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Resumen

El suefo y la lactancia son procesos esenciales para la supervivencia del individuo y de
su descendencia. Mientras que una de las principales funciones del suefio es la restauracion
de energia, la lactancia es una de las etapas mas costosas energéticamente. Aunque las
estrategias para conciliar ambos comportamientos varian entre las distintas especies de
mamiferos, la hembra debe permanecer en un estado de vigilia tranquila o reposo para
amamantar adecuadamente. En algunas especies, como la rata, se ha descripto que la
eyeccion de leche es un evento asociado Unicamente al suefio de ondas lentas (SWS), por lo
que, si la rata se encuentra privada de suefio, la eyeccion no ocurre.

El sistema dopaminérgico es uno de los sistemas neurales que controlan tanto el suefio
como el comportamiento maternal, por lo que cambios en el mismo puede generar alteraciones
sobre ambos comportamientos. La inhibiciéon de los receptores D2 con farmacos como el
Haloperidol (HAL), disminuye algunos comportamientos maternales mientras facilita la
eyeccion de leche en ratas madres. A su vez, promueve el SWS en ratas macho. Este farmaco
es ampliamente utilizado a nivel clinico para tratar diversos trastornos psiquiatricos, como la
esquizofrenia, el cual se implementa sin distincion de género, y, aln mas importante, sin
diferenciar sobre mujeres lactantes.

En el presente trabajo nos propusimos determinar los efectos del HAL sobre el suefio en
ratas lactantes y analizar si dichos efectos estan correlacionados con la eyeccién lactea. Para
cumplir con este objetivo, se utilizaron ratas madres implantadas para registros
polisomnograficos el dia 1 postparto (PPD1). En el PPD-7-8 se realizaron las sesiones
experimentales donde se separaron las crias de su madre durante cuatro horas y se inyecté a
la madre con una dosis de HAL (0.4 mg/kg i.p.) o vehiculo una hora previo a colocar las crias
nuevamente en la caja materna. Se registré el suefio y la vigilia y, en forma simultanea, se
registré el comportamiento maternal. A su vez, se utilizé el peso de las crias como medida
indirecta de la eyeccion lactea.

Observamos un incremento del SWS en hembras lactantes al igual que lo que fue
evidenciado en ratas macho, junto con un aumento del suefio ligero y del transicional al REM,
lo cual no habia sido previamente descripto. A su vez, y, a diferencia a lo encontrado en
machos, el nimero de episodios de W y suefio NREM fueron mayores frente al tratamiento
con HAL. Por otro lado, observamos un aumento del peso de las crias, lo que sugiere un
incremento en la eyeccion de leche. No evidenciamos ninguna correlacion entre el aumento
de peso de las crias y el aumento de suefio en condiciones basales o con HAL,

Concluimos que el HAL promueve el SWS en ratas hembras lactantes y pareceria
aumentar la ciclicidad del suefio. Por otro lado, los datos sugieren que no existiria una relacion
entre el tiempo SWS y la eyeccidn lactea.



1. Introduccién

Tanto el suefio como la maternidad son comportamientos fundamentales para la
supervivencia del individuo y la especie. Durante la lactancia existen mdultiples cambios
fisioldégicos en la madre, tanto centrales como periféricos, que la hacen Unica en su fisiologia
(Pereira & Morrell, 2009; Bridges, 2008). Debido a que en la mayoria de las especies existe
una privacion o fragmentacién del suefio durante la lactancia, deben existir mecanismos que
permitan llevar a cabo ambos procesos sin que exista un riesgo para la fisiologia del animal
(Lyamin et al, 2007; Hunter et al., 2009). Por otro lado, el sistema dopaminérgico, mediante
sus amplias proyecciones y receptores a lo largo del sistema nervioso central, interacciona
con muchas de las areas reguladoras de la vigilia y el suefio, asi como de comportamientos
motivados como lo es el comportamiento maternal (Torterolo et al., 2016; Stern & Taylor,
1991). El haloperidol (HAL) es un farmaco antipsicético ampliamente utilizado a nivel clinico
para tratar diversos desdrdenes neuropsiquiatricos, implementandose sin distincién de género,
y, ain mas importante, sin diferenciar si son mujeres en periodo de lactancia. Es un
antagonista dopaminérgico competitivo y su principal sitio de accién son los
receptores dopaminérgicos de tipo D2 (Sahu, 2001). Uno de los efectos secundarios del HAL
son el incremento del suefio, que aun no han sido determinados en hembras lactantes, a pesar
de ser utilizado durante este periodo (Odhejo et al., 2017). Surge, por tanto, la necesidad de
estudiar los efectos del HAL en el suefio durante la lactancia.

1.1. Suefio y vigilia

Mientras que la vigilia (W) puede ser considerada un estado de interaccion 6ptima con el
ambiente que se acompafia de conciencia del medio externo y de ciertos estimulos generados
internamente (Torterolo & Vanini, 2010), el suefio puede ser definido como un estado de
inmovilidad rapidamente reversible y de capacidad de respuesta sensorial reducida (Siegel,
2008). El suefio puede ser dividido en dos grandes etapas: el suefio de movimientos rapidos
oculares (REM por su sigla en inglés) y el suefio no-REM (NREM). El suefio NREM, a su vez,
puede ser subdividido en suefio ligero (SL) y suefio profundo o suefio de ondas lentas (SWS;
Kryger et al., 2011).

Desde el punto de vista electroencefalogréfico, la W se caracteriza por presentar actividad
cortical desincronizada, de baja amplitud y alta frecuencia, junto con la presencia de actividad
muscular (Siegel, 1990). Por otro lado, el suefio NREM se determina por un patron
electroencefalografico sincrénico, con alta amplitud y baja frecuencia, acompafiado de un tono
muscular reducido, la temperatura y la actividad respiratoria levemente disminuidas y una
reduccién en la utilizacion de energia y en la actividad de la mayoria de las areas cerebrales
(Siegel, 1990). Por otro lado, el suefio REM, se caracteriza por una actividad cortical
desincronizada, ausencia de actividad muscular (atonia), movimientos oculares rapidos de
forma periédica (Siegel, 1990) y falta de regulacién en la respiracion, en la termorregulacion
(Kryger et al., 2011) y en la funcion cardiovascular (Reiner, 1986).

