con la disponibilidad ilimitada (ad
libitum) de comida.

- Estudiar si una restriccién caldrica del 30% aumenta la velocidad en la toma de
decisiones basadas en valor, en comparacion con la disponibilidad ilimitada (ad
libitum) de comida.

3. Hipdtesis

Una limitacion en la disponibilidad de comida mejora el rendimiento en la toma de
decisiones basadas en valor. Esta mejoria se vera tanto en la precisibn como en la
velocidad de las decisiones. Esta hipdtesis esta basada en una mayor coherencia de estas
condiciones alimentarias con la biologia evolutiva de las ratas.



4. Material y métodos

41. Animales

En este proyecto, se utilizaron 9 ratas (5 machos, 4 hembras) de la cepa Sprague
Dawley (SD), que contaban con 28 dias de edad al comienzo del experimento, procedentes
del animalario de la USC. En el caso de las hembras, se emparejaron en 2 cajas de
estabulacién. En el caso de los machos, se comenzo con 6 ratas, emparejadas en 3 cajas
de estabulacién, aunque hubo que sacrificar a una de ellas. Al inicio del experimento,
cuando comenzamos a controlar el peso de los animales, una de las ratas presentaba un
peso anormalmente bajo para su edad. Unas semanas después, detectamos una herida en
la escapula derecha que empeord en los dias siguientes. Su estado general era malo,
presentando menor movilidad que los otros animales, una postura mas encogida y
reaccionando de manera muy negativa (vocalizaciones, huida y otros comportamientos
defensivos) ante los intentos de manipularla por parte de los experimentadores. Debido a
esto, siguiendo el protocolo aprobado por el comité de bioética, decidimos sacrificarla. Los
animales se mantuvieron con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (luz a las 8 de la
mafana, ausencia de luz a las 8 de la tarde). La habitacion se mantuvo a una temperatura
de 22°C y una humedad del 43%.

4.2. Diseino del estudio experimental

El experimento consté de dos fases. La primera es la fase basal, en la cual todos los
animales tuvieron disponibilidad AL de comida y agua. La segunda es la fase experimental,
donde se establecieron, para cada sexo, dos grupos experimentales. El grupo AL,
constituido por 3 de los 5 machos y 2 de las 4 hembras, continu6é con disponibilidad “ad
libitum” de comida, y al grupo RC, constituido por los 2 machos y 2 hembras restantes, se
le restringié la comida en un 30% respecto a la ingesta promedio durante la fase basal. En
el Anexo | se recogen los valores del peso de cada rata, a lo largo de ambas fases. Los
valores de la comida remanente, asi como de la ingesta de comida, ésta ultima, calculada
como la diferencia del peso de la rata y la comida remanente, figuran en el Anexo Il. La
disponibilidad de comida AL se definid como la cantidad de comida disponible de forma
ilimitada, por lo que el animal para de comer en el momento maximo de saciacion. La
restriccion caldrica se definié como una reduccion de la ingesta caldrica a partir de la ingesta
AL, manteniendo una ingesta adecuada de nutrientes (Waziry et al., 2023). Esto implica
que solo se ha restringido la cantidad de comida (Ritskes-Hoitinga, 2012). En el Anexo Il
se pueden consultar las propiedades y composicion de la misma. En el caso de los machos,
la fase basal durd 15 dias, y la fase experimental, duré 132 dias. En el caso de las hembras,
la fase basal dur6 9 dias, y la fase experimental duré 97 dias. Esta diferencia en la duracion
de las fases entre machos y hembras se debid simplemente a una cuestion logistica, dado
que el experimento se llevo a cabo paralelamente a su disefio, por lo que las condiciones
no fueron las ideales.

Es en la fase experimental donde se llevaron a cabo las sesiones, realizandose una
por dia. Se utilizé un entrenamiento previo en tareas de toma de decisiones perceptivas,
seguido de la evaluacion del rendimiento en tareas basadas en valor. Dado que la
recompensa es la disponibilidad de agua, se les privo de ésta 24 horas antes de la primera
sesion conductual. Para efectuar la tarea, se han utilizado “nosepokes” (NP), que son
aberturas localizadas en la caja experimental, donde la rata introduce la nariz, de manera
que interrumpe un laser que cruza estas aberturas, y esto es detectado por un ordenador.
De esta forma, sabemos que la rata ha estado ahi. Se definié un “ensayo” completado
dentro de la tarea, como el recorrido de la rata desde el NP central (NPc), hasta uno de los
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NPs de respuesta (NPr) y por ultimo hasta el NP de recompensa (NPrw). En cada ensayo,
la rata tuvo que seleccionar en primer lugar el NPc. Seguidamente, debio elegir de entre
varios NPr, aquel asociado a la respuesta correcta. En un primer enfoque, la respuesta
correcta estuvo asociada al mayor tamafo de recompensa, y en un segundo enfoque, a
una mayor probabilidad de ser recompensado. Los animales debieron aprender cual es la
respuesta correcta y seleccionarla. Esta asociacion respuesta-recompensa se establecid
aleatoriamente antes de comenzar la tarea, y reestablecio durante la misma cuando finalizé
la fase de aprendizaje y alcanzoé la fase asintotica, en lo que el rendimiento se estabiliza.
De esta forma, el animal tenia que volver a “aprender” la mejor opcion, obteniéndose asi
varios ciclos de aprendizaje-asintota, denominados “bloques” (Figura 1).

Aprendizaje Asintota Aprendizaje Asintota Aprendizaje Asintota

- - - - - o T -

=]

I=

g Respuesta —® Respuesta —™
E_ - Recompensa - Recompensa

H° de ensayos

Figura 1. Representacion grafica de los ciclos de aprendizaje-asintota en las tareas basadas en valor. Eje X:
numero de ensayos; eje Y: rendimiento. Al comenzar la tarea, hay una fase de aprendizaje en la cual el
rendimiento aumenta, hasta llegar a una meseta correspondiente a la fase asintética, en la cual, el rendimiento
se estabiliza y ya no hay aprendizaje. En este punto, se cambia la asociacion respuesta-recompensa y, en
consecuencia, el animal debe volver a aprender, comenzando asi un nuevo ciclo. Adaptado de Pardo Vazquez
(2019).

