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Resumen

La existencia de trastornos psiquiatricos como la psicosis durante el
periodo postparto hace vulnerable a la mujer, afectando su estado emocional,
su vinculo con el recién nacido, y, en ultima instancia el desarrollo del hijo. El
uso de agentes dopaminérgicos como farmacos antipsicoticos se continta
durante el periodo de lactancia. El principal efecto de estos farmacos es la
inhibicion de los receptores dopaminérgicos de tipo 2 (D2). Uno de los efectos
secundarios de su uso clinico es la sedacion y en forma paralela, alteraciones
en el amamantamiento. Sin embargo, aun se desconocen las areas del cerebro
donde actuan estos farmacos para generar dichos efectos. De particular interés
es el area preodptica media (MPOA), una region del cerebro que regula tanto el
comportamiento maternal como el suefio. Dado que las areas implicadas en el
control del comportamiento maternal y del suefio, en particular el mPOA, se
han conservado evolutivamente y estan también presentes en la rata, en este
trabajo utilizaremos dicho animal para explorar el efecto de farmacos
dopaminérgicos en el &rea mencionada.

Desde el punto de vista del suefio, el mMPOA ha sido clasicamente
relacionado con el suefio NREM, mientras que en relacion al comportamiento
maternal, si bien todos los trabajos concuerdan con que regula los
comportamientos maternales activos, como el acarreo de las crias, surgen
ciertas discrepancias con su rol en el amamantamiento. En particular, hay un
trabajo que muestra que el tratamiento local con Raclopride, un antagonista D2,
en el mMPOA promueve las posturas de amamantamiento sin modificar los
componentes activos. Nuestra hipotesis inicial de trabajo es que estos efectos
del Raclopride en el mPOA sobre el amamantamiento se deben a sus
probables efectos sobre el suefio NREM. Sin embargo, al dia de hoy no hay
trabajos que muestren el efectos de agentes dopaminérgicos sobre el mPOA
en el suefio. Con base en esta hipétesis nos propusimos como objetivo
determinar los efectos de antagonistas dopaminérgicos D2 intra-mPOA sobre el
suefio y el amamantamiento. Para cumplir dicho objetivo, realizamos en ratas
madres, previamente implantadas para el registro crénico del ciclo suefio-
vigilia, el registro simultaneo de suefio y del comportamiento maternal luego de
la microinyeccion de Raclopride (un antagonista D2) o su vehiculo en el mPOA.

Contrariamente a nuestras expectativas, los resultados muestran que
mientras que el suefio NREM no se vio afectado, el suefio REM y su etapa
transicional desde el suefio NREM se vieron significativamente disminuidos
luego del tratamiento con Raclopride. Asimismo, encontramos que a las
madres tratadas con Raclopride les llevo mas tiempo reunir a toda la camada e
iniciaron antes las posturas de amamantamiento en comparacién con el grupo
control. Si bien los presentes resultados tienden a rechazar nuestra hipotesis
inicial, ya que el inicio temprano en el amamantamiento no se acompafié por un
inicio temprano al suefio NREM, deberiamos realizar mas experimentos donde
los cambios en el amamantamiento sean mayores. A su vez, nuestro datos son
la primera evidencia de cémo el sistema dopaminérgico modula el suefio
actuando sobre el mPOA. Dado que la mayoria de los tratamientos con
distintos farmacos en el mPOA modulan el suefio NREM, los presentes
resultados podrian sugerir que las proyecciones dopaminérgicas en esta area
serian claves en la transicion del suefio NREM al suefio REM.



1. Antecedentes y fundamentacién

1.1. El suefio y la vigilia

La vida entera de un individuo se desarrolla entre los estados de suefio y
vigilia, siendo el ciclo suefio-vigilia el ritmo biolégico circadiano mas evidente en
aves y mamiferos. El suefio se puede definir como un estado rapidamente
reversible durante el cual la interaccion con el medio se encuentra disminuida.
Se pueden distinguir dos estados comportamentales de suefio: el no-REM
(NREM) y el REM (Carskadon, 2005). Una de las principales funciones del
suefo, y en particular del suefio NREM, es la conservacion y restauracion de la
energia (Benington and Heller, 1995).

1.2. Lactancia

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 nutricibn y asegurar el crecimiento de las crias, este
comportamiento también les brinda soporte afectivo (Bell et al., 1974; Bowlby,
1958; Harlow, 1967) La ausencia del contacto con la madre genera
alteraciones fisiolégicas y psicoldgicas en el desarrollo de las crias, a pesar de
tener todas las necesidades nutricionales cubiertas (Chatterjee et al., 2007,
Faturi et al., 2010).

1.3. Suefio durante el periodo postparto

Desde el punto de vista metabdlico, el periodo postparto es una etapa de
alta demanda energética, debido tanto al amamantamiento como a la atencién
y cuidados que requieren las crias (Thornburg et al., 2006; Zhao et al., 2010).