1.2. Comportamiento maternal

El comportamiento maternal se entiende como aquellas respuestas y comportamientos
llevados a cabo por la madre que aumentan la probabilidad de que su descendencia llegue a
la adultez (Numan, 1988). La expresion y el mantenimiento del comportamiento maternal
requiere de multiples procesos psicolégicos y fisioldgicos trabajando de forma sinérgica (Li,
2015). Durante el periodo postparto, la incidencia de desordenes psiquiatricos es mas alta que
en otros momentos de la vida de la mujer (Babu et al., 2015; Odhejo et al., 2017), lo que podria
llevar a un comportamiento maternal menos efectivo.



A pesar de las diferencias que existen en el comportamiento maternal entre distintas
especies de mamiferos, el amamantamiento o nursing es el comportamiento que, no solo nos
define como mamiferos, sino que también es el comportamiento maternal mas conservado
evolutivamente (Stern, 1989). Ademas de proveer nutricion y asegurar el crecimiento de las
crias, este comportamiento también les brinda soporte afectivo (Harlow, 1967; Bell et al.,
1974). La ausencia del contacto con la madre genera cambios fisiol6gicos y psicolégicos en el
desarrollo de las crias, a pesar de tener todas las necesidades fisiolégicas cubiertas
(Chatterjee et al., 2007; Faturi et al., 2010).

En la rata, el amamantamiento comienza con la estimulacién por parte de las crias luego
de que la madre se ubica sobre ellas, permitiéndoles comenzar a succionar. Esto genera una
mayor quietud de la madre y que, frente a mayor estimulacion, adopte posturas de
amamantamiento como la denominada quifosis, una de las posturas mas tipicas. Finalmente,
con mayor estimulacion, se producen las eyecciones lacteas (Stern, 1996). Es posible
cuantificar el volumen de eyeccion lactea de forma directa mediante bombas de presion
intramamaria (Voloschin & Tramezzani, 1979; Lincoln et al.,, 1980) o de forma indirecta
mediante el aumento de peso de las crias (Stern & Taylor, 1991).

1.3. Suefio y postparto

El periodo postparto en la rata es de aproximadamente tres semanas, etapa durante la
cual las caracteristicas del comportamiento materno se sincronizan con el desarrollo de las
crias, pudiéndose subdividir como postparto temprano, postparto medio y postparto tardio
(Cabbia, 2017). Particularmente, el postparto temprano es una etapa donde la mayoria de los
comportamientos son iniciados por la madre (Cabbia, 2017), por lo que, durante este periodo,
el cuidado materno es requerido por las crias de la rata a lo largo de todo el dia (Ader & Grota,
1970). Esto podria implicar en la madre una reorganizacion en las caracteristicas del ciclo
suefio-vigilia, asi como de los circuitos que lo subyacen. Los trabajos sobre el suefio durante
el postparto de la rata son escasos y no concluyentes, ya que hay evidencias que sugieren
gue la madre no estaria privada de suefio (Voloschin & Tramezzani, 1979) mientras que otras
afirmarian que si lo esta (Sivadas et al., 2016). Por otro lado, se ha determinado que existe
una mayor fragmentacion del suefio en comparacion con etapas fuera del periodo de lactancia
(Sivadas et al., 2016).

La hembra duerme la mayor parte del tiempo que amamanta, especificamente en suefio
NREM (Benedetto et al., 2017b). Existeuna necesidad de preservar el SWS, a fin de generar
una correcta lactancia, ya que distintos grupos de investigacion han descripto que la eyeccion
lactea en ratas Unicamente ocurre en presencia de SWS, es decir, no ocurre si la hembra esta
en vigilia o suefio REM, a pesar de estar presente el estimulo de las crias(Lincoln et al., 1980;
Voloschin & Tramezzani, 1979; Sutherland et al., 1987).A su vez, una privacién de suefio,
mediante gentle handling, se ha descripto que inhibe la eyeccién lactea (Voloschin &
Tramezzani, 1979). Por lo que, como serd descripto con mayor detalle, surge el
cuestionamiento de si los efectos de algunos farmacos sobre el suefio tienen alguna relacion
con los cambios que generan sobre el amamantamiento de las crias y la eyeccion lactea.



1.4. Sistema dopaminérgico como regulador del suefio y el
comportamiento maternal

Los circuitos dopaminérgicos juegan un rol fundamental en los comportamientos motivados
(Kelley et al., 2005) como el comportamiento maternal (Numan & Stolzenberg, 2009). A su vez,
son criticos en la regulacion del ciclo suefio-vigilia (Monti & Monti, 2007).

Como breve resefia anatomica, las neuronas dopaminérgicas estan mayoritariamente
ubicadas en el area retrorubral, en la sustancia nigra y el area tegmental ventral (VTA),
formando las cuatro vias principales, mesolimbica, mesocortical, nigroestriatal y
tuberoinfundibular. La dopamina (DA) activa receptores metabotrdpicos acoplados a proteinas
G, de los cuales existen dos grandes familias: D1 y D2. Los receptores de tipo D1, incluyen
los D1 y los D5, son excitatorios y se encuentran exclusivamente de forma postsinaptica;
mientras que los de tipo D2 incluyen los D2-D4, son inhibitorios y se encuentran tanto de forma
pre como postsinaptica (Monti et al., 2016). Debido a los objetivos de este trabajo, es necesario
sefalar que los receptores de tipo D2 se encuentran en areas tanto centrales como periféricas,
relacionadas tanto con el comportamiento maternal como con el suefio y la vigilia, como el
nucleo accumbensy el &rea predptica del hipotalamo (Champagne et al., 2004; Monti & Jantos,
2008; Pedersen et al., 1994), asi como también con los ejes enddécrinos que regulan la sintesis
y eyeccion de leche (Ishida et al., 2013).

