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Resumen

El suefio presenta un rol esencial en muchas funciones fisioldgicas. Sin embargo, multiples factores,
desde la presencia de enfermedades, |a necesidad de adecuarse a un horario laboral, o incluso cuidar de
otros individuos, pueden impedir el correcto descanso. Los efectos de las alteraciones del suefio han sido
ampliamente estudiados, reportandose una gran variedad de repercusiones fisioldgicas, desde afectandose
el rendimiento psicomotor y cognitivo, hasta inducir cambios en los sistemas endocrino e inmunoldgico. Si
bien normalmente en nuestras vidas podemaos transitar episodios donde nuestro suefio se ve alterado,
existen situaciones fisioldgicas particulares que conllevan a la falta de suefio permanente y a un mayor
desgaste energético; tal es el caso del periodo postparto. La gran mayoria de los estudios de suefo
realizados durante este periodo, independientemente de la especie estudiada, coinciden en que todas las
madres presentan algun tipo de alteracidn del suefio. Teniendo en cuenta los efectos evidenciados frente a
las alteraciones de suefio, es esperable observar consecuencias fisioldgicas significativas durante Ia
maternidad, sin embargo, pocos estudios se han realizado sobre el tema.

En el presente trabajo se planted evaluar la relacion entre el suefio y el amamantamiento en la rata;
estudiar cémo diferentes metodologias de privacion de suefio aplicadas a ratas lactantes pueden afectar el
comportamiento maternal y la lactancia; y evidenciar si la adicion de restriccidon de suefo aguda (ASR) o
cronica (CSR) a las alteraciones del suefio maternales intrinsecas al postparto puede conllevar a cambios
comportamentales, nutricionales, hormonales e inmunoldgicos en ratas madre y sus crias.

Para ello, se realizaron tres series experimentales: |. Se correlacionaron los estados de sueno y vigilia con
diferentes pardmetros de amamantamiento en ratas lactantes. Il. Se privaron de suefio a ratas madre
utilizando dos técnicas diferentes: gentl/e handling (GH) y deep brain electrical stimulation (DBES). Ill.
Basados en los resultados del sequndo objetivo, se privaron de suefo por seis horas a ratas madre durante
un dia (restriccion de suefio aguda, ASR; acute sleep restriction) o durante cinco dias consecutivos
(restriccion de suefio cronica, CSR; chranic sleep restriction) mediante DBES. Se evaluaron cambios en los
comportamientos maternales, la cantidad y composicion de la leche eyectada, la concentracion de
hormonas en suero materno, la concentracion de diferentes parametros inmunoldgicos en sangre tanto en
madres como en crias, asi como la concentracidn de anticuerpos en leche.

En el primer experimento, se evidencido una correlacion positiva entre el tiempo transcurrido en la
mayoria de las etapas del suefio y el tiempo que la madre invierte amamantando a sus crias, no
observandose una correlacion con las eyecciones de leche ni con |la cantidad de leche eyectada.

En el sequndo experimento, se observé que las madres fueron capaces de eyectar leche a pesar de estar
privadas de suefo; y que el comportamiento materno, las eyecciones de leche y la cantidad de leche
eyectada fueron mas afectadas cuando la privacién de suefio se realizd mediante GH que cuando se realizd
mediante DBES.

En el tercer experimento, se evidencio que frente a la restriccion de suefio crénica existe una disminucion
de los comportamientos maternos, una reduccion en la cantidad de leche eyectada, y un aumento del
recuento linfocitario de las crias macho y hembra. Luego de una restriccion de suefio aguda, se evidencid
una disminucion del contenido proteico de la leche y una disminucion de la IgG sérica en las crias macho.
Asimismo, se observd que la mayoria de los parametros maternos hormonales e inmunoldgicos medidos
parecen no verse afectados con la restriccién de suefio.

Al considerar los resultados obtenidos, se sugiere que el suefio y el amamantamiento podrian compartir
ciertas caracteristicas conductuales, lo que habilitaria a la rata madre a realizarlos de manera simultanea.
Se plantea que las ratas madres serian capaces de eyectar leche incluso frente a la falta de suefio, aunque

las caracteristicas de dichas eyecciones dependen del método utilizado para la privacién. Se plantea la
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hipdtesis de que existe una habituacidn a la falta de suefio que permite mantener la nutricion de las crias,
dado que el deterioro en la lactancia parece recuperarse a lo largo de los dias de restriccion de suefio. Los
resultados también sugieren que, aunque los efectos de la restriccion de suefio en las madres parecen ser
mas sutiles, algunas de sus consecuencias se manifiestan de manera mas pronunciada en las crias. Por
ultimo, se plantea que las madres lactantes serian capaces de compatibilizar sus propias necesidades de
descanso al cuidado constante de sus crias, aunque esta capacidad se ve comprometida cuando enfrentan
una restriccion de suefio adicional. Dado que es muy limitada la literatura sobre los efectos de la falta de
suefo sobre el sistema inmune, el endacrino y la lactancia durante el postparto, consideramos sumamente
valioso el aporte de este trabajo.
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1. Introduccion

1.1. Ciclo sueno-vigilia

¢Qué es el sueno? Parece algo tan sencillo como contestar “es aquello que hacemos cuando estamos
muy cansados” y, sin embargo, atin no es posible contestar a nivel molecular siquiera qué es el cansancio .
Se puede definir al suefio a nivel comportamental como un estado de inmovilidad rdpidamente reversible,
de quiescencia, en el cual se presenta una reduccion significativa en la respuesta sensorial y una postura
corporal adecuada para el descanso #*. En contraposicidn, es posible definir a la vigilia como un espectro de
estados comportamentales en los que un organismo puede presentar actividad motora y/o cognitiva
voluntaria en respuesta a estimulos internos o externos *°. Este tipo de comportamientos de actividad y
reposo se encuentran en diversos taxones, desde cnidarios hasta aves y mamiferaos °.