En algunas especies, la privacion y la fragmentacion de suefio son
algunas de las consecuencias de las primeras etapas de la maternidad (Hunter
et al., 2009; Lyamin et al., 2007). En el caso de la madre humana existe una
privacion parcial de suefio y, principalmente, también una fragmentacién del
suefio que se acompafia de un suefio mas profundo que compensaria, al
menos parcialmente, dicha privacion (Montgomery-Downs et al., 2010;
Nishihara et al., 2004). En madres humanas se ha observado que la privaciéon y
fragmentaciéon de suefio aumentan la irritabilidad de la madre que puede
distorsionar el cuidado del bebé y conducir a posibles trastornos psiquiatricos
(Lee, 1998; Sharma and Mazmanian, 2003).

En el caso de la rata, existe un trabajo que muestra que la madre no
estaria privada de suefio durante el postparto tardio (Voloschin 1979) mientras
que otro estudio evidencia que si estaria privada de suefio durante el dia a lo
largo del postparto (Sivadas et al.,, 2016). Particularmente, en nuestro
laboratorio logramos determinar que la rata madre es capaz de amamantar y
dormir a la vez, principalmente en suefio NREM durante las posturas mas
tipicas de amamantamiento (Benedetto et al., en prep.). A pesar que esto, este
sueiilo NREM que presenta la rata madre mientras amamanta es muy
fragmentado en comparacién a cuando no esta en contacto con las crias
(Benedetto et al., en prep.). En este sentido, Sivadas y col. (2016) describieron



que, al igual que en la madre humana, la rata madre tiene el suefio
fragmentado en comparacion con ratas no madres.

1.4. Area predptica media como centro regulador del suefio y la lactancia

El area predptica (POA), es un area heterogénea considerada
integradora de diversos comportamientos y variables fisiol6gicas cruciales para
la supervivencia del individuo, como el balance hidroelectrolitico (Gvilia et al.,
2005), el control de la temperatura (Parmeggiani, 2003; Parmeggiani et al.,
1986; Parmeggiani et al., 1987), el comportamiento sexual (Graham and Pfaus,
2012; Paredes and Agmo, 1992), y, de particular interés para el presente
proyecto, también estd implicada en el control del comportamiento maternal
(Numan, 1974; Numan, 1990; Numan, 1994; Numan and Insel, 2003) y del
suefio (Benedetto et al., 2012; Benedetto et al., 2013; Szymusiak et al., 1998;
Torterolo et al., 2009). En particular,el &rea predptica media (mPOA), ubicada
en la parte anterior del hipotalamo, tiene un papel fundamental en el control de
estos dos comportamientos (Kumar et al., 2011; Pereira and Morrell, 2009;
Srividya et al., 2007). De manera interesante, varios de estos comportamientos
pueden coexistir simultineamente, como el comportamiento maternal y el
sexual en el estro postparto (Agrati et al., 2011) o pueden estar asociados,
como el suefio NREM vy la eyeccion de leche en la rata (Voloschin and
Tramezzani, 1979). Si bien hemos logrado determinar que el suefio y el
amamantamiento estan asociados desde el punto de vista comportamental
(Benedetto et al., en prep.), aun no se ha descrito si existe una regulacion
simultanea por parte del mPOA.

Area predptica media y suefio

El POA es de las pocas areas del cerebro donde la actividad de algunos
grupos neuronales se incrementa durante el sueiio NREM, hecho constatado
en diversas especies como conejos, gatos y ratas (Alam et al., 1997; Alam et
al., 1995; Eguchi and Satoh, 1980; Findlay and Hayward, 1969; Gvilia et al.,
2005; Kaitin, 1984; Koyama and Hayaishi, 1994a; Koyama and Hayaishi,
1994b; Krilowicz et al.,, 1994; Sherin et al., 1996; Suntsova et al., 2002;
Torterolo et al.,, 2009). Ademas, lesiones eléctricas especificas del mPOA
producen un disturbio severo y persistente del suefio (McGinty and Sterman,
1968). La importancia de las neuronas del mPOA en el suefio, y no la de las
fibras de pasaje, ha sido confirmada mediante lesiones con &cido iboténico
(que destruye los cuerpos neuronales, conservando indemnes los axones).
Dichas lesiones causan severo insomnio (Sallanon et al., 1989; Sallanon et al.,
1986; Szymusiak et al., 1991). A su vez, la microinyeccién local en el mPOA de
diversas sustancias y neuropéptidos como el glutamato (Kaushik et al., 2011),
triazolam (Mendelson and Martin, 1992; Mendelson et al., 1989), pentobarbital
(Mendelson, 1996) y adenosine (Mendelson, 2000) promueven el suefio
NREM. Asimismo, la actividad neuronal de esta area se incrementa durante el
suefio NREM, observado tanto con la proteina Fos(Gong et al., 2004; Lu et al.,
2000; Sherin et al., 1996; Torterolo et al., 2009), como con registros de
unidades (Koyama and Hayaishi, 1994a).