El criterio para avanzar de bloque hace referencia a un minimo de respuestas
“correctas” consecutivas, que significa que la rata esta escogiendo la opcién “correcta”
porque ha entendido que lo es, y no por simple azar. Los resultados se visualizaron a tiempo
real en una pantalla conectada a un microcontrolador.

En la Tabla 1 se describen los significados de los abortos establecidos durante la
tarea. Abandonar el NP demasiado pronto implica estocasticidad en el comportamiento de
la rata. Es decir, la rata permanece en el NP por un periodo tan corto de tiempo que se
considero6 simple azar, y no debido a una decision propia.

Tabla 1. Codificacion y descripcion de los distintos tipos de abortos establecidos.
Codigo
del aborto

Significado

Abandona el NPrw demasiado pronto
Responde al NPr pero no se dirige al NPrw
Responde al NPc pero abandona el NPr demasiado pronto
Responde al NPc pero no alcanza ningiin NPr
Responde al NPc pero lo abandona antes de tiempo
No alcanza el NPc




4.3. Adaptacion de las cubetas de estabulacion

Durante todo el experimento, los animales fueron estabulados en cubetas
modificadas para controlar la ingesta de comida de cada animal individualmente. Los
animales se mantuvieron por parejas de un mismo sexo, lo cual es importante, ya que
parece que las ratas estabuladas individualmente se ven influenciadas negativamente en
lo que respecta a su salud metabdlica (Schipper et al., 2018).

Las cubetas de estabulacion fueron equipadas con depdsito de agua y comida, lo
que se mantuvo controlado segun el grupo experimental (AL o RC). En la Figura 2 se
muestra una de estas cajas.

Figura 2. Cubeta de estabulacion. Cada cubeta estuvo disefiada para una pareja de animales. Se observa
que esta dividida en dos partes, cada una equipada con un depésito de agua.

4.4. Construccion de la caja experimental

Durante la tarea, los animales se mantuvieron en 5 cajas especiales fabricadas por
el equipo que forma parte del grupo de investigacion. En la Figura 3 se observa el proceso
de fabricacion de las mismas.

Figura 3. Proceso de fabricacion de las cajas de comportamiento. Arriba: se observan las aberturas en la caja,
donde se colocaron los NPs, inicialmente previstos 5. Abajo: se observan 2 NPs, el NPc (arriba) y el NPrw
(abajo). También se observa la red de cables necesarios para recoger y visualizar los datos en el ordenador.
Se amplié la toma de tierra (GND) y la toma de 5V (+5V) con un conector cada uno de 19 contactos, para
facilitar las conexiones.



Las cajas de comportamiento o experimentales contaban con los NPs, cada uno
asociado a un sensor que detecta la nariz de la rata, y también con LEDs que sirvieron
como pistas visuales para guiar a las ratas. Las cajas experimentales tenian un depédsito de
agua de 20 mL, con una valvula solenoide que dispensaba la cantidad requerida a través
de un tubo colocado en el NPrw.

Las cajas se dispusieron en un armario lejos de agentes contaminantes como luz o
sonido, para no interferir en el comportamiento normal del animal durante la tarea.

Antes del comienzo de la sesion conductual, es importante verificar el funcionamiento
de las valvulas que dispensan el agua en las cajas de experimentacion, para asegurarse
de que proporcionan la cantidad de agua preestablecida. También se comprobd el buen
funcionamiento de los sensores de los NPs asi como de los LED. En la Figura 4 se ilustran
varias cajas de comportamiento una vez acabadas, dentro del armario justo antes de
comenzar la tarea.

Figura 4. Cajas de comportamiento en el momento de comenzar la tarea.

También se consider6 rotar a los animales de las cajas experimentales en cada
tarea, para evitar los posibles sesgos derivados de que una misma rata utilizase siempre la
misma caja.

4.5. Tareas conductuales

Antes de la tarea de decision basada en el valor, los animales fueron entrenados en
una tarea de toma de decisiones perceptivas. En base a experiencias previas del equipo
investigador, se espera que de esta forma se desempefen mejor en tareas posteriores.

4.5.1. Decisiones perceptivas

Las decisiones perceptivas se basaron en la localizacion del sonido en el eje
horizontal, ya que se utilizan dos modalidades sensoriales (visual y auditiva) para indicar a
los animales qué hacer en cada momento de la tarea, es decir, en detectar si el sonido mas
intenso procede de la izquierda o la derecha. Para ello, se utilizaron cajas de
experimentacion equipadas con un NPc, dos NPs laterales, dos altavoces, localizados uno
en la parte derecha y otro en la parte izquierda, y un NPrw, mediante el que se le
administraba a la rata una gota de agua cuando resolvia correctamente la tarea. El animal
comienza la tarea cuando toca el NPc. A continuacion, se les presenta un sonido de banda
ancha a través de uno de los altavoces laterales. Tan pronto como el animal abandona el
NPc, el sonido cesa. El objetivo de la rata ahora es indicar, aproximandose al NP izquierdo
o derecho, de donde venia el sonido. Si elegia la respuesta correcta, recibia agua como
recompensa a través del NPrw. Esta tarea tiene la ventaja de utilizar dos modalidades
sensoriales (auditiva y visual, al ir encendiendo los LEDs para sefalar los NPs disponibles)
para guiar el comportamiento de la rata y ensefarle la secuencia necesaria para resolver la
tarea.
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4.5.2. Decisiones basadas en valor

La toma de decisiones basadas en valor se llevd a cabo en las cajas de
experimentacion. En un principio, se quiso enfocar la tarea con tres alternativas de
respuesta posibles. En este primer enfoque, la rata comenzdé la tarea en un NPc. A
continuacién, 3 NPr se volvieron disponibles. Uno de ellos no estuvo asociado a ninguna
recompensa (respuesta incorrecta), otro a una recompensa pequefia (respuesta
incorrecta), y otro a una recompensa grande (respuesta correcta). La recompensa se baso
en diferentes cantidades de agua, y el criterio para avanzar de bloque, se establecio en la
seleccidn de la respuesta correcta en 4 de los ultimos 6 ensayos.