También es posible definir el suefio mediante el uso de la polisomnografia, técnica que mide
simultdaneamente la actividad eléctrica encefdlica (electroencefalograma; EEG), la actividad eléctrica
muscular (electromiograma; EMG), y otras variables como pueden ser los movimientos oculares, la
frecuencia respiratoria, los ronquidos, entre otras *”2. Mediante esta técnica es posible categorizar el suefio
en sus dos grandes estados: el suefio de movimientos oculares rapidos (REM; por sus siglas en inglés
correspondientes a rapid eye movement) y el sueiio no-REM (NREM) 2°1°,

A nivel polisomnografico, la vigilia se caracteriza por presentar un EEG con ondas de alta frecuencia y
baja amplitud, y un EMG que evidencia un alto tono muscular. El suefio NREM se caracteriza por presentar
un EEG de alta amplitud y baja frecuencia, con una predominancia de ondas del rango de frecuencia delta
(0.5 - 4 Hz) y la presencia de husos de suefio (9 - 12 Hz), conjuntamente con un EMG de reducida actividad.
Por dltimo, el suefio REM presenta un EEG de baja amplitud y alta frecuencia, similar a lo observado en la
vigilia, pero presenta atonia en la mayoria de los misculos esqueléticas, junto con los movimientos oculares
rapidos que lo caracterizan ®'". Importante para este trabajo, en el caso de las ratas, al utilizar Ia
polisomnografia es posible subclasificar el suefic NREM en suefio ligero (LS; por sus siglas en inglés
correspondientes a /ight sleep), y sueno de ondas lentas (SWS; s/ow wave sleep). Asimismo, se pueden
identificar otros estadios particulares, como las transiciones del suefio NREM a REM (IS, /intermediate
stage).

1.2. Funciones y mecanismos regulatorios del sueno

El suefo presenta un rol esencial en muchas funciones fisioldgicas, como ser su participacian en el
desarrollo, conservacion energética, depuracion cerebral de residuos, regulacion metabaélica, modulacidn de
la respuesta inmune, consolidacion de memoaorias, performance y cognicion, entre otras 7.

El tiempo de suefio y su intensidad (amplitud de la frecuencia delta del NREM ™) estan regulados por
dos procesos fundamentales que interactian entre si, el proceso circadiano (o proceso C) y el proceso
homeostatico (o proceso S). El proceso C sugiere un reloj bioldgico endégeno que permite a los animales
presentar un ciclo circadiano de actividad y reposo ajustado a las condiciones ambientales, en donde se
favorece el suefio en el momento del dia mds propicio para cada especie, afectando el umbral de inicio y
finalizacidn de los episodios de sueno >'®". Por otra parte, el proceso S involucra fendmenos activos
caracteristicos de la vigilia que se acumulan a lo largo del dia e incrementan la presian al suefio, lo que
permite el transito progresivo hacia un periodo de reposo. Una vez logrado el suefig, se atraviesa un periodo
de descanso hasta que se alcanza un umbral que permite la transicidn hacia la vigilia, formando asi un
proceso homeostatico autorregulado que permite mantener al suefio dentro de los limites fisiolégicos '.
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1.3. Alteraciones del suefioy sus consecuencias fisiologicas

Multiples factores, desde la presencia de enfermedades, el realizar comportamientos motivados, o
incluso cuidar de otros individuos, pueden impedir que se elimine correctamente la presion al suefio o que
se pierda la sincronia entre los procesos Sy C, dando lugar a alteraciones en el suefio "%,

Si bien a algunas de las alteraciones se las suele agrupar de forma generalizada bajo el concepto de
privacion de suefio, estas pueden ser subcategorizadas como privacion, restriccién o fragmentacion de
suefo #. La privacion per se, es la ausencia total de suefio durante las 24 horas del dia 0 mas (por ejempilo,
permanecer todo un dia despierto). La restriccion, también conocida como privacion parcial, implica la
reduccion del periodo de suefio por debajo de lo requerido por el organismo (por ejemplo, dormir tnicamente
cinco horas en vez de ocho). Por ultimo, la fragmentacidn de suefio, que como su nombre lo indica, es Ia
disrupcion del suefio debido a despertares continuos a lo largo del periodo de descanso (por ejemplo,
levantarse varias veces durante la noche) #. Asimismo, estas alteraciones pueden presentarse como un
evento puntual (por ejemplo, restriccion de suefio aguda; ASR, por sus siglas en inglés correspondientes a
acute sleep restriction), o perpetuarse a lo largo del tiempo, consolidandose en la vida diaria (restriccion de
suefo cranica; CSR, por chronic sleep restriction) **.

Ahora bien, ¢qué sucede cuando no es posible dormir correctamente? Los efectos de las alteraciones
del suefo han sido ampliamente estudiados, en donde se ha reportado una gran variedad de repercusiones
fisioldgicas, que van desde el rendimiento psicomotor y cognitivo, hasta los niveles plasmaticos de diversas
hormonas y factores inmunoldgicos 2.