Area predptica media y amamantamiento

Si bien hay consenso sobre que el mMPOA cumple un rol fundamental en
la regulacion del comportamiento maternal activo (como los lamidos y
acarreos), existen discrepancias respecto a su funcién en la regulacion del
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amamantamiento. Diversos trabajos muestran que lesiones del mPOA afectan
tanto los componentes activos asi como también el amamantamiento (Numan
and Stolzenberg, 2008), mientras que otros evidencian que solo se ve afectado
el comportamiento maternal activo (Numan and Callahan, 1980; Numan and
Stolzenberg, 2008; Stern and Lonstein, 2001; Terkel et al., 1979). En este
sentido, Stern y Lonstein (2001) postulan que muchos de los trabajos que
reportan alteraciones en el amamantamiento luego de lesiones en el mPOA se
deben a fallas metodoldgicas, de forma tal que si el comportamiento activo se
ve alterado y la hembra no redne a las crias, inevitablemente se vera afectado
el amamantamiento por falta de contacto con las crias. Asimismo, Miller y
Lonstein (2005) plantean, por ejemplo, que la accion facilitadora de las
posturas de amamantamiento de algunos agentes dopaminérgicos (DAérgicos)
sobre el mPOA podria deberse a la modulacién de otros procesos fisiologicos
controlados por el mPOA. De hecho, existen trabajos que muestran que la
ablacién de los pezones (telectomia) no modifica la actividad de las neuronas
del mPOA, utilizando la proteina Fos como indice de actividad neuronal
(Numan and Numan, 1995; Walsh et al., 1996).

1.5. Regulacién dopaminérgica durante el periodo de lactanciay sus
efectos en el suefio

Conceptos generales de la dopamina

La dopamina es un neurotransmisor involucrado en diversos
comportamientos y procesos fisioldgicos incluidos el comportamiento maternal
y del ciclo suefo-vigilia (Le Moal, 1995; Monti et al., 1988; Stolzenberg and
Numan, 2011).

Los grupos neuronales DAérgicos estan localizados en el area tegmental
ventral (VTA), la sustancia nigra pars compacta (SNc) y otras areas como el
area periventricular y el nucleo arcuato del hipotdlamo (Freeman et al., 2000;
Monti and Monti, 2007). En particular, el mPOA recibe aferencias
dopaminérgicas provenientes principalmente del area periventricular del
hipotalamo y también del VTA (Bjorklund et al., 1975; Day et al., 1980; Miller
and Lonstein, 2005; Simerly and Swanson, 1986).

La dopamina ejerce sus efectos actuando sobre cinco subtipos de
receptores, agrupados en dos grandes familias: de tipo 1 (excitatorios, incluye
receptores D1 y D5) y los de tipo 2 (inhibitorios, incluye receptores D2-D4). El
mMPOA expresa ambas subfamilias de receptores, permitiendo responder a las
entradas dopaminérgicas (Bakowska and Morrell, 1995).

Agentes dopaminérgicos

La proclividad al desarrollo de trastornos psiquiatricos, asi como de
recaidas, aumenta durante el periodo postparto. Para el tratamiento agudo y
cronico de las psicosis postparto se requiriere el uso de agentes DAérgicos
como farmacos antipsicoticos (Babu et al., 2015; Gardner et al., 2005). Estos
farmacos pueden afectar aspectos relacionados a la maternidad y al suefio,
interfiriendo con el vinculo con el recién nacido y su desarrollo saludable
(Klinger et al., 2013).

Los principales efectos de los farmacos antipsicoticos parecen deberse
al bloqueo de los receptores D2 (Gardner et al., 2005; Girgenti et al., 2010).
Aunqgue los efectos de agentes DAérgicos sobre el suefio han sido estudiados
en distintas areas del cerebro (Monti et al., 2016), curiosamente, no existen
trabajos in vivo que muestren cual es el efecto de la dopamina sobre el POA.
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El dnico antecedente es un estudio in vitro que mostré que el Modafinil, un
farmaco que potencia la actividad DAérgica, incrementa la inhibiciébn de las
neuronas del POA inducida por la noradrenalina (Gallopin et al., 2004).

En forma paralela, la DA es critica tanto para la motivacion maternal por
sus vias DAérgicas provenientes del VTA y sus conexiones con otras areas
cerebrales como el mPOA (Numan and Stolzenberg, 2008;Stolzenberg and
Numan, 2011), como para el amamantamiento por la regulacion de prolactina
(Christian, 2007). En particular, los antagonistas selectivos D2, como el
Raclopride, microinyectados en el mPOA inhiben Unicamente el
amamantamiento, sin afectar el comportamiento maternal activo (Miller and
Lonstein, 2005). Sin embargo, los propios autores discuten si estos resultados
se deben directamente a un aumento en el amamantamiento o si podrian ser
consecuencia de la modulacion de algun otro parametro fisiologico regulado
por el mPOA, como el sueiio (Miller and Lonstein, 2005). Por tanto, es de
particular interés poder determinar la accion de agentes DAérgicos a nivel del
MPOA vy sus efectos simultaneos en el suefio y en el comportamiento maternal.