Al iniciar la tarea, en el ordenador se visualizé una ventana nueva con una figura,
que se actualizaba a medida que la rata hacia la tarea. Esta figura tenia un aspecto como
el que se muestra en la Figura 5, que representa un ejemplo para una rata macho con
disponibilidad ad libitum (caja 1, sesién 9, bloque 2):

15

Resultado del ensayo
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Figura 5. Representacioén grafica del resultado de una de las ratas macho con disponibilidad ad libitum durante
el transcurso de una tarea (caja 1, sesion 9, bloque 2) consistente en 160 ensayos. El eje X indica cada uno
de los ensayos que realizé la rata, y en el eje Y se representan 3 elementos del ensayo, diferenciados por el
color: (a) los 3 NPs de respuesta posibles se representaron en el 1, 2 y 3, apareciendo en verde aquella
opcion elegida, (b) el bloque en el que se encuentra el animal durante el experimento se representé en negro,
y (c) los abortos del experimento (-1, -2, -3, -4, -5) se representaron en rojo.

Sin embargo, dado que el proceso de entrenamiento requeria varias semanas, se
considerd un cambio de enfoque. De acuerdo con la literatura, la mayor parte de autores
trabaja con dos alternativas (en lugar de tres) y con probabilidades de acierto y castigo con
roedores (Verharen et al., 2020; Miller et al., 2022), es decir, la asociacion respuesta-
recompensa no es deterministica, sino probabilistica. De esta manera, la rata comenzo6
también la tarea en un NPc y, a continuacion, 2 NPr se volvieron disponibles. Uno de los
NPr, la respuesta correcta, estaba asociado a un 80% de probabilidad de recompensa y a
un 20% de probabilidad de penalizacion. La otra opcion, la respuesta incorrecta, estaba
asociada a un 20% de recompensa y a un 80% de penalizacion. La rata debié aprender
cual es la respuesta correcta y escogerla. La recompensa consistio en una gota de agua de
50 pL. La penalizacion, en 5 segundos de espera, sin poder iniciar un nuevo ensayo. El
criterio establecido para cambiar de bloque fue de 6 respuestas consecutivas de la opcion
correcta (ya sea que le de recompensa o no). En el siguiente bloque, las respuestas se
invirtieron, de tal forma que el NP que tenia asociada la mayor probabilidad de recompensa
(80%), ahora tiene la menor probabilidad de recompensa (20%), y el NP asociada a la
menor probabilidad de recompensa (20%), ahora tiene la probabilidad de recompensa
mayor (80%). En la Figura 6 se representa esta tarea.



Optima / \ No 6ptima

Recompensada No recompensada Recompensada No recompensada

Figura 6. Representacion de la tarea basada en 2 alternativas de respuesta, con probabilidad de acierto y
castigo. 1zq.: eleccién de la respuesta éptima, asociada a un 80% de obtener recompensa y 20% de obtener
castigo. Dcha.: eleccion de la respuesta incorrecta, asociada a un 20% de obtener recompensa y 80% de
obtener castigo.

Al igual que en el caso anterior, se pudo visualizar en el ordenador la consecucién
de la tarea mientras se realizaba, mediante la Figura 7, que representa un ejemplo para
una rata hembra bajo restriccion calérica (caja 1, rata n° 2, sesion 5, bloque 2).
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Figura 7. Representacion grafica del resultado de una de las ratas hembra bajo restriccion calérica durante el
transcurso de una de las tareas (caja 1, n° 2, sesion 5, bloque 2). El eje X indica el nimero de ensayos que
realizé larata. En el eje Y se representaron 3 elementos. (a) Los 2 NPs de respuesta posibles se representaron
en el 1y 2. Los asteriscos verdes indicaron respuesta en el NP 1 6 2 en la que la rata obtuvo recompensa,
independientemente de si se trataba de la opcién correcta o no (pudo obtener recompensa con una
probabilidad del 80% que es la respuesta correcta, pero también del 20% de la respuesta incorrecta). Los
asteriscos rojos indicaron respuesta en el NP 1 6 2 en la que la rata obtuvo penalizacion, independientemente
de si se trataba de la opcion éptima o no (pudo obtener penalizacion con una probabilidad del 20% que es la
respuesta correcta, pero también del 80% de la respuesta incorrecta). (b) EI NP con la opcién correcta se
representd en negro, y los asteriscos del mismo color representados en el 3 indicaron un cambio en la
asociacion respuesta-recompensa porque la rata inicié un nuevo bloque. (c) Los abortos del experimento (-1,
-2, -3, -4, -5) se representaron en azul.



En cualquiera de los enfoques, tras finalizar la sesién, el programa se par6 y cada
rata se introdujo en su cubeta de estabulacidén correspondiente. Para finalizar, se limpiaron
las cajas y se dejaron las puertas del armario abiertas para su ventilacion.

En la Figura 8 se representa la caja experimental, en un principio con 3 alternativas
(izq.) y después con 2 alternativas de respuesta (derecha).

Figura 8. Izq.: caja de conducta para la tarea de toma de decisiones basadas en valor con 3 alternativas de
respuesta. Se representan los NPs de respuesta 1, 2y 3 (NPr 1, NPr 2 y NPr 3), el NP central (NPc) y el NP
de recompensa (NPrw). Dcha: caja de conducta para la tarea de toma de decisiones basadas en valor con 2
alternativas de respuesta. Se representan los NPs de respuesta 1y 2 (NPr 1 y NPr 2), el NP central (NPc) y
el NP de recompensa (NPrw). Modelos desarrollados por José Luis Pardo Vazquez mediante el programa
SketchUp en su version del 2017.

4.6. Variables

Cada rata esta identificada con un codigo con 4 digitos: disponibilidad de comida (1=
AL, 2= RC), numero de caja de alojamiento (1,2), sexo del animal (1= hembra, 2= macho),
y numero de rata dentro de su caja (1, 2).