1.3.1. Efectos comportamentalesy cognitivos de la falta de sueno

La falta de suefio aumenta la propensidn al mismo, es decir, aumenta la probabilidad de que se produzca
el suefio %3, También genera un incremento en la somnolencia, fatiga y confusion cognitiva %%, y
produce disminucion de la atencidn, de la memoria de trabajo y de la memoria a largo plazo %, asi como una
disrupcion de las funciones verbales 3** y de la toma de decisiones "*°. En particular, |a restriccion de sueio
afecta diferentes aspectos de la performance cognitiva durante la vigilia, pero principalmente disminuye el
estado de alerta y atencidn 2. En este sentido, Belenky y colaboradores % evidenciaron en humanos de
entre 24 y 62 afos de edad, que dormir solamente siete horas por dia alcanzan para observar dichos efectos.
Cabe mencionar que los procesos de recuperacidn cognitiva posteriores a una alteracion del suefio
parecerian requerir mas tiempo luego de una restriccidn crénica de suefo que luego de una privacion total
aguda de suefio, lo que sugiere una mayor demanda cognitiva .

1.3.2. Efectos de la falta de sueno sobre el sistema enddcrino

La calidad y la duracién del suefio afectan significativamente la funcion hormonal ¥. Frente a
restricciones de suefio de cuatro horas nocturnas ya se observan cambios hormaonales ¥-%4, La privacion de
suefo es intrinsecamente estresante *', por lo que eleva los niveles glucocorticoides sanguineos tanto en
humanos “? como en ratas “**, y altera la respuesta adrenocortical a otros factores estresantes *. Otras
hormonas también se ven afectadas por el mal descanso ¥°. Por ejemplo, se evidencid que los niveles
plasmaticos de prolactina se encuentran fuertemente vinculados al suefio *¢%, ya que presentan un ritmo
sincrénico con el sueio NREM “, mientras que los despertares nocturnos inhiben su liberacidon °“°, También
se reportd un paosible vinculo entre |a falta de suefio y otras hormonas, como es el caso de la oxitocina, donde
se evidencid un aumento en la concentracion plasmatica de esta hormona después de una noche de
privacién total de suefio en mujeres *°. Sin embargo, aun quedan estudios por realizar en el area. Cabe
mencionar que la mayoria de los trabajos publicados relacionados al estudio de los efectos endocrinos de la
falta de suefo fueron realizados en hombres, asi como en ratas y ratones macho.
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1.3.3. Impactos de la falta de suefio sobre el sistema inmunoldgico

El sistema inmunoldgico y el suefio estan estrechamente relacionados en sentido bidireccional 5.
Algunas citoquinas proinflamatorias, como la interleuquina 1 beta (IL-1p), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) y el interferén alfa (IFN-a), presentan actividad somnogénica, lo que incrementa el suefio NREM y
la amplitud de las ondas lentas observadas en el EEG durante esta etapa, y sugiere su participacion en la
regulacion normal del sueno **°. Incluso se ha propuesto a la IL-1 y al TNF-a como mediadores del proceso
S, que actian como promotores de suefio al igual que la adenosina, y participan en la homeostasis del suefo
961 | os niveles de estas citoquinas también cambian frente a las alteraciones del suefo. Particularmente,
la restriccion de suefio promueve la secrecion de citoquinas proinflamatorias, como IL-1[, IL-6, IL-17A y
TNF-a %25, y reduce la produccion de otras citoquinas antiinflamatorias, como la IL-10 95,

Otros mediadores humorales que también se ven afectados por la privacion de suefio son los
anticuerpos de la respuesta inmune adaptativa. En particular, la privacidn de suefo total en ratas produce
un aumento de la concentracidn sérica de inmunoglobulina G (IgG), IgM e IgA ¢/, mientras que la privacién
de REM disminuye los niveles de IgG1 e IgG2a .

Por otra parte, si bien se ha evidenciado que el sistema inmunoldgico se encuentra bajo regulacion
circadiana al igual que el suefio °°%%7% es decir que presenta oscilaciones en el nimero de leucocitos
sanguineos a lo largo del dia con un aumento durante el periodo de reposo, el suefio también presenta un
rol activo en la regulacion de la funcion inmunitaria celular *®%7". Particularmente, promueve la recirculacién
de células inmunes entre érganos linfoides y potencia su actividad *%%7"72, Por lo tanto, la privacidn de sueno
también se asocia con cambios en la inmunidad celular >4, Especificamente, se ha evidenciado que la
restriccion de suefio tanto en ratones, ratas como en humanaos disminuye el recuento de leucocitos en
sangre y su migracion a los tejidos 479, y altera la actividad celular y la capacidad fagocitica 7*7>778#1,

Al igual que la informacion disponible sobre los efectos de las alteraciones de suefio en el sistema
enddcrino, la mayoria de la bibliografia disponible sobre los efectos de la falta de suefo sobre la funcion
inmunoldgica se basan en estudios con hombres o roedores macho, o bien con mujeres o roedores hembra
fuera del periodo reproductivo.

1.4. Lamaternidady su relacion con el suefio

1.4.1. Postpartoy comportamiento maternal

Si bien normalmente en durante el transcurso de la vida es paosible transitar episodios donde el suefo
se ve alterado, existen situaciones fisioldgicas particulares que habitualmente conllevan a la falta de suefio
permanente y a un mayor desgaste energético, como es el caso del periodo postparto. Dicho periodo se
inicia inmediatamente después del parto y se extiende hasta que la madre retorna a un estado fisioldgico
similar al pregestacional %3, presentando una duracién variable dependiendo de cada especie e individuo.
De particular interés para este trabajo, cabe mencionar que el postparto de la rata dura tres semanas,
abarcando desde el dia del nacimiento hasta el destete, y se lo suele categorizar como postparto temprano
(primera semana), medio (segunda semana) y tardio (tercera semana) 8%,

Una de las principales caracteristicas del periodo postparto es el desarrollo del comportamiento
maternal, el cual conforma un conjunto de complejas conductas realizadas por la madre que aumentan la
probabilidad de supervivencia de la cria, prestando cuidado a las necesidades de la progenie entre las que
se incluyen el proveer de calor, higiene y nutricién, asi como proteccion de depredadores y del ambiente ¥'.