2. Descripcion del problema de investigacion

A pesar de que el mMPOA es un area clave en el control del suefio y el
comportamiento maternal, su rol en el control del amamantamiento aun no es
claro, existiendo resultados contradictorios. Al dia de hoy no hay trabajos que
investiguen ambos comportamientos en forma simultanea frente a alteraciones
del mPOA. Igualmente, se desconoce si los agentes DAérgicos modulan el
suefio actuando en el mPOA. Es nuestra hipétesis de trabajo que la
microinyeccion de antagonistas D2 intra-mPOA promueve tanto el suefio
NREM como las posturas de amamantamiento.

3. Objetivo

3.1. General

Determinar los efectos la administracion intra-mPOA de un antagonista
dopaminérgico D2 sobre suefio y el comportamiento maternal durante la
lactancia de la rata madre.

3.2. Especificos

- Determinar los efectos de la microinyeccién intra-mPOA de un
antagonista selectivo D2 en el suefio.

- Determinar los efectos de la microinyeccion intra-mPOA de un
antagonista selectivo D2 en el comportamiento maternal.



4. Metodologia

4.1. Instalaciones
Los experimentos se realizaron en el Departamento de Fisiologia,
Facultad de Medicina, Universidad de la Republica (UdelaR).

4.2. Animales y alojamiento

Los protocolos experimentales fueron aprobados por la Comision
Honoraria de Experimentacidon Animal de la UdelaR (n° de protocolo: 293) y
realizados de acuerdo a la “Guia para el uso y cuidado de animales de
laboratorio” (8va edicion, National Academy Press, Washington D. C., 2011). Se
realiz6 el mayor esfuerzo para minimizar el nUmero de animales en cada estudio
y se tomaron las medidas adecuadas para minimizar el dolor y/o el estrés de los
animales durante la realizacion de los experimentos.

Para el presente estudio se utilizaron nueve ratas hembras primiparas
de la cepa Wistar (250-280 g). Dos dias previos al parto las hembras gestantes
se alojaron en cajas individuales (40 x 30 x 20 cm), con papel toalla como
material de construccion del nido. En el dia 1 postparto (PPD1; dia del parto =
dia 0) se unifico el numero de crias a 8 por madre (cuatro machos y cuatro
hembras).

4.3. Cirugia estereotéxica

En el PPDl1 las hembras lactantes se anestesiaron con
Ketamina/Xilacina/Acepromacina (80 mg/Kg, 2.8 mg/Kg, 2.0 mg/Kg
respectivamente; i.p.). El procedimiento quirdrgico consistio en realizar una
incisién antero-posterior por la linea media en la piel y el tejido subcutaneo que
recubre el crdneo, dejando expuesta la calota. Con el fin de obtener una
posicion horizontal de la superficie del craneo en el aparato estereotaxico, la
barra de incisivos fue ajustada en cada animal para obtener la misma medida
dorso-ventral de lambda y bregma (Paxinos and Watson, 2005). Una vez
tomadas las medidas de bregma, se calcularon las coordenadas
correspondientes para los sitios blancos. Posteriormente, se realizaron
pequefias perforaciones donde se implantaron electrodos previamente
soldados en un extremo a tornillos y en el otro a un conector para el registro del
electroencefalograma (EEG). Se implantaron 3 electrodos en areas corticales:
corteza prefrontal (AP = + 5.8; L = 1.5); corteza parietal posterior (AP = -4.0, L
= 2.2); corteza visual primaria (AP = -7.0, L = 3.0) y a su vez un electrodo en el
cerebelo como electrodo indiferente (AP = -11.0, L = 0.0) (Paxinos and Watson,
2005). Ademas, se colocaron dos electrodos en los musculos de la nuca para
el registro de la actividad eléctrica muscular (EMG). Se implantaron
adicionalmente canulas guias bilaterales 2 mm sobre el mPOA (AP= -0.5 mm;
DV= 6.5 mm; L= 0.5 mm) de acuerdo a (Paxinos and Watson, 2005).
Finalmente, todos los electrodos y el conector (y si corresponde las canulas
guias) se fijaron al craneo con cemento acrilico.

Durante los 40-60 minutos de duracion de la cirugia, las crias
permanecieron en la caja materna bajo una ldmpara para mantener una
temperatura adecuada. Inmediatamente luego de la cirugia, las madres
regresaron a la caja materna junto a sus crias (Benedetto et al., 2014; Rivas et
al., 2016).



Luego de la cirugia, las ratas madres y sus crias se alojaron en sus
cajas dentro de una cAmara a prueba de sonido, con el ciclo luz-oscuridad de
12/12 h (luces encendidas a las 6:00 AM), la temperatura (22 + 1 °C)
controlada, y con libre acceso a alimento y agua durante toda la serie
experimental.

4.4. Disefio experimental

Los experimentos fueron realizados entre PPD4-8 durante la fase de luz.
Previo al inicio de los experimentos, se realizd un registro control para
corroborar que los pardmetros de suefio y el comportamiento maternal fueran
adecuados. Cada animal recibi6 3 microinyecciones: vehiculo, 5 ug de
Raclopride (RACsy,)) y 10 pg de Raclopride (RACig) en forma
contrabalanceada. Luego de cada dia de microinyeccion, se realizaron
registros controles.