La variable independiente es el grupo al que pertenece la rata (AL, RC) en funcion
de la disponibilidad de comida. Las variables de estudio son:
e Precision: como de bien realizan la tarea.

o Ensayos completados en cada una de las sesiones. Se determiné tanto si el ensayo
estaba completado (0= no, 1= si) como el porcentaje de ensayos completados en cada
sesion.

o Ensayos en los que consiguieron recompensa en cada una de las sesiones. Se
determind tanto si en el ensayo la rata habia conseguido recompensa (0= no, 1= si)
como el porcentaje de ensayos en los que la rata consiguiéo recompensa en cada
sesion.

o Tamafo de bloque. Se refiere al numero de bloques que la rata realiza por sesion.

e Velocidad (segundos): como de rapido hacen la tarea

o Tiempol/latencia de inicio: tiempo que tarda la rata en iniciar el ensayo desde que se
enciende el NPc (que indica que el ensayo puede comenzar).

o Tiempo de reaccion: tiempo que tarda la rata en ir a uno de los NPs de respuesta desde
gue se inicia el ensayo.

o Tiempo de recompensa: tiempo que tarda la rata en ir desde el NPr elegido hasta el
NPrw.

4.7. Metodologia estadistica

Debido a la gran asimetria en la distribucion de los tiempos, éstos se han
transformado a una escala logaritmica.

Se han usado modelos lineales generales de medidas repetidas. Para las variables
respuesta binarias (completado si/no, recompensa si/no), se usé la familia binomial.

Se ha utilizado el software R con su version 4.1.2, mediante el entorno RStudio, y
con un nivel de significacion de o = 0.05.

10



5. Resultados

En la Tabla 2 se muestra el numero de ensayos efectuados por cada rata, para cada
una de las sesiones, y en la Tabla 3, un estudio descriptivo de estos valores.

Tabla 2. NiUmero de ensayos en cada una de las 17 sesiones, efectuados por cada una de las ratas. Se muestran
los valores de la media, desviacion tipica (SD), rango intercuartilico (IQR), los valores minimo y maximo y los 3
cuartiles (Q1, Q2, Q3).
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Tabla 3. Estudio descriptivo del nUmero de ensayos en cada una de las 17 sesiones, efectuados por cada
una de las ratas. Se muestran los valores de la media, desviacion tipica (SD) y los valores minimo y maximo.
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5.1. Precision en la toma de decisiones basadas en valor

En la Tabla 4 se presenta un estudio descriptivo del porcentaje de ensayos
completados y en los que obtuvieron recompensa, asi como del tamafio de bloque.

Tabla 4. Estudio descriptivo del porcentaje de ensayos completados y de ensayos en los que obtuvieron
recompensa, asi como el numero de bloques realizados por sesion. Se muestran los valores de la media,
desviacion tipica (SD), rango intercuartilico (IQR), los valores minimo y maximo y los 3 cuartiles (Q1, Q2, Q3).

PORCENTAJE (%) DE ENSAYOS EN CADA SESION
| [ Media | SD | QR | Min | Max [ Q1 | Q2 |
Ensayos 26.459
completados
Ensayos en

los que
obtuvieron RC | 39.423 8.193 9.280 9.259 50.964 35.730 | 41.009
recompensa

NUMERO DE BLOQUES REALIZADOS POR SESION

Tamafiode | AL | 331.435 | 151.221 1341

bloque RC | 355.559 115.750 299.500 415.250




Se estudia, en primer lugar, bajo qué condiciones de disponibilidad de comida las
ratas presentan mejores resultados en lo relacionado con completar los ensayos.

Para cada rata, se anoté si completaba (1= si, 0= no) cada uno de los ensayos
(fluctuan entre 76 y 840 segun la rata y sesion) que formaban cada sesién. La Figura 9
muestra la probabilidad estimada de que cada una de las ratas complete un ensayo. Como
se puede observar, la probabilidad de que una rata del grupo RC complete un ensayo es
significativamente mayor que para una rata del grupo AL (p < 0.001).
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Figura 9. Probabilidad estimada de que cada una de las ratas del grupo AL y RC complete un ensayo, con su
correspondiente 95% intervalo de confianza.

La precision de los resultados de las ratas en relaciéon a la complecion se puede
medir también por el porcentaje de ensayos completados en cada sesion (ver Tabla 4). En
la Figura 10 se representa el porcentaje de ensayos completados en cada sesién por cada
una de las ratas del grupo AL y RC. Se observa que las ratas del grupo AL presentan una
mayor variabilidad en el porcentaje de ensayos completados. Dentro de cada grupo (AL y
RC), no hay diferencias significativas entre las ratas (p = 0.908). Sin embargo, si hay
diferencias entre los grupos AL y RC, siendo significativamente mayor, por término medio,
el porcentaje de ensayos completados en cada sesion en las ratas del grupo RC (76.33%
frente a 69.22%, p = 0.029).
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Figura 10. Diagrama de cajas que representa el porcentaje de ensayos completados en cada sesion por cada
una de las ratas en los grupos AL (rojo) y RC (azul).
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En segundo lugar, se muestran los resultados de las ratas que estan relacionados
con la recompensa.

Para cada ensayo, se tuvo en cuenta si la rata conseguia la recompensa (1= si, 0=
no). La Figura 11 representa la probabilidad estimada de obtener recompensa en cada
ensayo por cada una de las ratas del grupo AL y RC. Como se puede apreciar, no hay
diferencias significativas en la probabilidad de obtener recompensa en un ensayo entre los
grupos RC y AL (p = 0.270).
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Figura 11. Gréfico que representa la probabilidad estimada de ensayos en los que obtuvieron recompensa en
las ratas del grupo AL y RC.

Ademas, en cada sesion, se ha calculado el porcentaje de ensayos en los que
obtuvieron recompensa cada una de las ratas del grupo AL y RC (ver Figura 12 y Tabla 4).
De nuevo, se observa mas variabilidad en las ratas del grupo AL. Dentro de cada grupo, no
hay diferencias significativas entre las ratas (p = 0.412). Sin embargo, si hay diferencias
significativas entre AL y RC, siendo el porcentaje de ensayos con recompensa, por término
medio, mayor en las ratas bajo RC (39.42% vs 35.86%, p = 0.046).
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Figura 12. Diagrama de cajas que representa el porcentaje de ensayos en los que obtuvieron recompensa en
los grupos AL (rojo) y RC (azul).
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Finalmente, se ha estudiado el tamafo del bloque, es decir, el numero medio de
bloques ejecutados por sesioén (ver Figura 13). El nimero medio de bloques ejecutados por
sesion es mayor en RC (355.56 + 95.78) frente a AL (331.44 1+ 151.22), pero esta diferencia
no es estadisticamente significativa (p = 0.258).
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Figura 13. Diagrama de cajas que representa el tamafo de bloque en los grupos AL (rojo) y RC (azul).