En este trabajo en particular, se describira el comportamiento maternal en la rata, el cual puede dividirse
en comportamientos activos (o fase apetitiva) y comportamientos pasivos (o fase consumatoria). Los
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comportamientos activos comprenden la construccidn del nido, acarreo y agrupamiento de las crias y el
lamido de Ilas mismas, mientras que los comportamientos pasivos incluyen principalmente el
amamantamiento ®®. La construccion del nido es la formacién de un sitio que aporte refugio, calor y
contencian a la camada. El acarreo y agrupamiento de las crias comprende el acto de sujetar gentilmente a
las crias y llevarlas hacia el nido. El lamido incluye el lamido anogenital y el corporal, permitiendo no solo la
higiene de las crias, sino también la estimulacidn de la miccién y defecacion. Por dltimo, el amamantamiento
es el comportamiento que define a los mamiferos como tales y que permite la nutricion temprana de la
progenie. Esta conducta comprende la postura de crouching o kyphosis, en la que la madre se encuentra
inmovil sobre las crias, arqueando su columna y extendiendo sus patas para permitir acomodar a la mayoria
de las crias debajo de ella, y la posicion supina, en donde la madre se acuesta de lado mientras las crias
succionan #%,

1.4.2. Elsueno durante el postparto

Dado que el sueno constituye un periodo de gran fragilidad y vulnerabilidad para los individuos, en el
caso de una madre puede significar el riesgo también para su camada . Entonces, ¢ qué ocurre con el suefo
de las madres durante el postparto?

En humanos, pese a la variedad de metodologias utilizadas para medir la cantidad y calidad del suefio, y
a las diferencias culturales intrinsecas de las diferentes poblaciones estudiadas, igualmente se evidencia
que las madres presentan el suefio fragmentado °>*%. En ratas, diversos trabajos evidencian una disminucion
del tiempo total de suefio, conjuntamente con una fragmentacion del mismo *-'%% Es sorprendente que
efectos similares a los observados en humanos y ratas también se han evidenciados en ratones '® e incluso
delfines ', por lo que los reportes de evaluacién de suefio durante la maternidad coinciden en que las
madres presentan algun tipo de alteracion del suefio durante el postparto 889092949599100,103104 |q que sugiere
que estas alteraciones forman parte natural de la maternidad.

1.4.3. Consecuencias de la falta de sueno durante el postparto

Teniendo en cuenta todos los efectos mencionados previamente frente a la falta de suefio, es esperable
observar consecuencias fisioldgicas significativas durante el postparto, sin embargo, se han realizado pocos
estudios sobre el tema.

Respecto a los efectos comportamentales y cognitivos, se ha evidenciado que una peor calidad de suefio
durante el postparto conlleva a una mayor incidencia de trastornos psiquiatricos ', reportandose una
relacion entre la falta de suefio y la depresion postparto 2"'%"'%, Asimismo, madres humanas que
experimentan mayores perturbaciones de suefio presentan una menor capacidad de comprender las
sefales emitidas por su bebé ', mayor ansiedad e irritabilidad """ y menor paciencia con sus hijos,
alterando los sentimientos maternales hacia el nifio "% lo que genera consecuencias en el cuidado del
mismo. Esto nos lleva a cuestionarnos si la cronicidad de las alteraciones de suefio puede conllevar a un
inadecuado comportamiento maternal.

Respecto a los cambios endocrinos frente a la falta de suefig, es importante mencionar los efectos sobre
dos de las harmonas fundamentales para el comportamiento maternal y la lactancia, es decir la prolactina
y la oxitocina. En este sentido, Okun y colaboradores '"® han evidenciado en madres humanas que cambios
en la calidad de suefio no estarian asociados con variaciones en la concentracidn de prolactina en plasma, y
tampoco con las concentraciones de estradiol y cortisol. Estos resultados son coherentes con los de Ruany
colaboradores ¢, donde no observaron una correlacién entre la duracion del suefio maternal y los valores
de prolactina en sangre. Sin embargo, Groer y colaboradores ''° evidenciaron que mayores niveles de fatiga
se correlacionan inversamente con los niveles de prolactina durante el postparto. En el mismo sentido, se
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ha evidenciado en ratas que la fatiga durante el postparto genera una disminucion de la lactancia por
regulacion a la baja de la expresiaon de prolactina y de las vias de sefializacion dependientes de esta hormona
"¢, Por lo que los efectos de la falta de suefio sobre la secrecion de esta hormona durante el postparto adn
son controversiales. Respecto a la oxitocina, pese al rol fundamental de esta hormona durante la lactancia,
no es de nuestro conocimiento que existan reportes sobre cambios en su secrecién frente a la falta de suefio
durante esta etapa, tanto en humanos como en animales no humanos. Existe evidencia sobre la relacion
entre dicha hormona y el estrés postparto, el cual podria estar asociado a la falta de suefio, en donde se
evidencia menores concentraciones de oxitocina en mujeres con sintomas de estrés . En este sentido,
cabe mencionar la relacién entre la falta de suefio y el estrés durante el postparto, en donde se ha
evidenciado en humanos una correlacidn positiva entre el cortisol en suero y la somnolencia "%, y donde una
menor calidad de suefio se correlaciona con mayor estrés percibido durante el primer mes postparto '". Esto
conlleva a plantear la hipotesis de que el efecto estresante de la falta de suefio durante el postparto pueda
generar un incremento sérico de corticosterona y una disminucion de oxitocina en la rata.