Al inicio de cada sesion experimental, las crias fueron separadas de sus
madres por tres horas y colocadas bajo una lampara para mantener su
temperatura. Luego de dos horas y 45 minutos de la separacion de las crias,
las madres fueron microinyectadas (e inmediatamente después conectadas al
sistema de registro en la propia caja materna). Transcurrido 15 minutos luego
de la microinyeccion, se inici6 el registro polisomnografico y de video durante
cuatro horas y en forma paralela se colocaron las crias en la caja maternal, en
el &rea opuesta al nido. Si a los 300 segundos la hembra no acarreé todas las
crias al nido, el experimentador colocé las crias en el nido (Stern and Taylor,
1991). El protocolo experimental fue similar al utilizado por Miller y col. (2005),
complementandole el registro polisomnografico.

Previo a la colocacion de las crias en la caja materna y al finalizar cada
sesion experimental, se pes6 cada cria y el total de la camada como medida
indirecta de la eyeccion lactea (Stern and Taylor, 1991).

Al finalizar cada sesion experimental el animal se desconectd del
sistema de registro.

4.5. Infusién de drogas

Luego de retirado el mandril de las canulas guia, se realizé una
microinyeccién bilateral intra-mPOA de 200 nl del antagonista selectivo D2
Raclopride (0, 5 0 10 yg en cada lado; Sigma Chemical, St. Louis, MO) diluido
en solucion salina isoténica. Las microinyecciones fueron realizadas en un
periodo de dos minutos con inyectores conectados a microjeringas Hamilton
(Hamilton Company, Reno, NV), con una tasa de infusion de 0.1 ul/min,
utilizando una bomba de infusion (Harvard Apparatus Inc., Holliston, MA).
Finalizada la microinyeccion, los inyectores permanecieron un minuto adicional
en el sitio de inyeccién y luego se colocé nuevamente el mandril.

Las dosis elegidas se basan en trabajos previos, ya que modifican el
amamantamiento, sin alterar la locomocion (Miller and Lonstein, 2005; Moses
et al., 1995).

4.6. Registro y analisis del ciclo suefio-vigilia

Los registros del EEG fueron monopolares (contra el electrodo
indiferente) y el EMG bipolar. Las sefiales bioeléctricas obtenidas se
amplificaron 1000 veces Yy filtraron (pasa bajos: 500 Hz; pasa altos: 10 Hz para el
EMG y 1 Hz para el EEG). Estas sefales se monitorizaron y almacenaron para
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su posterior analisis en una PC utilizando el software Spike2, con una frecuencia
de muestreo de 1024 Hz.

Los estados de vigilia, suefio NREM (LS y SWS), etapa transicional (IS) y
suefio REM fueron diagnosticados en épocas de 5 segundos de duracion, en las
cuales se analizo cual era el estado predominante. Cada estado se estadifico en
forma estandar (Benedetto et al., 2013), tomando en cuenta los siguientes
parametros bioeléctricos:

- Vigilia (W): Ondas de bajo voltaje y alta frecuencia en la corteza frontal,
presencia o no de ritmo theta (5-8 Hz) en la corteza parietal y occipital, y alta
actividad en el EMG.

- Sueifio ligero (LS): ondas de alto voltaje interrumpidas por actividad
electroencefalografica de bajo voltaje y alta frecuencia con la amplitud reducida
en el EMG.

- Suefio de ondas lentas o profundo (SWS): ondas de alto voltaje y baja
frecuencia (0-4 Hz) constantes tanto en la corteza frontal como parietal,
combinadas con husos de suefio (9-15 Hz) y EMG reducido en amplitud.

- Suefio NREM: LS + SWS.

- Etapa transicional (IS): ondas theta en la corteza occipital y husos de
suefio en la corteza frontal (Gottesmann, 1992; Gottesmann, 1996).

- Suefio REM: ondas de bajo voltaje y alta frecuencia
electroencefalogréfica, presencia de ritmo theta en la corteza parietal y occipital
sin actividad en el EMG.

El analisis de suefio y vigilia se realizard durante cuatro horas a partir de
la colocacion de las crias en la caja materna.

4.7. Registro y analisis del comportamiento maternal

La actividad de la madre se registré utilizando la camara web acoplada
al software de adquisicion para el registro polisomnogréfico.

Los comportamientos maternales que se analizaron fueron la latencia a
la reuniébn a toda la camada (RTC), la latencia a la primera postura de
amamantamiento (> 2 minutos) y el tiempo en posturas de amamantamiento.
Los cambios en el amamantamiento fueron medidos en forma indirecta,
estimando la transferencia de leche a las crias, calculando el porcentaje de
aumento del peso total de la camada antes de colocarlas con la madre y al final
de la sesion experimental (Miller and Lonstein, 2005; Stern and Lonstein, 2001;
Stern and Taylor, 1991); esto evita mediciones invasivas en la madre que
puedan generar estrés y alterar el suefio.