5.2. Velocidad de la toma de decisiones basadas en valor

En la Tabla 5 se presenta un estudio descriptivo de los diferentes tiempos medidos.

Tabla 5. Resumen descriptivo de los tiempos de inicio, reaccion y recompensa. Se muestran los valores de la
media, desviacion tipica (SD), rango intercuartilico (IQR), los valores minimo y maximo y los 3 cuartiles (Q1,
Q2, Q3).

VELOCIDAD DE LAS TAREAS
| IMedia| sD | IGR | Min [ Max | Q1 | @2 [ Q3
Tiempo de

inicio 4.684
52

: : 0.044 | 131.764
reaccion . . 1.678 | 0.034 | 39.926
Tiempo de . 0.437 | 0.383 | 106.225

51 285

recompensa . 0. 0.232 | 18.604

En referencia a la latencia de inicio, existe bastante variabilidad en la respuesta de
cada rata, tal y como se observa en la Figura 14. Dentro de cada grupo, se observan
diferencias significativas entre los tiempos de cada rata (p < 0.001), aunque parecen
necesitar mas tiempo de inicio las ratas macho (tercer cifra del codigo identificativo= 2) que
las hembra (tercer cifra del coédigo identificativo= 1). Ademas, se aprecia una disminucion
significativa de la latencia de inicio en condiciones de RC respecto a AL (3.86 seg. frente a
4.70 seg., p < 0.001).
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Figura 14. Diagrama de cajas que representa la latencia de inicio (en escala logaritmica) en los grupos AL
(rojo) y RC (azul).

En cuanto al tiempo de reaccién, dentro de cada grupo, se observan diferencias
significativas entre los tiempos de cada rata (p < 0.001). Ademas, tal y como se observa en
la Figura 15, se aprecia un aumento significativo del tiempo de reaccion en condiciones de
RC respecto a AL (2.87 seg. vs 2.69 seg., p <0.001).
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Figura 15. Diagrama de cajas que representa el tiempo de reaccion (en escala logaritmica) para cada una de
las ratas en los grupos AL (rojo) y RC (azul).
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En cuanto al tiempo de recompensa, se observan una gran cantidad de tiempos
atipicamente altos en la respuesta de cada rata y, algunas ratas, tiempos atipicamente
bajos, tal y como se observa en la Figura 16. Dentro de cada grupo, se observan diferencias
significativas entre los tiempos de cada rata (p < 0.001). Ademas, el tiempo de recompensa
en condiciones de RC es significativamente menor que en grupo AL (1.51 seg. frente a 1.72
seg., p <0.001).
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Figura 16. Diagrama de cajas que representa el tiempo de recompensa (en escala logaritmica) en los grupos
AL (rojo) y RC (azul).

6. Discusion

En este estudio experimental con ratas SD, hemos observado diferencias
significativas en la precisién segun la disponibilidad de comida. Por una parte, la RC
aumenta el porcentaje de ensayos completados por sesion, asi como la probabilidad de
que un ensayo se complete, en comparacién con AL. Por otra parte, la RC aumenta el
porcentaje de ensayos en los que obtuvieron recompensa, aunque no se han encontrado
diferencias significativas en la probabilidad de obtener recompensa en un ensayo, entre el
régimen RC y AL. En cuanto al numero medio de bloques ejecutados por sesion, no hay
diferencias significativas entre AL y RC. Hemos observado diferencias significativas en la
velocidad en la toma de decisiones basadas en valor, cuando se someten a un patron de
RC del 30% en comparacion con AL. La RC aumenta la velocidad, tanto en la latencia de
inicio como en el tiempo de recompensa. Sin embargo, el tiempo de reaccion se ve
aumentado bajo un régimen RC, es decir, las ratas mantenidas con un régimen de RC son
mas lentas. Quizas, esta sea la causa de que las ratas mantenidas bajo RC tomen mejores
decisiones en general, en comparacion con AL, porque toman la decision mas lentamente.

Como se ha mencionado, no nos consta que se haya estudiado el efecto de la
disponibilidad de comida sobre la toma de decisiones basadas en valor, pero si sobre
procesos cognitivos como la atencion o la memoria, asi como en la salud en general.
Investigaciones realizadas en gusanos, ratones, e incluso primates, evidencian que un
régimen de alimentacion RC retrasa la tasa de envejecimiento (Simons et al., 2013; Waziry
et al.,, 2023), aumenta la esperanza de vida (Liang et al., 2018) y, por lo tanto, las
enfermedades asociadas a ella (Fusco & Pani, 2013). La RC constituye el régimen de
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prevencion del cancer mas potente y de accién mas amplia en modelos experimentales de
carcinogénesis (Hursting et al., 2003) mediante cambios en mediadores inmunolégicos,
metabodlicos, inflamatorios y endocrinos (Xu & Rogers, 2020). En el Anexo VI se muestran
los resultados de un patron RC, sobre la esperanza de vida e incidencia de tumores en
ratones. La RC mejora el aprendizaje de la extincion del miedo (Riddle et al., 2013) y la
memoria (Hashimoto & Watanabe, 2005) en ratones. En humanos, la RC mejora los
procesos de consolidacion (Witte et al., 2009), la memoria (Popov et al., 2020; LU et al.,
2023; Arjmand et al., 2022) y la atencion (Horie et al., 2016; Leclerc et al., 2020; Arjmand
et al., 2022). En un estudio llevado a cabo por Pifferi et al. (2018), se observé que una RC
también del 30%, aumentaba la esperanza de vida del |émur ratdon gris (Microcebus
murinus) en un 50%, al reducir las enfermedades asociadas a la edad. La RC preservaba
la materia blanca, pero aceleré la pérdida de materia gris. Sin embargo, la RC no moduld
el rendimiento cognitivo y conductual (Pifferi et al., 2018). Como contrapartida, en un estudio
reciente, no se observo efecto de la RC en la memoria de trabajo espacial (Silver et al.,
2023).