1.4.1. Sistema dopaminérgico y comportamiento maternal

Como se comentd previamente, la DA es un neurotransmisor asociado con la
motivacion en el comportamiento maternal (Numan & Stolzenberg, 2009). El area predptica
media (MPOA), asi como sus conexiones con el sistema mesocorticolimbico, son esenciales
para el desarrollo de aspectos motivacionales del comportamiento maternal en la rata
(Stolzenberg & Numan, 2011). En este sentido, esta bien establecido que la DA estimula las
respuestas de cuidados maternales activas (Champagne et al., 2004), mientras que su
inhibicion resulta en una disminucion de las mismas (Numan et al., 2005). Especificamente, la
inhibicion de los receptores D2 mediante antagonistas, como el HAL, disminuye los
comportamientos activos (como el acarreo y el lamido de las crias), mientras que aumenta el
tiempo de amamantamiento y la eyeccién lactea (Stern & Taylor, 1991; Giordano et al., 1990).

1.4.2. Sistema dopaminérgico y suefio

Los circuitos dopaminérgicos tienen un rol importante también en la regulacién del suefio
y la vigilia, formando parte del sistema reticular activador ascendente (Torterolo et al., 2016).
Se ha evidenciado que existe una interaccion reciproca entre las neuronas dopaminérgicas
del VTA y otras areas criticas para la generacién del suefio REM y la W, como el locus
coeruleus y el nucleo dorsal del rafe, entre otros (Torterolo et al.,, 2016). Las neuronas
dopaminérgicas del VTA no cambian su tasa de disparo a través del ciclo suefio-vigilia, pero
si cambian su patron temporal, existiendo durante la W un aumento de los trenes de
potenciales, provocando un aumento de la liberacion de DA (Torterolo et al., 2016).

La administracion sistémica de un antagonista D2 en ratas macho adultas produce efectos
bifasicos. A dosis bajas de HAL (0,020-0,040 mg/kg i.p.) se observa una disminucién en el
tiempo en SWS, mientras que frente a dosis mayores (0,080 — 0,160 mg/kg i.p.) se observa el
efecto opuesto, (Monti et al., 1988).



2. Justificacion e hipétesis de trabajo

El haloperidol (HAL) es un farmaco antipsicotico ampliamente utilizado a nivel clinico para
tratar diversos desérdenes neuropsiquiatricos. Uno de los efectos secundarios del HAL es su
efecto somnogénico. A pesar de los cambios anatomo-funcionales del cerebro de la madre
durante el periodo de lactancia, este farmaco es utilizado sin distincion de género, y, alin mas
importante, sin diferenciar si son mujeres en periodo de lactancia. Sin embargo, aun no han
sido determinados sus efectos en hembras lactantes. Por lo tanto, una de las incégnitas que
surge es si los farmacos que incrementan el suefio NREM en animales no-lactantes tienen los
mismos efectos en hembras en periodo de lactancia. Surge, por tanto, la necesidad de estudiar
los efectos del HAL en el suefio durante este periodo.

A su vez, se ha descripto que el SWS es esencial para la eyeccién lactea en ratas madre,
por lo que incrementos del mismo podrian afectar la eyeccion, cuestionandonos si los efectos
somnogénicos producidos por el HAL estan correlacionados con la eyeccion lactea.

Por lo tanto, nuestra hipotesis de trabajo es que el HAL promueve el SWS en las ratas
lactantes. Existe una correlacién positiva entre el SWS y la eyeccion lactea, que se
hace mas evidente al incrementar el SWS farmacolégicamente.

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar los efectos del HAL sobre el ciclo suefio-vigilia en la primera semana
postparto de ratas lactantes, buscando evidenciar si existe una correlacion entre el
SWS vy la eyeccion lactea al incrementar el SWS farmacoldgicamente.

3.2. Objetivos especificos

a. Determinar el efecto del HAL sobre la frecuencia y duracion de las distintas etapas
del suefio en ratas lactantes.

b. Replicar los efectos de la administracién de HAL en: la reunién de toda la camada,
el tiempo de amamantamiento y la eyeccién lactea de ratas lactantes.

c. Determinar si existe una correlaciéon entre el SWS y la eyeccion lactea.



4. Métodos

4.1. Animales y su mantenimiento

Para este estudio se utilizaron 8 ratas hembras de la cepa Wistar (250-320 g) primiparas
junto a sus crias. Todos los procedimientos se llevaron a cabo en estricta concordancia con la
“Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” (National Academy of Science, 2011)
y el protocolo fue aprobado por la Comision Honoraria de Experimentacién Animal (CHEA) (N°
070153-000097-17).

Los animales se alojaron en una habitacion con temperatura controlada (22 + 1°C) bajo un
ciclo de luz/oscuridad de 12 hs (encendido de luces a las 6.00 am), con acceso a la comida y
agua ad libitum. Dos dias previos al parto, las hembras se colocaron en cajas transparentes
individuales (caja maternal; 40 cm x 30 cm x 20 cm). En el dia 1 postparto (PPD1, parto = dia
0), se igualaron a ochocrias por madre (cuatro hembras y cuatro machos). El dispositivo en el
cual se llevé a cabo la serie experimental es una caja compuesta por unajaula de Faraday y
material que aislaacusticamente. Dentro de la caja de registrose coloca la caja materna, en la
cual el animal puede a moverse libremente.

4.2. Cirugia estereotaxica

En la mafana del PPD1, las hembras fueron anestesiadas con una mezcla de
ketamina/xilacina/acepromacina (80/2.8/2.0 mg/kg i.p.). Luego se las coloc6 en el aparato
estereotaxico y se expuso la calota. Posteriormente,se realizaron las medidas de Bregma y se
calcularon las coordenadas correspondientes para los sitios blancos(Paxinos & Watson,
2005).Estas hembrasfueron implantadas para registro de electroencefalograma (EEG) con
cuatro electrodos, los cuales son cuatro tornilloscolocados en el craneo (Frontal: AP= +3, L=
+2; Parietal anterior: AP=-4, L=+3; Parietal posterior: AP=-7, L= +3; Cerebelo: AP=-11, L=0).
Ademas, se colocaron dos tornillos como anclaje y se implantaron dos electrodos en los
musculos de la nuca para registro de electromiograma(EMG).Todos los electrodos fueron
soldados a un conector,quefue fijado al craneo mediante acrilico dental. Luego de la cirugia, a
las ratas se les administrd antibidticos (penicilia 50000 Ul i.p.),analgésicos (ketoprofeno 1
mg/kg s.c.) y suero fisiolégico (3 ml s.c.).