Los videos obtenidos se almacenaron y posteriormente se estadificaron
en épocas de 5 segundos en funcibn del comportamiento maternal
predominante en cada época.

Se analizaron cuatro horas a partir de la colocacion de las crias en la
caja materna.

4.8. Analisis estadistico

Como los datos siguieron una distribucion normal (test de Kolmogorov-
Smirnov), estos se presentaron medias * error estandar (SEM) y las
comparaciones entre los grupos se realizaron utilizando ANOVA de medidas
repetidas seguido del test de Tukey como post hoc. El criterio para descartar la
hipotesis nula fue p < 0.05 (Siegel, 1956).



4.9. Andlisis histoldgico

Una vez sacrificados los animales con una sobredosis de anestesia,
estos fueron perfundidos con 300 ml de solucion salina heparinizada seguido
por 300 ml de una solucion de 4% paraformaldehido. Posteriormente, se
extrajo el encéfalo y colocd en paraformaldehido al 4% por inmersién durante
24 horas a 4°C. A continuacion el tejido se mantuvo por 48 horas en una
solucion de sacarosa al 30% a 4°C. A continuacion, el encéfalo se congel6 para
luego realizar cortes coronales a 30 um utilizando un vibratomo. La deteccién
del rastro de canula de inyeccion, identificacién del sitio de inyeccion y la toma
de fotografias de las secciones coronales fueron realizadas bajo lupa
(Benedetto et al., 2014; Benedetto et al., 2013; Devera et al., 2015; Rivas et al.,
2016).

5. Resultados

5.1. Localizacion de la canula

De los nueve animales utilizados, siete de ellos fueron incluidos en el
presente trabajo (ver Figura 1) mientras que los restantes fueron descartados
debido a que la localizacion de la canula se encontro fuera del mPOA.

CPu

ac
0

“och e — 7 : <20.24 mm

Vy

\
N

WL

,-"'-- — el . ___‘.»" -0.48 mm

Figura 1. Sitios de microinyeccién. Representacion esquematica de las secciones
coronales a nivel del mPOA. Los circulos negros indican los sitios de microinyeccién
con Raclopride (n=7); los numeros inferiores indican la distancia desde Bregma. Los
esquemas fueron tomados del altas Paxinos y Watson (2005). ac, comisura anterior;
cc, cuerpo calloso; CPu, caudado putamen; LV, ventriculo lateral; och, quiasma Gptico.
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5.2. Comportamiento maternal

Como se observa en la Tabla 1, la latencia a la RTC no se vio afectada
luego del tratamiento con RACs,, y aumento significativamente luego de RAC g,
con respecto al vehiculo.

Con respecto a las posturas de amamantamiento, las ratas madres
tratadas con RACs,q iniciaron antes las posturas de amamantamiento en
comparacion con el control, mientras que la duracion de las posturas de
amamantamiento no se vieron modificadas, evaluadas tanto hora por hora
como en las cuatro horas totales (ver Tabla 1).

La ganancia de peso de las crias no se vio afectada luego del
tratamiento con Raclopride.

Tabla 1. Efectos de la microinyeccion de Raclopride en el mPOA sobre distintos
parametros maternales (n=7).

Parametros maternales Salina RACs ug RAC 10 g ANOVA
(mins)
F (2,12) p
Ganancia de peso de las 6.3+£0.2 6.5+0.8 447 +0.6 2.25 0.14
crias (%)
Reunion toda la camada 19+04 26x0.8 4.56 + 0.4* 6.27 0.014
Nursing:
Latencia 92+1.2 53+1.2* 6.58 + 0.6 5.09 0.024
Duracion (mins):
Tiempo total 189.2 £ 5.7 180.1+ 3.1 189.0+24.0 0.56 0.58
Primera media hora 17.9+0.71 145+1.7 16.2+1.8 1.21 0.33
Primera hora 39.5+2.6 39.6+25 42.7+£2.2 0.57 0.57
Segunda hora 51.3+£2.3 50.0+2.2 48.8+ 4.9 0.57 0.90
Tercera hora 51.0+34 450+ 3.1 49.7 £3.2 0.10 0.90
Cuarta hora 473+ 3.7 455+ 1.6 47.8+ 2.7 0.12 0.87
n° episodios 21.1+£3.2 220+ 23 21.0+ 3.6 0.05 0.94
Duracion de episodios 104+14 89%1.0 144 +5.2 0.82 0.46

Tukey
(p)

*0.013

*0.022

Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control.
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5.3. Suefio

Como se muestra en la Tabla 2, tanto la duracibn como el numero de
episodios de IS y del sueiio REM se vieron significativamente disminuidos
luego de la microinyeccion de RACg,4 respecto al control en las cuatro horas
de registro. Tanto la vigilia como ambas etapas del suefio NREM no se vieron
modificadas luego del tratamiento con Raclopride.