Los mecanismos subyacentes a los beneficios de la RC se basan en adaptaciones
metabdlicas e inmunomoduladoras (Fontana et al., 2021) que incluyen respuestas
antiinflamatorias, reduccion del estrés oxidativo neural, aumento de la plasticidad sinaptica
y neurogénesis e induccibn de diversos factores de estrés y factores
neurotroficos/neuroprotectores (Gillette-Guyonnet & Vellas, 2008; Gomez-Pinilla, 2008).
Una hipétesis ampliamente aceptada, que comprende varios de estos procesos, sugiere
que la RC promueve la hormesis, es decir, una respuesta de estrés neuronal moderada
(Fusco & Pani, 2013). La RC mejora la funcion cognitiva mediante la modulacioén del sistema
dopaminérgico del mesencéfalo (Cornier et al., 2009; Higgs et al., 2017). En el Anexo IV se
ha incluido un esquema que resume algunas de las adaptaciones promovidas por la RC
mas en detalle.

La baja disponibilidad de ratas para el experimento resultd ser un inconveniente a la
hora de obtener una buena representacion estadistica. Quizas, esta sea la razén de que
los resultados no sean demasiado claros, ya que dependiendo de la variable medida, el
régimen RC a veces representa una ventaja y otras veces no. También puede ser la
explicacion de la variacion intraespecifica en los tiempos de inicio y recompensa, en ratas
que han estado bajo las mismas condiciones de alimentaciéon o ambientales.

La restriccidon de agua previa a la primera sesion conductual tiene el propdsito de
motivar a las ratas para obtenerla como recompensa. Sin embargo, evitar la necesidad de
restringir el agua es una opcién a considerar. Existen estudios que investigan el uso de
agua no palatable, como agua con clorhidrato de quinina al 0,1% (Nicolaidis & Rowland,
1975) o acido citrico al 2% (Reinagel, 2018). En el experimento llevado a cabo por Reinagel
(2018), concluyeron mediante la experimentacién con ratas Long Evans, que la
concentracion adecuada de acido citrico era del 2%. Utilizar agua no palatable establece
un limite entre la sed fisioldgica y la sed heddnica, de forma que las ratas beben menos en
comparacion con agua sola, manteniendo el peso y la salud general. Esto tiene ventajas
logisticas, por la menor necesidad de intervencion. También es beneficioso para el
bienestar de la rata, ya que la acidificacion inhibe el crecimiento bacteriano y afecta al
microbioma intestinal, esto ultimo, protegiendo contra la diabetes tipo 1.

El presente trabajo se centra en la disponibilidad de comida, pero en un futuro, seria
interesante investigar la asociacion entre accesibilidad y toma de decisiones (tanto
perceptivas como basadas en valor). Es posible que no sélo importe la cantidad de comida
disponible, sino también la manera en que se accede al alimento. En nuestro entorno
evolutivo, el acceso a la comida implicaba un esfuerzo, tanto fisico como cognitivo. Era vital
explorar y aprender acerca de los lugares y comportamientos que nos permitian conseguir
alimentos. En las sociedades desarrolladas modernas, se tiene acceso casi libre a una
enorme cantidad de alimentos. Las actividades de esfuerzo fisico y cognitivo han perdido
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su utilidad y significado. También resultaria interesante utilizar en nuevas investigaciones
sobre la toma de decisiones, modelos de aprendizaje por refuerzo, como el modelo clasico
de “Rescorla and Wagner” y sus extensiones, que describen mejor el comportamiento de la
rata en la tarea, porque incluyen mas parametros, de manera que es mas facil detectar lo
que varia entre la RC y AL. Estos parametros son el aprendizaje positivo, aprendizaje
negativo, persistencia en la respuesta (mide cdmo de probable es que una rata siga en una
alternativa, le de recompensa o no) y exploracion vs explotacién (mide como de probable
es que una rata siga en una alternativa que le proporciona recompensa).

7. Conclusiones

En referencia a la precision, la RC aumenta el porcentaje de ensayos completados
por sesién, asi como la probabilidad de que un ensayo se complete, en comparacion con
AL. La RC aumenta el porcentaje de ensayos en los que obtuvieron recompensa, aunque
no se han encontrado diferencias significativas en la probabilidad de obtener recompensa
en un ensayo, entre el régimen RC y AL. Tampoco hay diferencias significativas entre RC
y AL en cuanto al numero medio de bloques ejecutados por sesion.

La RC aumenta la velocidad, tanto en la latencia de inicio como en el tiempo de
recompensa. El tiempo de reaccion, sin embargo, es el unico parametro que se ve mejorado
bajo el régimen AL, siendo quizas ésta la causa de que las ratas mantenidas bajo un
régimen RC tomen mejores decisiones en general, en comparacién con AL.

Por lo tanto, dependiendo de la variable medida, los resultados obtenidos en el
experimento varian. A veces, la RC representa una ventaja, y otras veces no. Esto se debe
posiblemente a la baja disponibilidad de sujetos para realizar el experimento, pues con mas
cantidad de ratas se podrian haber extraido conclusiones mas claras. Aunque de manera
general, la hipotesis preestablecida se cumple. Se concluye que hay una tendencia general
a que el régimen de RC del 30% propuesto mejora la toma de decisiones basadas en valor
en roedores.

8. Conclusions

En referencia a precision, a CR aumenta a porcentaxe de probas completadas por
sesion, asi como a probabilidade de que se complete unha proba, en comparacion con AL.
A RC aumenta a porcentaxe de ensaios nos que obtiveron unha recompensa, ainda que
non se atoparon diferenzas significativas na probabilidade de obter unha recompensa nun
ensaio, entre o réxime RC e AL. Tampouco hai diferenzas significativas entre AL e CR en
canto ao numero medio de bloques executados por sesion.

RC aumenta a velocidade, tanto na latencia de inicio como no tempo de recompensa.
O tempo de reaccién, con todo, € o unico parametro que se mellora baixo o réxime de AL,
sendo esta quizais a causa do feito de que as ratas mantidas baixo un réxime de RC toman
mellores decisidons en xeral, en comparacion coa AL.