4.3. Farmacos

Haloperidol 5 mg/ml (Farmaco Uruguayo). Una vez abierta la ampolla, ésta fue alicuotada y
mantenida a 4°C.

4.4, Disefio experimental

La serie experimental se realizé durante el postparto temprano debido a que es la etapa
donde la mayoria de los comportamientos son iniciados por la madre (Cabbia, 2017). Luego
de cinco dias de recuperacion de la cirugia, los experimentos fueron realizados entre PPD7-
8, donde se realizo la inyeccion de HAL o vehiculo (agua destilada) i.p. en dias independientes
en forma contrabalanceada en un mismo animal.

Como se muestra en la Figura 1, en cada sesion experimental se separaron las crias de
su madre a las 9:00 am por cuatro horas. Durante la separacion, las crias fueron colocadas
bajo una lampara que emite calor en una caja con el mismo material utilizado en la caja
materna para formar el nido. Las crias son separadas de su madre por cuatro horas con el fin
de: incrementar la motivacion de la madre por las crias, incrementar el hambre en las crias y
aumentar la cantidad de leche almacenada en las mamas de la madre (Pereira & Ferreira,
2006). Luego de tres horas de separacion, y una hora antes de colocar las crias nuevamente
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en la caja materna, se inyecto a la madre con HAL (0.4 mg/ kg i.p.) o vehiculo (i.p.). Luego de
transcurridas las cuatro horas de separacion, las crias fueron colocadas en la caja materna,
en el &rea opuesta al nido y, paralelamente, se inicio el registro polisomnografico y de video
por cuatro horas. Las crias fueron pesadas inmediatamente antes de iniciar el registro y al
finalizar las sesiones experimentales. Al finalizar los experimentos, se sacrificé a la hembra y
a las crias mediante sobredosis de anestésicos.

4 hs 4 hs
separacion registro

9:00 12:00 13:00 17:00
Separacion Inyeccion Pesado de crias Pesado de crias
de crias (HAL o Vehiculo)  Colocacion de crias

Figura 1. Esquema del protocolo experimental

4.5. Registro y andlisis polisomnografico

La sefial fue amplificada (x1000), filtrada (filtro pasa alto 0.1 Hz, filtro pasa bajo 500 Hz y
suprime banda a50 Hz), muestreada (1020 Hz, 16 bits) y adquirida en una PC utilizando el
software Spike 2 (Cambridge Electronic Design). Ademéas del sistema de registro
polisomnografico, el dispositivo contdé con dos camaras web para el registro comportamental.

Los estados de W y suefio se determinaron en épocas de 5 segundos como: W, SL, SWS,
estado transicional al REM (IS)y REM en forma estandar (Benedetto et al., 2013; Benedetto et
al., 2017a). Se analizé el tiempo total y cada hora individualmente, en cada estado y en el
suefio NREM (LS + SWS) y suefio total (TST, NREM + IS). También se calcul6 la duracién y
el nimero de episodios de cada estado durante las cuatro horas. A su vez, se analizaron las
latencias al suefio NREM y REM desde que se colocan las crias en la caja materna.

4.6. Analisis del comportamiento maternal

A partir de los videos registrados, se analiz6 el comportamiento maternal a partir de
gue se colocaron las crias en la caja materna por cuatro horas.

Una vez colocadas las crias en la caja materna, de forma dispersa y contraria al nido,
y se registra el tiempo demora la madre en acarrear a toda la camada al nido (latencia a la
reunion de toda la camada: RTC). Si este tiempo es mayor a cinco minutos, el investigador
coloca alas crias debajo de la hembra lactante y se asume que la latencia fue de 300 segundos
(Giordano et al., 1990). También se calculé la latencia al inicio del amamantamiento, el tiempo
total y en cada hora que permanece amamantando (nursing); el nimero y duracién de los
episodios de amamantamiento.

Asimismo, como medida indirecta de la eyeccion lactea (Stern & Keer, 1999), se utilizo
el aumento del peso de las crias, a fin de evitar métodos invasivos en la madre que pudieran
generar estrés y alterar el suefio, como por ejemplo la medicién de presién intramamaria
(Lincoln et al., 1980). El peso de las crias se expresé como el porcentaje de ganancia de peso
total de la camada: (Peso final (g) — Peso inicial (g)) x 100/ Peso inicial (g).

Este protocolo se basa en protocolos utilizados en nuestro laboratorio (Benedetto et
al., 2017a) y en experimentos realizados por (Stern & Keer, 1999).
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4.7. Andlisis estadistico

Se evalud si los datos seguian una distribucién normal (Test de Kolmogorov-Smirnov). Si
los datos seguian una distribucion normal, se realiz6 un Test de Student de medidas pareadas.
Se expresaron los datos como medias + error. Para evaluar las correlaciones se utilizé el
coeficiente de correlacion de Pearson.
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5. Resultados
5.1. Efectos del haloperidol en el suefio y la vigilia
5.1.1 Tiempo total de registro

En la Figura 2 y Tabla 1 se pueden observar los efectos de la administracién de HAL
(0,4 mg/kg i.p.) y vehiculo sobre los parametros de suefio y W durante las cuatro horas de
registro.

El tiempo total de W fue significativamente menor luego de la administracion del HAL
en comparacion con el control (Figura2 y Tabla 1). En particular, luego de la inyeccion de HAL
se observé un aumento en el nimero de episodios de W junto con una disminucion de la
duracion de cada episodio (Tabla 1). Luego de la administracion de HAL, aumentd
significativamente el tiempo total de LS y de SWS en comparacion con el vehiculo, junto con
un incremento del nimero de episodios de ambos estados (Tabla 1). La latencia al suefio
NREM disminuyé de forma significativa frente a la inyecciéon de HAL con respecto al control
(ver Tabla 1).