Como se muestra en el andlisis hora por hora en la Figura 2, el IS
disminuy6 significativa mente en la cuarta hora luego de RAC1o,4, comparado
con el vehiculo. A su vez, el suefio REM disminuy0 significativamente en la
segunda hora con ambas dosis de Raclopride mientras que tuvo una tendencia
a disminuir también con ambas dosis en la tercera hora. Por el contrario, la
vigilia y ambas etapas del suefio NREM no se vieron afectadas en el analisis
hora por hora luego del tratamiento con Raclopride respecto al control o entre
las distintas dosis.

Las latencias al suefio LS, SWS y REM no se vieron afectadas luego del
tratamiento con Raclopride en comparacion con el vehiculo (ver Tabla 2).
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Tabla 2. Efectos de la microinyeccién de Raclopride en el mPOA sobre distintos parametros de suefio.

Parametros de suefio

Vigilia
Duracion (min)
Numero de episodios

Duracion episodios (min)

Suerio ligero (LS)
Duracion (min)

Numero de episodios
Duracién episodios (minutos)

Latencia

Suefio de ondas lentas (SWS)

Duracién (minutos)
Numero de episodios
Duracién episodios (minutos)

Latencia

Etapa transicional (I1S)
Duracién (minutos)
Numero de episodios

Duracion episodios (minutos)

Suefio REM

Duracion (minutos)

Numero de episodios
Duracién episodios (minutos)

Latencia

Salina

80.0 +6.3
126 + 9.4
0.7+0.0

40.4+4.9
201.9+12.1
0.2+0.0
11.2+0.5

93.8 +6.41
182.0 + 16.4
0.56+0.1
18.5+4.0

44 +0.81
18.8+3.8
0.19+0.0

21.5+0.95

219+41
0.8+0.1
489+ 3.4

RACs g

89.8+6.2
126.2+21.4
5.0+4.0

339+24

91.0 £ 15.8
0.16 +0.0
8.2+15

102.6 £6.0
169.4 + 13.2
0.63+0.1
13.9+3.5

2.7+0.39
153+1.9
0.2+0.0

10.9 + 2.4#

141+21
0.8 £0.1
68.7 +14.8

RAC10 g

101.1+10.4
1251 +21.7
7.1+59

36.8+2.1
211.3+13.9
0.2+0.0
99+28

89.9+95
167.7 + 11.7

0.2+0.0

152+3.5

1.6+0.3*
8.7+1.7*

0.2+x0.0

10.8 + 2.27*

8.5+ 1.7*
1.2+0.2
84.4+254

Tukey
(p)

0.013
0.04

0.0007 #0.0019

ANOVA

F (2,12) P
1.89 0.19
1.87 0.19
0.24 0.79
1.10 0.36
0.17 0.85
1.69 0.22
0.90 0.43
1.29 0.31
0.33 0.73
0.97 0.41
1.89 0.19
579  0.017
4.02 0.46
0.56 0.59
13.98
4.17 0.04
1.94 0.19
1.14 0.35

*0.0017
0.03

Los asteriscos y numerales indican diferencias significativas respecto al control.
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Figura 2. Efecto de la microinyeccién de Raclopride intra-mPOA sobre el
suefio. Las graficas muestran el tiempo promedio que las ratas madres
permanecieron en vigilia (W), suefio ligero (LS), suefio de ondas lentas (SWS), etapa
transicional (IS) y suefio REM en cada hora de registro. Las diferencias entre grupos
fueron analizadas con un ANOVA de medidas repetidas seguido del test de Tukey
como post hoc. Los asteriscos muestran las diferencias significativas encontradas,
mientras que el numeral indica una tendencia (p < 0.06) comparado con los valores
controles.

6. Discusién

Contrariamente a nuestras expectativas, evidenciamos que la
microinyeccion de un antagonista D2, Raclopride, no afectd el suefio NREM
mientras que disminuy6 significativamente tanto el suefio REM como su etapa
de transicion desde el suefio NREM y tuvo cambios pequefios pero
significativos sobre el comportamiento maternal.

Luego del tratamiento con la dosis mas baja de Raclopride (RACs,g) las
madres comenzaron a amamantar antes en comparacion con el tratamiento
con vehiculo. Este resultado es coherente con los datos experimentales de
Miller y col. (2005) y sugiere que nuestra hipotesis inicial podria no ser correcta,
debido a que esta disminucién en la latencia al inicio del amamantamiento no
fue acompafiada de un inicio mas temprano del suefio NREM. Sin embargo, a
diferencia del trabajo de Miller y col. (2005) nuestros resultados mostraron que
la duracién del tiempo que las hembras permanecieron en posturas de
amamantamiento no se vio afectada luego de ninguna de las dosis de
Raclopride en comparacion con los controles. Por lo tanto, son necesarios mas
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experimentos para comprobar dicha hipétesis. Las diferencias encontradas
respecto a los antecedentes pueden deberse a diferencias en los protocolos
experimentales, como el hecho de que en nuestro protocolo las crias no fueron
limpiadas de heces y orina previo al pesado de las mismas. Estas diferencias
podrian generar cambios en las respuestas maternales.