Polo tanto, dependendo da variable medida, os resultados obtidos no experimento
varian. As veces RC & unha vantaxe, e as veces non. Isto débese posiblemente & pouca
dispoiibilidade de suxeitos para levar a cabo o experimento, xa que con mais ratas
poderianse sacar conclusidons mais claras. Ainda que en xeral, cumprese a hipdtese
preestablecida. Concluese que hai unha tendencia xeral de que o réxime de CR proposto
ao 30% mellora a toma de decisions baseada en valores nos roedores.
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9. Conclusions

In reference to accuracy, CR increases the percentage of trials completed per
session, as well as the probability of a trial being completed, compared to AL. CR increases
the percentage of trials in which they were rewarded, although no significant differences in
the probability of reward on a trial were found between the CR and AL regimen. There are
also no significant differences between AL and CR in the average number of blocks
performed per session.

CR increases speed in both onset latency and reward time. Reaction time, however,
is the only parameter that is improved under the AL regime, perhaps the reason why rats
maintained under a CR regime make better decisions overall, compared to AL.

Therefore, depending on the measured variable, the results obtained in the
experiment vary. Sometimes CR is an advantage, and sometimes it is not. This is possibly
due to the low availability of subjects to carry out the experiment, since with more rats clearer
conclusions could have been drawn. Although in general, the pre-established hypothesis is
fulfilled. It is concluded that there is a general trend that the proposed 30% CR regimen
improves value-based decision-making in rodents.
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11. Anexos

Anexo l. Datos brutos del peso de las ratas

Tabla A1. Datos del peso (g) de las ratas macho a lo largo de la fase basal y fase experimental. En una misma
caja, una rata fue marcada para distinguirla de su compafiera, de tal modo que hay una “rata 1” y una “rata
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Tabla A2. Datos del peso (g) de las ratas hembra a lo largo de la fase basal y fase experimental. En una
misma caja, una rata fue marcada para distinguirla de su compafiera, de tal modo que hay una “rata 1” y una

“rata 2”.
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En la Figura A1 se representa la evolucion temporal del peso de las ratas macho a
lo largo de la fase basal y fase experimental.

Evolucion del peso (g) de las ratas macho

Fase basal Fase experimental
800
750
700
S 650
g 600
L 550
500
450
400
350
300
T N N N ;- S S
oo PP P PP PP PP PP
SUZS U U\ U\ U\ U USSP\ S U U U N U U
NEIPRNGPRSGR S M ML LA AN RN S A C
S N Y (N N . . N Y. | S SN R
Tiempo
—e—AL Caja 1 Rata 2 —e—AL Caja 2 Rata 1 —o—AL Caja 2 Rata 2
RC Caja 1 Rata 1 —o—RC Caja 1 Rata 2 —o—AL Caja 1 Rata 1

Figura A1. Evolucién temporal del peso de las ratas macho a lo largo de la fase basal y fase experimental.

En la Figura A2 se representa la evolucion temporal del peso de las ratas hembra a
lo largo de la fase basal y fase experimental.

Evolucion del peso (g) de las ratas hembra

Fase basal Fase experimental

<
N Ll |
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350

Peso (g)

250

200

150
25/12/202209/01/202324/01/202308/02/202323/02/202310/03/202325/03/202309/04/202324/04/202309/05/2023

Tiempo

O®ALRata1 ®ALRata2 ®RC Rata1 RC Rata 2

Figura A2. Evolucién temporal del peso de las ratas hembra a lo largo de la fase basal y fase experimental.
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Anexo Il. Datos brutos de la comida

Tabla A3. Datos del peso de la comida (g) de las ratas macho a lo largo de la fase basal y fase experimental.

Peso comida (g) ratas macho

Grupo
Rata

Inicio fase basal
07/12/2022

08/12/2022
09/12/2022
10/12/2022
11/12/2022
12/12/2022
13/12/2022
14/12/2022
15/12/2022
16/12/2022
17/12/2022
18/12/2022
19/12/2022 119
20/12/2022

21/12/2022

Inicio fase
experimental
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04/01/2023
05/01/2023
06/01/2023
07/01/2023
08/01/2023
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| o4 | 116 | 82 |
| 67 | o7 | 52 |
| 72 | 185 | 167 |
| 145 | 150 | 135 |
| 18 | 139 | 107 |
| o8 | 113 | 75 |
| 73 | a7t | 168 |
| 46 | 142 | 136 |
| 119 | 113 | 104 |
| o8 | e | 70 |
| 68 | 70 | 38 |
| 79 | 128 | 138 |
| 153 | 104 | 106 |
| 125 | 76 | 72 |
| % | 48 | 38 |
| 76 | 171 | 167 |
| 150 | 152 | 133 |
| 123 | 128 | 102 |
| o7 | 106 | 72 |
| 7t | 8 | 40 |
| 46 | 65 | 168 |
| 20 | 44 | 134 |
| 74 | 179 | 102 |
146 | 155 [ 73 |
| 128 | 128 | 42 |
| o7 | 103 | 170 |
| 67 | o1 | 187 |
| 40 | - | 106 |
[ 18 | - [ 7 |
| ®2 | - | 4 |
| 165 | - | 169 |
53 | -] 140 |
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Tabla A4. Datos de la ingesta de la comida (g) de las ratas macho a lo largo de la fase basal y fase

expe
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Tabla A5. Calculo de la ingesta promedio de las ratas macho RC durante la fase basal

Grupo RC Caja 1
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Tabla AB. Calculo de la restriccion calorica propuesta (30%) sobre el valor promedio, para las ratas macho.

Grupo RC Caja 1

Tabla A7. Datos del peso de la comida (g) de las ratas hembra a lo largo de la fase basal y fase experimental.