En relacion al IS, se observé un aumento significativo del tiempo total y del nimero de
episodios luego de la administracion de HAL en comparacion con el grupo control (Figura 2 y
Tabla 1). Por ultimo, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parametros
estudiados del suefio REM (Tabla 1).
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Figura 2. Tiempo total de suefio y vigilia en las cuatro horas de registro. Las graficas muestran el
tiempo total en vigilia (W), suefio ligero (LS), suefio lento (SWS), transicional al Rem (IS) y REM en las cuatro horas
de registro luego de la administracion de haloperidol (HAL) y agua destilada. La diferencia entre los grupos fue
determinada utilizando un t-student de muestras pareadas. Los asteriscos indican las diferencias significativas en
comparacion con el control (N=8; * p < 0,05; ** p < 0,01).
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Tabla 1. Efectos de la inyeccion de haloperidol (HAL) en los parametros de suefio y vigilia en el tiempo total de

registro
T-Student
H20 HAL . b
Vigilia (W)
Duracion total (mins) 100.74 £+ 9.22 59.95 + 8.93 5.520 0.001
Numero de episodios 130.25+4.91 168.38 + 11.31 2.908 0.023
(Drxirnasc)ié” de cada episodio 0.78 £ 0.07 0.35+0.04 9.044 0.000
Suefio ligero (LS)
Duracion total (mins) 23.30+1.76 32.56 +2.10 3.455 0.011
Numero de episodios 171.63 +9.03 240.75 £ 18.73 3.206 0.015
(Drxirnasc)ié” de cada episodio 0.14 +0.01 0.14 +0.01 0.621 0.554
Suefio de ondas lentas (SWS)
Duracion total (mins) 90.84 +8.31 114.64 £ 8.90 3.528 0.010
Numero de episodios 137.38 £ 6.71 210.13 + 14.63 4.641 0.002
(anirnasc)ié“ de cadaepisodio 0.67 +0.08 0.57 + 0.06 1.082 0.315
Estado transicional (IS)
Duracion total (mins) 8.60 + 0.99 16.16 + 2.65 3.520 0.010
Numero de episodios 26.63 +2.99 50.38 +7.35 3.082 0.018
(anirnasc)ié“ de cada episodio 0.33 +0.02 0.33 +0.05 0.053 0.960
REM
Duracion total (mins) 16.51 £1.97 16.70 £1.93 0.055 0.958
NuUmero de episodios 17.63+2.25 26.63+4.34 1.611 0.151
(Dn:lirnas‘gié” de cada episodio 0.97 £ 0.09 0.68 +0.08 2.293 0.056
Tiempo total de suefio (mins) 139.26 + 9.22 180.05 + 8.93 5.512 0.001
Latencia NREM (mins) 9.14+1.75 491 +0.70 2.979 0.021
Latencia REM (mins) 57.44 +10.16 57.21 +6.09 0.016 0.987

Los datos se presentan como el promedio + el error estandar (n = 8). Las diferencias significativas fueron
evaluadas utilizando un t-student para muestras pareadas.

5.1.2 Analisis hora por hora
Vigilia

Al analizar cada hora del registro individualmente, se evidencié que el tiempo en W fue
significativamente menor frente a la administracion de HAL en comparacion con el control en
las cuatro horas (1° hora: t = 4.564, p = 0.003; 2% hora: t = 3.876, p = 0.006; 3° hora: t = 2.814,
p = 0.026; 4 hora: t = 2.859, p = 0.024); Figura. 3).

13



=y
(=]
)

30 4
E *
b T
9 20 - ¢
L * % 1 ¥
o 3 >
F 10 - ¥ 1
0 : : :
1 2 3

Tiempo de registro (horas)

e H20
HAL

Figura 3. Tiempo en vigilia en cada hora de registro. Las graficas muestran la vigilia hora a hora luego de la
administracion de haloperidol (HAL) y agua destilada (H20). La diferencia entre los grupos fue determinada por un
t-student. Los asteriscos indican las diferencias significativas en comparacion con el control (* p < 0.05; ** p < 0.01).

Suenio ligero

Como se observa en la Figura 4, el tiempo en LS fue significativamente mayor en las
primeras dos horas luego de la administracion de HAL en comparacion al vehiculo (1™ hora: t

= 2.592, p = 0.036; 2% hora: t = 2.721, p = 0.030) sin encontrar diferencias significativas en la

tercer (t = 1.853, p = 0.106) y cuarta hora (t = 1.461, p = 0.188).
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Figura 4. Tiempo en suefio ligero en cada hora de registro. Las graficas muestran el suefio ligero hora a hora
luego de la administracién de haloperidol (HAL) y agua destilada (H20). La diferencia entre los grupos fue
determinada utilizando un t-student para muestras pareadas. Los asteriscos indican las diferencias significativas en

comparacion con el control (* p < 0.05).
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Suefio de ondas lentas

Como se muestra en la Figura 5, se encontraron diferencias significativas en el tiempo
en SWS luego de la inyeccion del farmaco con respecto al control al realizar el analisis de cada
hora del registro individualmente. En las primeras dos horas, el tiempo en SWS fue
significativamente mayor luego de la inyeccién de HAL en comparacion con el vehiculo (1°
hora: t = 2.810, p = 0.026; 2% hora: t = 3.135, p = 0.017). Durante la tercer hubo una tendencia
a ser mayor el tiempo en SWS con HAL (t = 2.077, p = 0.076) mientras que, en la cuarta hora,
los tiempos en SWS no difirieron significativamente (t = 1.889, p = 0.101).

40 -
*
*
30 A T 1 T T
=
E I —— 3
© 920 -
3 == }20
@
= HAL
10 -
0 ; ; . . .
1 2 3 4

Tiempo de registro (horas)

Figura 5. Tiempo en suefio de ondas lentas en cada hora de registro. Las graficas muestran el suefio de ondas
lentas hora a hora luego de la administracion de haloperidol (HAL) y agua destilada (H20). La diferencia entre los
grupos fue determinada por un t-student. Los asteriscos indican las diferencias significativas en comparacion con
el control (* p <0.05).