A su vez, luego del tratamiento con Raclopride (RACigyg) @ las madres
les llevd mas tiempo reunir a toda la camada, mientras que con la dosis mas
baja de Raclopride (RACsy,) no hallamos diferencias comparado con los
controles. Nuestros datos sugeririan que el sistema DAérgico posee un rol en la
motivacion maternal, o que es coherente con antecedentes previos que
muestran que tanto la administracion periférica como intra-mPOA con agentes
DAérgicos modula el comportamiento maternal (Stern and Keer, 1999;
Stolzenberg et al., 2007). A pesar de que Miller y col. (2005) mostraron que el
comportamiento maternal activo no se vio afectado con Raclopride a la dosis
mas baja que nosotros utilizamos (RACs,g), no utilizaron la dosis a la cual
observamos los cambios en el comportamiento maternal activo. Por lo tanto, se
podria especular que la activacion del sistema DAérgico en el mPOA debe ser
mayor para activar el componente maternal active en comparacion con el
pasivo. Sin embargo, nosotros no medimos ningun otro pardmetro maternal
active como para comprobar dicha hipétesis.

Si bien la mayoria de los estudios relacionan el mPOA y en general el
POA al sueifio NREM, nuestros resultados muestran que el mPOA altera
marcadamente el suefio REM y su etapa transicional desde el suefio NREM.
Estos datos son respaldados por determinados datos experimentales que
resaltan la importancia de esta area también en el control del suefio REM
(Asala et al., 1990; Suntsova and Dergacheva, 2004). Particularmente,
Suntsova & Dergacheva evidenciaron que la mayoria de las neuronas
registradas del mPOA incrementan su frecuencia de descarga durante el suefio
REM en comparacion con la vigilia y el suefio NREM, incrementando su
descarga entre 20 y 70 segundos previo al inicio del suefio REM en la mitad de
dichas neuronas. Asimismo, la estimulacion eléctrica del mPOA a frecuencias
bajas durante el suefio NREM promueve la entrada del suefio REM (Suntsova
and Dergacheva, 2004). Ademas, Asala y col. (1990) mostraron que luego de la
lesion del mPOA el suefio REM se vio incrementado.

Nuestro estudio es el primero en evaluar directamente el rol del sistema
DAérgico en el mPOA sobre el suefio, mostrando una clara disminucion del
sueiilo REM y su etapa transicional tanto en su duracion como en el numero de
episodios. A pesar que las neuronas del DAérgicas del area tegmental ventral
(VTA) como de la SNc no cambian su frecuencia de descarga a lo largo del
ciclo suefo-vigilia (Miller et al., 1983; Trulson, 1985; Trulson and Preussler,
1984; Trulson et al., 1981), su patrén temporal de descarga es modulado a lo
largo de dicho ciclo. En este sentido, (Dahan et al., 2007) evidenciaron que hay
un incremento prominente en la descarga de las neuronas DAérgicas del VTA
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durante el suefio REM. Ademas, la liberacion de DA durante el suefio REM,
tanto en el nucleo accumbens y en la corteza prefrontal, esta incrementada
durante el suefio REM en comparacion con el suefio NREM (Lena et al., 2005).
El hecho de que un antagonista D2 en el mMPOA disminuya el tiempo en suefio
REM y su etapa de transicion (los presentes resultados), nos lleva a hipotetizar
que las proyecciones DAérgicas hacia el mPOA facilitarian la transicion del
suefio NREM al REM. Respaldando esta hipotesis, Jouvet y col. en 1988 ya
habian discutido el potencial rol del POA en el control de las areas del tronco
encefalico criticas en la generacién del suefio REM (Jouvet, 1988). Sin
embargo, son necesarios mas experimentos para confirmar esta hipétesis.
Asimismo, con el fin de tener un conocimiento mas exhaustivo en el rol
DAérgico en el mPOA en relacion al suefio, dos principales lineas de trabajo
deberian seguirse. En primer lugar, estudiar otros agentes DAérgicos, tanto
agonistas como antagonistas de otros receptores y del propio D2. Por otro lado,
también es necesario replicar los hallazgos encontrados en animales no
maternales, ya que es sabido que el componente hormonal condiciona
fuertemente la fisiologia de esta &rea (Schrader et al., 2012) y que su rol
cambia, por ejemplo, segun la etapa del postparto (Pereira and Morrell, 2009).
Los hallazgos en el comportamiento maternal y el suefio en su conjunto,
donde la motivacion maternal y el suefio REM (un estado con un componente
emocional alto) se encuentran disminuidos luego del tratamiento con
antagonistas D2, podrian vincularse desde el punto de vista que para ambos
comportamientos u estados el sistema DAérgico es fundamental.

Los estudios a futuros estaran centrados en determinar los efectos de
otros agentes DAérgicos y la evaluacion del sistema DAérgico en el mPOA en
animales no-maternales. A su vez, también intentaremos llevar a cabo mas
experimentos para comprobar o rechazar nuestra hipotesis inicial.
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