Peso comida (g)

Grupo AL
Rata 1 Rata 2

(@)
c
]
o
Py
O

Rata 1

Inicio fase basal
17/01/2023

18/01/2023 145 152
19/01/2023 120 133
20/01/2023 110
21/01/2023
22/01/2023
23/01/2023
24/01/2023
25/01/2023

26/01/2023

Inicio fase
experimental
27/01/2023

28/01/2023
29/01/2023
30/01/2023
31/01/2023
01/02/2023
02/02/2023
03/02/2023
04/02/2023
05/02/2023
06/02/2023
07/02/2023
08/02/2023
09/02/2023
10/02/2023
11/02/2023
12/02/2023
13/02/2023
14/02/2023
15/02/2023
16/02/2023
17/02/2023
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18/02/2023

19/02/2023

20/02/2023

21/02/2023

22/02/2023

23/02/2023

24/02/2023

25/02/2023

26/02/2023

27/02/2023

28/02/2023

01/03/2023

02/03/2023

03/03/2023

04/03/2023

05/03/2023

06/03/2023

07/03/2023

08/03/2023

09/03/2023

10/03/2023

11/03/2023

12/03/2023

13/03/2023

14/03/2023

15/03/2023

16/03/2023

17/03/2023

18/03/2023

19/03/2023

20/03/2023

21/03/2023

22/03/2023

23/03/2023

24/03/2023

25/03/2023

26/03/2023

27/03/2023

28/03/2023

29/03/2023

30/03/2023

31/03/2023

01/04/2023

02/04/2023

03/04/2023

04/04/2023
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05/04/2023
06/04/2023
07/04/2023
08/04/2023
09/04/2023
10/04/2023
11/04/2023
12/04/2023
13/04/2023
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27/04/2023
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29/04/2023 182 181
30/04/2023 163 163
01/05/2023 145 144
02/05/2023 126 125
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Tabla A8. Datos de la ingesta (g) de la comida de las ratas hembra a lo largo de la fase basal y fase
experimental.
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Inicio fase
experimental
27/01/2023

28/01/2023
29/01/2023
30/01/2023
31/01/2023
01/02/2023
02/02/2023
03/02/2023
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Tabla A9. Calculo de la ingesta promedio (g) de las ratas RC hembra durante la fase basal

Tabla A10. Calculo de la restriccion calérica propuesta (30%) sobre el valor promedio de 10 dias, para las
ratas hembra.
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Anexo lll. Propiedades de la comida utilizada en el experimento

Pienso completo para roedores (cria y mantenimiento).

Composicion: Trigo, maiz, harinillas de trigo, harina de extraccion de soja descascaradas y
tostadas, gluten de maiz, aceite de soja, carbonato calcico, fosfato dicalcico mineral,

levaduras, cloruro sodico, pienso de gluten de maiz, 6xido de magnesio.

Tabla A11. Aditivos nutricionales de la comida.

Aditivos nutricionales Unidades

5000
1500

Tabla A12. Aditivos tecnoldgicos de la comida.

Aditivos tecnolégicos Unidades

Sepiolita

Tabla A13. Componentes analiticos de la comida.

Compt?r.lentes Unidades
analiticos
72,00
5

Proteina bruta
Grasa bruta

|
| Fibrabruta_| 450 |
| Cenizabruta | 6.00 |
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Anexo IV. Mecanismos antiinflamatorios promovidos por la RC (Fontana et al., 2021)

En la Figura A3 se representan los mecanismos que median los efectos
antiinflamatorios de la RC. La RC disminuye el tejido adiposo, por lo tanto, disminuye las
adipoquinas (el tejido adiposo es una fuente de adipoquinas, unos mediadores
proinflamatorios, como la adiponectina). Al disminuir el tejido adiposo, también disminuyen
marcadores de inflamacién sistémica como la proteina C reactiva (CRP) o el Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNFalfa). La RC disminuye los niveles de leptina y de IL-6 (mediador
inflamatorio).

La RC disminuye la formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGEs),
que se unen a su receptor RAGEs, y éste aumenta las citoquinas y la generacion de
especies reactivas al oxigeno (ROS). La RC disminuye la glucosa, y aumenta la enzima
superoéxido dismutasa-2 (SOD2), una enzima anticoagulante.

La RC aumenta los niveles de corticoesteroides, hormonas con accion
antiinflamatoria e inmunomoduladora. Disminuye los niveles de NFkB (involucrado en la
proliferacién celular).

La RC aumenta la actividad parasimpatica, y disminuye las células senescentes, las
cuales aumentan el fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). La RC cambia el
microbioma intestinal. Aumentan cepas bacterianas antiinflamatorias, como el género
Lactobacillus sp. o Firmicutes sp. Aumenta las células T reguladoras (Treg) y disminuye las
células T productoras de IL-17 (Th17).

/"« Adiposity ™\
" &leptin, CRE,

. TNFa, IL6 |
.+ adiponectin /

* Glucocorticoids
+NFkB

+ Senescent
cells

&
{ -

Changes in gut
microbiome
composition

+Thiz7, *+ Treg

+ Parasympathetic
tone
+ TNFa

+ Gfm
+ AGEs, ROS,

T 50D2

Figura A3. Principales mecanismos mediadores de los efectos antiinflamatorios de la RC. Se representan las
vias metabdlica, hormonal, microbiota intestinal e immune/inflamatoria (Fontana et al., 2021).
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Anexo V. Sistema dopaminérgico del mesencéfalo (Glimcher, 2014)

En la Figura A4 se representa el sistema dopaminérgico del mesencéfalo, que
participa en el “circuito de valoracion” del proceso de toma de decisiones basadas en valor.
Se encarga de formar los valores a partir de la experiencia. Se observan 3 cumulos de
neuronas dopaminérgicas en el centro del mesencéfalo, que envian mediante largos
axones, informacion al cértex frontal, cuerpo estriado (nucleo caudado, putamen y nucleo
Accumbens), hipocampo y amigdala.

Striatum

Caudate

Frontal Cortex

Putamen

Nucleus Accumbens

Amygdala

Figura A4. Sistema dopaminérgico del mesencéfalo. Se observan los 3 cimulos de neuronas dopaminérgicas
en el centro del mesencéfalo (Glimcher, 2014).
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Anexo VI. Comparacion entre ratones B6C3F1 alimentados bajo un régimen ad
libitum y alimentados bajo RC (Hart et al., 1995).

La RC produjo una reduccién del peso corporal en comparacién con la alimentacion
ad libitum, asi como una disminucion de la incidencia de tumores hepaticos en ambos
sexos. También disminuyo la incidencia de tumores pulmonares en los machos y de
linfomas malignos en las hembras. La restriccion alimentaria aumento la esperanza de vida,
especialmente en las hembras.

Tabla A14. Algunos efectos de patrones de alimentacion en ratones B6C3F1, sobre la esperanza de vida e
incidencia de tumores. Adaptado de Hart et al. (1995).

Tipo de tumor y
supervivencia

Tumores hepaticos (%

Tumores pulmonares (%

Linfomas malignos (%
Hemangiosarcoma (%
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