Suefio transicional al REM

El tiempo en IS fue significativamente mayor durante las primeras dos horas y la cuarta
hora luego dela administracion del HAL con respecto al control (1™ hora: t = 2.386, p = 0.048;
2% hora: t = 3.355, p = 0.012; 4® hora: t = 2.726, p = 0.030). Durante la tercera hora, los tiempos
no variaron significativamente entre ambos grupos (t = 1.997, p = 0.086; Figura 6).
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Figura 6. Tiempo en estado transicional al REM en cada hora de registro. Las graficas muestran el estado
transicional al REM hora a hora luego de la administracién de haloperidol (HAL) y agua destilada (Hz20). La
diferencia entre los grupos fue determinada mediante un t-student pareado. Los asteriscos indican las diferencias
significativas en comparacién con el control (* p < 0.05).

Suefio REM

No se observaron diferencias significativas en el tiempo en REM en ninguna de las
horas estudiadas individualmente. Sin embargo, se observé una tendencia a ser menor el REM
en la tercera hora frente a la administracion del HAL respecto al control, invirtiéndose esta
relacién en la cuarta hora (3™ hora: t = 2.089, p = 0.075; 4 hora: t = 2.085, p = 0.076) (Figura
7).
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Figura 7. Tiempo en REM en cada hora de registro. Las graficas muestran el REM hora a hora luego de la
administracion de haloperidol (HAL) y agua destilada (H20). La diferencia entre los grupos fue determinada por un
t-student de medidas pareadas.
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5.2. Efectos del haloperidol en el comportamiento maternal

La latencia a la reunion de toda la camada aumentd significativamente luego de la
administraciéon de HAL en comparacion al control (Tabla 2). Especificamente, de las ocho
hembras lactantes estudiadas, ninguna reunié toda la camada luego de la inyeccién de HAL,
mientras que en el grupo control, todas las madres reunieron la camada dentro de los primeros
cinco minutos (Figura 8).

La inyeccion de HAL en las ratas madres incrementd el peso de las crias en
comparacion al grupo control (Tabla 2).

El tiempo que permanecieron amamantando luego de la inyeccién de HAL fue
significativamente mayor que el control, en cada hora individualmente y en el tiempo total de
registro (Tabla 2). Sin embargo, la latencia al amamantamiento no varié entre ambos grupos
experimentales (ver Tabla 2). En relacién a la duracion de cada episodio en el grupo HAL,
estos fueron de mayor duracion con respecto al control, mientras que la cantidad de episodios
fue significativamente menor.

Tabla 2. Efectos de la inyeccion de haloperidol (HAL) en los parametros del comportamiento maternal durante 4-h
de registro.

T-Student
H20 HAL t P

Latencia a RTC (seg) 140.25 + 35.27 300.00 + 0.00 4.530 0.003
Amamantamiento

Latencia (mins) 7.29+1.73 5.01 £ 1.06 1.316 0.230
Duracion (mins):

Total 168.63 £ 6.93 226.17 £ 2.85 8.388 0.000
Primer hora 39.38+2.21 52.94 £ 1.66 5.621 0.001
Segunda hora 42.04 +5.49 59.35+0.34 3.129 0.017
Tercer hora 50.15+1.49 57.57 £0.93 4.101 0.005
Cuarta hora 37.06 £4.12 56.30 £ 1.40 5.514 0.001
Numero de episodios 17.88 £1.48 7.00+1.10 5.310 0.001
Duracion de cada episodio 9.88 + 0.85 37.80 +5.29 5.173 0.001
Ganancia peso de las crias 5.75 + 0.38 9.09 +1.02 4.158 0.004

(%)

Los datos se presentan como el promedio * el error estandar (n=8). Las diferencias significativas fueron
evaluadas utilizando un t-student para muestras pareadas. RTC: Reunidn de toda la camada.
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Figura 8. Madres que reunieron toda la camada. La grafica muestra el nimero total de madres que fueron
capaces de acarrear toda la camada en un tiempo igual o menor a cinco minutos luego de la inyeccion i.p. de
agua destilada (Hz20) o haloperidol (HAL).

5.3. Correlacién entre el suefio y el peso de las crias

No se evidencié ningun tipo de correlacion significativa entre el TST y el porcentaje de
aumento de peso de las crias (r = 0.369; r> = 0.136; p = 0.368; Figura 9A), al igual que entre
el SWSy el porcentaje de aumento de peso de las crias (r = 0.409; r2 = 0.167; p = 0.315; Figura
10A) en los registros control. Estos resultados fueron similares para los registros luego de la
inyeccién del farmaco, no se observandose ningun tipo de correlacién significativa entre el TST
y el porcentaje de aumento de peso de las crias (r = 0.533; r? = 0.284; p = 0.174; Figura 9B),
al igual que entre el SWS vy el porcentaje de aumento de peso de las crias (r = 0.605; r? =
0.366; p = 0.112; Figura 10B).

A su vez, de la Tabla 1 se desprende que el SWS aumentd aproximadamente en un
25% frente a la inyecciéon de HAL en comparacion al control, y de la Tabla 2 que el peso de
las crias aumento6 aproximadamente un 60% en comparacion al control.
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Figura 9. Correlacién entre el TST y el peso de las crias. Las graficas muestran la correlacion entre el TST y el
porcentaje de aumento de peso de las crias luego de la inyeccion de vehiculo (A) y HAL (B). Se evalué la
correlacion mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Figura 10. Correlacion entre el SWS'y el peso de las crias. Las gréaficas muestran la correlacion entre el SWS
y el porcentaje de aumento de peso de las crias luego de la inyeccion de vehiculo (A) y HAL (B). Se evalud la
correlacion mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

6. Discusion

En el presente trabajo se evidenciaron los efectos de la administracion sistémica de
HAL, un antagonista dopaminérgico, sobre el suefio de ratas hembras lactantes. El tratamiento
con HAL en ratas hembras lactantes aumentd el SWS y disminuy6 la W, al igual que lo
observado en ratas macho (Monti et al., 1988). A su vez, se cuantificd, por primera vez, los
efectos del HAL en el IS, donde se observé un aumento significativo del mismo. Por otro lado,
se logré reproducir los efectos del HAL en el comportamiento maternal hallados en trabajos
previos. Asimismo, si bien se incrementé la eyeccion lactea y el SWS frente a la utilizacion del
HAL, estos cambios no estuvieron correlacionados.