En relacion a la privacion de suefio y la lactancia, en madres humanas, una menor calidad de suefio se
correlaciona con menor volumen de leche eyectado durante el primer mes del postparto '. Sin embargo,
poco se sabe de la relacion entre la duracidn del suefio y la concentracidn de macronutrientes de la leche
114118 En particular en la rata, se ha descrito que las eyecciones lacteas ocurririan Unicamente luego de un
suefio NREM ""*'?', Trabajos como el de Sutherland y colaboradores ' muestran que las eyecciones de leche
en ratas lactantes anestesiadas ocurren principalmente frente a un EEG sincronizado previo (caracteristica
del suefio NREM). Por su parte, Lincoln y colaboradores ' abservaron que 10 segundos antes de la eyeccién
de leche la hembra lactante presenta un EEG sincronizado o en transicion hacia estar sincronizado, tanto en
ratas anestesiadas como no anestesiadas. También muestran que un periodo prolongado de actividad del
EEG de forma desincronizada se correspondia con un retraso en las eyecciones de leche, concluyendo que
existiria una “compuerta neural” que permitiria las eyecciones de leche y la cual estaria inhabilitada durante
la vigilia "°. Sin embargo, dado que las ratas precisan un periodo de quietud para iniciar tanto las posturas
de amamantamiento como también el suefio, y que las ratas principalmente duermen mientras amamantan
07 es de esperar que las eyecciones ocurran asociadas al suefo. En este sentido, Lincoln y colaboradores
discuten que igualmente habria que tener cierta precaucion al momento de asociar las eyecciones al suefig,
ya que una rata durante el periodo de amamantamiento también puede presentar un EGG desincronizado
9, junto con que las eyecciones de leche son inhibidas por activacién simpatica, por lo que no se podria
descartar que los estimulos que generan vigilia en los experimentos mencionados pudieran ser
considerados como estresantes ''*'?2, Voloschin y Tramezzani '*' observaron que, si se priva a la madre de
suefio mediante manipulacion manual leve (GH, por sus siglas del inglés gentle handling) durante 30
minutos, la hembra lactante es incapaz de eyectar leche, concluyendo que es necesario el suefio de ondas
lentas previo a las eyecciones lacteas. Sin embargo, como se mencionara mas adelante, este método de
privacion es considerado sumamente estresante, lo que lleva al cuestionamiento de que si utilizando otros
meétodos de privacidn de suefio menos aversivos podrian evidenciarse otros efectos.

Por dltimo, en relacién con los efectos inmunoldégicos de la falta de suefio durante el postparto, cabe
mencionar que existe muy poca bibliografia al respecto. Se ha reportado que madres humanas con mayores
niveles de somnolencia y fatiga presentan mas sintomas de infeccion, los cuales también se presentan en
sus bebés 5. Asimismo, la concentracidn de IgA de la leche materna se correlaciona con la concentracion
de prolactina en leche, mientras que el estrés, la fatiga y estados de danimo negativos se asocian con
menores concentraciones de prolactina en muestras de leche . Por lo que se podria esperar que, frente a
la falta de suefo, cambie la concentracion de prolactina y con ello se vea afectada la concentracién de
anticuerpos en leche. En humanos, la IgA es el principal isotipo de anticuerpo transferido a través de la leche,
mientras que la IgG ocupa cerca del 2%. Sin embargo, en ratas, la IgG representa cerca del 70% del contenido
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de anticuerpos totales de la leche '**'** Estos anticuerpos son transferidos desde la sangre materna a la
leche durante la lactancia temprana, y son transportados desde el intestino de la cria hacia la sangre,
contribuyendo al reservorio sérico temprano de IgG '**'%. Por lo que, surge el cuestionamiento de que si
frente a cambios en el suefo existiran alteraciones en la concentracion sérica de anticuerpos maternos, que
a su vez condicionen la transferencia de estos a las crias a través de la leche e impacten finalmente en sus
niveles en sangre.

Por otra parte, se ha reportado que madres humanas que presentan mayores niveles de somnolencia
diurna y fatiga también presentan mayores sintomas de infeccion y niveles mas alto de IL-1B "'>'?°. También
se ha observado que no habria diferencias significativas en las concentraciones de IL-6 e IL-10 entre mujeres
con o sininsomnio durante el postparto ¥, pero que cinco o menos horas de sueio por dia durante el primer
ano del postparto se asocia a niveles elevados de IL-6 ''. Asimismo, se ha evidenciado en vacas lactantes
que, si no se les permite adoptar la postura de descanso necesaria para el suefio, se promueve la expresion
de citoquinas inflamatorias, como la IL-6 y TNF-a 2. Por lo que pareceria que las alteraciones de suefo
podrian estar promoviendo un estado proinflamatorio también durante el postparto.

1.5. Métodos de privacion de suefio en animales de experimentacion

Se han desarrollado diversos modelos en ratas para privar el suefio, como el GH, un método clasico
sumamente utilizado que involucra la estimulacion tactil de las vibrisas o leves toques en el cuerpo con un
pincel *. Otras metodologias colocan a los animales en pequefias plataformas rodeadas de agua (flower
pot) *¥'% giratorias o en continuo movimiento "**. En particular, el GH es considerado una metodologia
estresante, aumentando los niveles plasmaticos de corticosterona . En este sentido, a diferencia de Ia
privacion de suefio en humanos, la privacion de suefio en animales de laboratorio es involuntaria y
generalmente involucra la exposicion repetida a estimulos o entornos aversivos y estresantes '3%'%,
generando que la interpretacion de los resultados sea dificil de adjudicar sélo a la falta de suefio .
Asimismo, la metodologia utilizada para evitar el suefio también afecta cémo éste es recuperado
posteriormente, por lo que los efectos de la deuda de suefio no dependerian Gnicamente de la duracién de
la vigilia previa, sino también de la calidad de la misma 3*'%¢'%_ por otra parte, en la literatura disponible,
tanto de humanos como de animales no humanos, predominan los estudios de privacion aguda de suefo
de 72 y hasta 96 horas, o restricciones crdnicas de suefio de 20 horas diarias, generando resultados
sumamente extremos para la fisiologia y que tal vez no se condicen con las restricciones de suefio
evidenciadas en la sociedad actual %%,

Por ultimo, a pesar de que la fisiologia del suefio difiere entre machos y hembras, la mayoria de la
literatura disponible sobre los efectos de la privacion de suefio toma en cuenta Gnicamente la fisiologia del
macho, siendo escasa la bibliografia sobre sus efectos en las hembras '®. Ademads, si bien existen trabajos
durante la prefiez **'*3, como se menciond previamente, la bibliografia es sumamente escasa durante el
postparto '®°. Posiblemente, esto se deba a que las metodologias disponibles para privar de suefio son
demasiado aversivas para ser aplicadas durante este periodo. Por ejemplo, seria imposible utilizar las
plataformas rodeadas de agua para privar a una madre de suefio mientras se encuentra cuidando a sus
crias. En este sentido, parece imperioso buscar nuevas técnicas que permitan tener una mejor aproximacion
a los efectos de la falta de suefio, como por ejemplo la activacién de circuitos promotores de vigilia mediante
quimiogenética ' o mediante estimulacion eléctrica profunda (DBES, por Deep Brain Electrical
Stimulation), 1o cual no requiere la manipulacién aversiva del animal constantemente '3%'#5'% Pese a ser
poco utilizada, la estimulacion eléctrica del sistema reticular activador ascendente o de otras areas también
promotoras de vigilia, pareceria ser una buena alternativa '*'¥, debido a su accesibilidad y a que pareceria
representar un modelo menos invasivo para el normal desarrollo del comportamiento maternal, lo que
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podria conducir a una mejor aproximacion a las consecuencias de la restriccion de suefio durante el
postparto.

2. Justificacion de trabajo

Dado que la rata es capaz de amamantar y dormir al mismo tiempo, encontrandose en suefio NREM la
mayor parte del tiempo que amamanta ', surge la interrogante de si existira una correlacion entre el tiempo
que invierte la hembra amamantando y el tiempo que duerme, y si dicha correlacion influye en la cantidad
de leche eyectada.

Por otra parte, la rata es en el Ginico animal en el que se ha reportado que, para producir una eyeccion de
leche, la succion por parte de las crias debe ser precedida por un episodio de SWS en la madre; la eyecciégn
no ocurre si las crias succionan durante la vigilia, el REM, o incluso si se priva de suefo utilizando GH "',
Estas caracteristicas no se observan en otras especies, como el conejo ', el cerdo ', y el humano %', Se
plantea el cuestionamiento de que si el suefio NREM es imprescindible para la eyeccion lactea, o si utilizando
otro tipo de métodos diferentes al GH para restringir el suefio, como la DBES, se podrian evidenciar
eyecciones de leche en ratas privadas de suefo.

Asimismo, dada la importancia vital que presenta tanto la lactancia como el correcto descanso para los
mamiferos, sumado a las alteraciones del suefio evidenciadas durante el postparto "' y la poca
informacion disponible sobre sus efectos, cabe preguntarse qué sucederad si se adicionan otras alteraciones
de sueno no relacionadas con el cuidado materno a las alteraciones intrinsecas de la maternidad. Sumado
a ello, dado que las perturbaciones de suefio parecerian no ser un evento puntual, sino que se mantienen
durante todo el postparto 999799101152 cabe preguntarse si los efectos de la falta de suefio puedan verse
incrementados si las alteraciones de suefio se perpettan en el tiempo. Especificamente, se plantea el
cuestionamiento sobre qué consecuencias tendra sobre los comportamientos maternales, la cantidad y
caracteristicas de la leche eyectada, las hormonas fundamentales para el normal amamantamiento y
comportamiento maternal, como la oxitocina y prolactina, asi como hormonas participantes en la respuesta
de estrés, como la corticosterona. También resulta pertinente cuestionar cdmo se afectaran distintos
parametros de la funcion inmunoldgica materna, tanto humoral (anticuerpos y citoquinas), como celular
(recuento leucocitario en sangre de células del sistema inmune innato y adaptativo). Por dltimo, dado que
incluso pequefnos cambios en el entorno o en el comportamiento maternal pueden alterar el desarrollo de
la descendencia "%, surge la interrogante de si la restriccion de suefio materno puede afectar el vinculo
inmunoldgico entre la madre y la cria, variando los anticuerpos en leche y/o los parametros inmunolégicos
de la cria a nivel de las poblaciones leucocitarias.