6.1. Efectos sobre el suefio y la vigilia

La inyeccion sistémica de HAL produjo una disminucién en la W. Dicho efecto ya habia
sido evidenciado en trabajos previos (Monti et al., 1988; Ongini et al., 1992) en ratas macho.
En este estudio se observaron efectos similares en ratas hembras lactantes. Monti y col. (1968)
también observan que en gatos el HAL disminuye la cantidad de episodios de W. Sin embargo,
en este trabajo se evidenci6é que la disminucion del tiempo en W se produjo a expensas de la
disminucién de la duracion de sus episodios, pero la cantidad de episodios fue
significativamente mayor. Estas diferencias podrian deberse a los cambios fisiol6gicos entre
especies 0 a la dosis utilizada (Monti y col. (1968) utilizaron dosis de 1, 2 y 4 mg/kg). Otra
posible causa es el hecho de que el presente estudio fue realizado en hembras lactantes, las
cuales presentan mayor nimero de despertares a lo largo del ciclo suefio-vigilia en condiciones
basales (Sivadas et al., 2016). Estos microdespertares son causados posiblemente por las
eyecciones lacteas (Voloschin & Tramezzani, 1979) o el contacto con las crias (Benedetto
2017), ambas caracteristicas incrementadas con HAL (Stern & Taylor, 1991). Para corroborar
esta hipotesis, se deberian estudiar los efectos del HAL a la dosis utilizada en el presente
estudio en ratas macho y en hembras no lactantes.

En relacién a los efectos del HAL sobre el LS, se observd que el tiempo total fue
significativamente mayor frente a la inyeccién del farmaco respecto al control. Monti y col.
(1988) no evidenciaron cambios en el LS en ninguna de las dosis utilizadas en ratas macho.
Esto podria deberse a que la dosis utilizada en el presente trabajo fue mayor a las utilizadas
en trabajos previos (Monti et al., 1988).
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El incremento del tiempo en SWS luego del tratamiento con HAL ya habia sido
evidenciado en ratas macho (Monti et al., 1988; Ongini et al., 1992). En este trabajo se
observaron efectos similares en ratas hembras lactantes y, adicionalmente aportamos nuevos
datos ya que dicho incremento del SWS se generé debido a un aumento en el nimero de sus
episodios.

La inyeccion del HAL promovié un aumento del IS. El IS es una etapa del suefio poco
estudiada, donde se evidencian caracteristicas del suefio NREM y del REM simultaneamente,
siendo este el primer trabajo que estudia esta etapa transicional luego del tratamiento con
HAL.

Respecto al tiempo en suefio REM, no se observaron diferencias significativas en
ninguno de los pardmetros estudiados frente al tratamiento con HAL, lo cual no difiere de lo
gue ha sido evidenciado en ratas machos (Ongini et al., 1992; Monti et al., 1988).

Desde el punto de vista de los circuitos neuronales que participan en la regulacién del
suefio, el HAL por via sistémica estaria promoviendo el mismo mediante dos grandes vias: 1.
al inhibir los circuitos dopaminérgicos del sistema reticular activador ascendente (Monti&
Jantos, 2008); 2.al promover la liberacion de prolactina, hormona promotora de suefio (Zhang
et al.,, 2001; Machado et al., 2008). Dado que en las hembras lactantes existen cambios en
estos circuitos y otras areas criticas para la generacion de suefio (Pereira & Morrell, 2009;
Rondini et al., 2010; Benedetto et al., 2018), es de esperar que algunas de las diferencias
encontradas en el presente trabajo con respecto a trabajos previos realizados en machos
puedan deberse a estas diferencias fisioldgicas.

6.2. Efectos sobre el comportamiento maternal

En relacion a los efectos sistémicos del HAL sobre el comportamiento maternal, se
lograron reproducir la mayor parte de los resultados encontrados en trabajos previos (Giordano
et al., 1990; Stern & Taylor, 1991).

La latencia a la reunion de toda la camada se vio incrementada luego de la inyeccion
de HAL, debido a que ninguna madre fue capaz de acarrear a todas las crias dentro de los
primeros cinco minutos, en comparacion al control en donde todas las madres si reunieron la
camada. Estos efectos son similares a los obtenidos previamente por Stern y col. (1991) y
Giordano y col. (1990). Estos dos grupos, junto con el de Pereira (Pereira& Ferreira, 2006), ya
habian evidenciado que el HAL altera los componentes motores activos del comportamiento
maternal, incluido el acarreo (Giordano et al., 1990; Stern & Taylor, 1991). Particularmente, los
antipsicoticos como el HAL, de acuerdo a la dosis administrada, inducen catalepsia (De Ryck
1982; Carter& Pycock, 1979; Sanberg, 1980). Sin embargo, Li (2015) evidencié que los efectos
de los antipsicéticos sobre el comportamiento maternal activo serian principalmente
motivacionales, debido a que, frente a dosis bajas que no producen catalepsia, igualmente se
observa un déficit en el comportamiento maternal. A su vez, Giordano y col. (1990)
evidenciaron que, a pesar de que las hembras no son capaces de acarrear toda la camada,
igualmente son capaces de transportar comida.

Como medida indirecta de la eyeccion lactea, se calcul6 el incremento del peso de las
crias (Stern & Protomastro, 2000; Benedetto et al., 2017a). Observando que, frente a la
inyeccion del farmaco se ve incrementado el peso de las crias, pudiendo asi replicar los datos
evidenciados por Stern (Stern& Taylor, 1991). De acuerdo a Sterny Taylor (1991), el aumento
de peso de las crias seria generado por un aumento en la cantidad de eyecciones y en la
cantidad de leche eyectada, ya que se facilitaria la liberacion de oxitocina en parte por el
incremento de la quiescencia. Los mecanismos que subyacen la regulacion de la liberacion de
oxitocina por via dopaminérgica aun no estan del todo esclarecidos (Moos & Richard, 1979;
Uvnasmoberg et al., 1992, Kiss et al., 2010). Por otro lado, esta bien establecido que el HAL
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genera un aumento de la prolactina sérica (Dickerman et al., 1972; Dickerman et al., 1974;
Mueller et al., 1976; Yasui-Furukori et al., 2002) y, por tanto, de la cantidad de leche que se
sintetiza y secreta (Cowie, 1969; Lacasse & Ollier, 2015).

Otro efecto evidenciado con el HAL es que disminuye los lamidos ano-genitales por
parte de la madre hacia las crias (Stern & Taylor, 1991). Este comportamiento es necesario
para que las crias orinen y defequen, por lo que la ausencia del mismo podria incrementar el
peso total de la camada. En el presente estudio no se realiz6 la estimulacion ano-genital a las
crias para que orinaran o defecaran. Sin embargo, consideramos que el peso de estos
desechos es minimo en relacion al aumento del peso de las crias debido a la ingesta de leche,
por lo que consideramos que este efecto seria despreciable para la medicién de la eyeccién
lactea. Para poder afirmarlo, se deberian realizar pruebas afiadiendo la estimulacién ano-
genital de las crias, por parte del experimentador, al protocolo experimental.

También se observdé un incremento en el tiempo que las madres permanecen
amamantando. Esto es coherente con el previo trabajo de Sterny Taylor (1991). Consideramos
gue tanto los efectos somnogénicos como motores del HAL podrian promover que la madre
permanezca mas tiempo en posturas de amamantamiento. En este sentido, Liy col. (2015) se
cuestiona si los cambios en el comportamiento maternal causados por farmacos antipsicoticos
como el HAL, se deben a los efectos: motores, motivacionales o sedativos. Zhao y Li (2009)
postulan que los efectos sedativos no serian la causa que subyace a la alteracion del
comportamiento maternal. Sin embargo, dichos efectos fueron medidos en forma indirecta y
esporadica mediante spotchecks, evaluando un total de dos minutos de suefio en cuatro horas
de registro. Junto con los resultados encontrados en el presente trabajo, creemos que el efecto
somnogénico del HAL si podria contribuir a promover el amamantamiento.

6.3. Correlacién entre suefio y eyeccion lactea

No se evidencié una correlacion entre el suefio NREM y el peso de las crias bajo
condiciones controles o luego de la inyeccion de HAL. Los antecedentes de diversos grupos
de investigacion, sugieren que el SWS es esencial para la eyeccion de leche en la rata.
Particularmente, muestran que la eyeccién ocurre Unicamente si la madre presenta suefio
NREM; si la madre se encuentra en suefio REM o W, la eyeccién lactea no ocurre a pesar de
que las crias estén succionando (Voloschin & Tramezzani, 1979; Lincoln et al., 1980;
Sutherland et al., 1987). En base a estos antecedentes, consideramos que los datos no apoyan
nuestra hipétesis inicial, la cual consistia en que a mayor SWS habria una mayor eyeccion
lactea y que, un farmaco que promoviera el SWS incrementaria la eyeccion lactea haciendo
mas evidente dicha relacibn. Tampoco se evidencié una correlacion entre el suefio y el
aumento del peso con un nimero mayor de animales en condiciones controles (resultados en
preparacion), lo que sugiere que no habria una correlacion entre el SWS y la eyeccion lactea.
De hecho, experimentos preliminares en nuestro laboratorio indican que las madres son
capaces de eyectar leche a pesar de estar privadas de suefio.

Por lo tanto, consideramos que el aumento de suefio podria colaborar en la eyeccion
lactea por promover la liberacién de prolactina, pero no seria la principal causa. A su vez,
creemos que, aunque no es necesario el suefio para eyectar leche, si es necesario un periodo
de quietud, el cual estaria estimulado por el HAL, reflejandose en un aumento del tiempo en
nursing, brindando mayores oportunidades de que ocurra la eyeccion lactea.
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7. Conclusiones

El HAL promueve el SWS en forma similar a lo que ocurre en ratas machos, pero
pareceria aumentar la ciclicidad del suefio, al incrementar los episodios de los estados de W
y suefioNREM, no siendo asi para el suefio REM. Estos efectos facilitarian la quiescencia de
la hembra lactante, promoviendo el amamantamiento, tanto sus posturas como la oportunidad
de eyectar leche. Sin embargo, los datos sugieren que no existiria una relacion directa entre
el tiempo SWS y la eyeccion lactea en condiciones controles o frente al tratamiento con HAL.

8. Perspectivas
Nuestras perspectivas incluyen:

1. Realizar estudios utilizando la misma dosis de HAL del presente trabajo en ratas macho y
en hembras no lactantes. Esto podria poner en evidencia si alguna de las diferencias que
observamos con la bibliografia se deban a las diferencias fisiol6gicas que presenta la hembra
lactante o a la dosis administrada.

2. Medir las eyecciones de leche mediante el comportamiento de stretching de las crias frente
a la inyeccion de HAL. Esto aportaria una posible correlacién entre el peso de las crias y las
eyecciones de leche, evidenciando que el aumento de peso se deba a mayor cantidad de
eyecciones lacteas.

3. Realizar estudios a nivel intracerebral utilizando antagonistas dopaminérgicos, estudiando
el area preoptica media, regiébn que participa en la regulacién tanto del suefio como del
comportamiento maternal (Benedetto et al., 2017a). Esto seguiria aportando evidencia de si
existe o no una relacion directa entre el suefio y el comportamiento maternal.

4. Profundizar en la relacion entre el suefio y la lactancia:

a. Privando a la hembra lactante de suefio 0 aumentando el tiempo en suefio utilizando otras
técnicas u otros farmacos.

b. Aumentando el nimero de animales en condiciones controles para determinar si existe una
correlacion entre el tiempo en suefio y la eyeccion lactea
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