3. Hipotesis

3.1. Hipotesis general

La restriccion de suefio materno durante el postparto presenta un impacto en distintos parametros
fisioldgicos en la madre y las crias, y dichos efectos dependen de la metodologia y del tiempo de restriccion
aplicado.
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3.2. Hipotesis de trabajo
Se hipotetiza que:

Existe una relacidn entre el suefio y la lactancia, en el sentido que las ratas que duermen mas
tiempo eyectan mas leche, esperando una correlacién positiva entre la cantidad de suefio NREM y
los diferentes parametros del amamantamiento.

La falta de suefio no es un impedimento para las eyecciones de leche.

Los efectos observados por la falta de suefio son dependientes de la metodologia empleada.
Especificamente, se hipotetiza que la restriccion de suefio con GH genera alteraciones en el
comportamiento materno que no son evidenciadas con DBES.

La restriccion de suefio de la madre durante el postparto impacta sobre el cuidado de las crias, y
los efectos dependen del tiempo de la intervencion (restriccidn cronica o aguda).

Las propiedades nutricionales de la leche se ven afectadas por la restriccidn del suefio, y por las
caracteristicas de la intervencidn (restriccion crénica o aguda de suefo).

Los niveles de prolactina, corticosterona y oxitocina maternos varian segtn la duracion de la
restriccion de suefio.

Los parametros inmunoldgicos maternos en sangre y leche se ven afectados por la cantidad de
dias de restriccion.

La restriccion del suefio materno puede impactar en parametros inmunoldgicos de las crias.

4.0bjetivos

4.1. Objetivo general

Estudiar la relacidn entre el suefio materno y el amamantamiento en condiciones basales, y con la
adicion de restriccidn de suefo durante el postparto, abarcando aspectos comportamentales, hormanales
e inmunoldgicos y nutricionales.

4.2. Objetivos especificos

Analizar si existe alguna correlacion entre el tiempo que la rata permanece en cada etapa del ciclo suefio-
vigilia con el tiempo que invierte amamantando, el nimero de eyecciones de leche y la cantidad de leche
eyectada.

Comparar los efectos de la privacion de suefo a ratas madre mediante DBES y GH sobre diferentes
parametros del amamantamiento.

Determinar los efectos de la restriccion de suefio aguda y cronica durante el postparto temprano en
ratas sobre: el comportamiento maternal; 1a eyeccidn de leche, su composicion nutricional y de anticuerpos;
hormonas (prolactina, oxitocina y corticosterona) y parametros inmunoldgicos (recuentos celulares,
anticuerpos y citoquinas) en sangre materna, y en sangre de las crias (recuentos celulares e I1gG).

5. Materiales y métodos
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Para el desarrollo de los objetivos se realizaron tres series experimentales independientes:
1. Relacion entre suefio, amamantamiento y leche eyectada
2. Privacion de suefo con GH y DBES
3. Efectos de la restriccion de suefio aguda y crénica durante el postparto

La Tabla 1 resume las condiciones generales de cada experimento.

5.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron un total de 72 ratas hembra Wistar (260-310 g) primiparas y sus crias, con la siguiente
distribucion segin cada experimento:

- 38 entre los dias 4-7 posparto (PPD4-7, nacimiento = dia 0) para el experimento 1;
- Bentrelos dias PPD12-15 para el experimento 2;
- 26 entre los dias PPD5-9 para el experimento 3.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal (protocolo nimero 070151-000008). Se tomaron las medidas adecuadas para
minimizar el dolor, Ia incomodidad o el estrés de los animales. Todas las actividades se llevaron a cabo en
conformidad con la "Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio" (82 edicidn, National Academy
Press, Washington D. C., 2011) ",

Dos dias previos al parto, las hembras prefiadas fueron alojadas individualmente en cajas de registro
transparentes (40x30x20 cm) que contenian viruta como material para construir el nido. Los animales
fueron colocados a temperatura controlada (22 + 1 °C) en una caja de Faraday a prueba de sonido y
electromagnéticamente aislada con cables conectores para los registros bioeléctricos. Tenian libre acceso
a comida y agua, y se encontraban bajo un ciclo luz/oscuridad donde el zeitgeber de tiempo (ZT) 0-12
marcaba la fase de luz del dia. En el dia PPD1, las camadas se igualaron a ocho crias, cuatro hembrasy cuatro
machos por madre.

5.2. Implante de electrodos y adquisicion de senales bioeléctricas

Los procedimientos quirdrgicos fueron similares a los descritos en estudios previos de nuestro grupo
159180 En el dia PPD1 (para el experimento 1y 3) o PPD9 (para el experimento 2), las ratas madre fueron
anestesiadas con una mezcla de ketamina/xilacina/maleato de acepromazina (80/2.8/2.0 mg/kg, i.p. para
el experimento 1y 2; 90/2.8/2.0 mg/kg, i.p. para el experimento 3). La dosis de anestesia fue ajustada para
el experimento 3, ya que las ratas provenian de una camada exogena al bioterio de Facultad de Medicina
que respondian ligeramente diferente a la anestesia. Luego de anestesiadas, fueron posicionadas en el
aparato estereotaxico e implantadas para el registro polisomnografico. Se colocaron pequefos tornillos
como electrodos para registro de EEG cortical de forma unilateral en las siguientes areas: corteza frontal
(AP = +3.0, ML = 2.0; desde Bregma), corteza parietal (AP = -4.0, ML = 3.0), corteza occipital (AP = -7.0,
ML = 3.0) y cerebelo (AP = -11.0, ML = 0.0; como electrodo de referencia) '*'. Ademds, se implantaron dos
electrodos en los musculos del cuello para registrar el EMG, y dos tornillos de acero inoxidable se fijaron al
craneo como anclajes. Conjuntamente, para el experimento 2y 3, se coloca un electrodo bipolar de nicrome
trenzado (550 pm) en el tegmento peddnculo pontino (PPT; AP = -7.5, ML = 2.0 y H = 8.0 mm [desde la
superficie del craneo] ') como electrodo de estimulacién, presentando una separacién entre ambos
extremos de 0.5 mm. Todos los electrodos se soldaron a un conector y se fijaron al craneo utilizando acrilico
dental.
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Se administrd una dosis Unica de ketoprofeno (5 mg/kg, s.c.) antes de la cirugia. Al finalizar la misma, la
herida quirudrgica fue limpiada con solucidn salina estéril al 0.9% y se aplicd un antibidtico topico (Crema 6A,
Labyes). Finalmente, se administré una dUnica dosis de antibidtico (ceftriaxona 60 mg/kg; i.p.) y solucion
salina estéril al 0.9% (10 ml/kg, s.c.) una Unica vez para prevenir la deshidratacion durante la recuperacion.

Durante la cirugia, se mantuvieron las crias en la caja materna bajo una l|ampara de calor.
Inmediatamente finalizada la misma, cada madre fue reunida con sus crias en dicha caja "%>'%.

Para los registros polisomnograficos, las sefales bioeléctricas se amplificaron (x1000), filtraron (0.1-
500 Hz), muestrearon (1024 Hz, 16 bits) y almacenaron para su analisis posterior utilizando el software
Spike 2 (Cambridge Electronic Design).

5.3. Disenoy sesiones experimentales

5.3.1. Experimento 1: Relacion entre suefio, amamantamiento y leche eyectada

Se utilizaron registros basales de experimentos previos de nuestro grupo, publicados y sin publicar
199160162163 Dichos registros presentaban el mismo protocolo experimental para cada sesidn, variando
unicamente algunos parametros del tipo de cirugia realizada: del total de registros basales (38), 21 ratas se
encontraban implantadas con canulas bilaterales para inyeccion intracerebral (n=14 en el area predptica
media, n=7 en el area predptica ventrolateral) al mismo tiempo del implante para registro de EEG; las 17
ratas restantes solo se encontraban implantadas para EEG. Solo los registros que presentaron parametros
habituales de suefio y comportamiento maternal fueron incluidos en el presente trabajo.

Todos los registros fueron hechos durante la fase de luz del ciclo entre PPD4-7, sin perturbar a los
animales. Antes de cada sesion experimental (ZT 3), las crias eran removidas de la caja materna y colocadas
bajo una lampara de calor por tres horas. Una vez completado el periodo de separacién maternal, las crias
eran pesadas y devueltas a la caja materna. Inmediatamente después, realizamos un registro de cuatro
horas de comportamiento maternal y polisomnografia (ZT 6-10). Al final del registro, pesamos toda la
camada nuevamente (Figura 1A).

5.3.2. Experimento 2: Privaciéon de sueiio con GHy DBES

Todos los experimentos se realizaron durante la fase de luz del ciclo, entre PPD12-15. Se realizd un
registro basal el dia anterior al inicio de las sesiones experimentales para corroborar que todos los
parametros de suefio y los comportamientos maternales fueran adecuados. Las ratas fueron sometidas al
siguiente protocolo de cuatro dias de forma contrabalanceada: sesion control con crias (control with pups,
CWP), sesion control sin crias (contral without pups;, CWOP), privacion de suefio con gentle handling (GH) y
privacion de suefio con deep brain electrical stimulation (DBES).

La Figura 1B ilustra las sesiones experimentales, las cuales consistieron en tres horas de privacion de
suefo (o periodo control; ZT 6 - 9) sequido de una hora de recuperacion del suefio (o periodo de recuperacion
control; ZT 9 - 10). Se registro la polisomnografia y el comportamiento maternal durante las cuatro horasy
se pesd la camada tres veces durante cada sesion: inmediatamente antes del inicio de la sesion
experimental, al finalizar el periodo de privacién de sueiio, y al final del periodo de recuperacién de suefio.

Especificamente, cada protocolo consistio en lo siguiente:

1) CWP: Las madres podian dormir libremente durante toda la sesién con libre interaccidn entre madre
y crias.

2) CWOP: Las madres podian dormir libremente durante toda la sesidn, pero no podian interactuar con

las crias durante las tres horas del periodo control de privacidn de suefo (las crias eran colocadas bajo una
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[ampara de calor y luego se devolvian a la caja materna para el periodo de recuperacion de suefo). Este
grupo se implementa para determinar el porcentaje de cambio de peso de la camada sin ingesta de leche
(mas detalles sobre este parametro seran descritos mas adelante).

3) GH: Las madres fueron privadas de suefio durante tres haoras, con libre interaccion entre madre y crias.
Una vez completadas las tres horas de privacion, no se perturbaba a la madre y su camada durante la hora
restante. El GH consistid en estimulos tactiles suaves utilizando un pincel, aplicados Unicamente para
revertir cualquier signo de suefio observado en el EEG . Cuando el EEG superaba y el EMG se encontraba
por debajo de un umbral establecido por el investigador para cada rata, se interpretaba que la rata se
encontraba en suefio NREM. Al ocurrir esto, se aplicaba de forma manual los estimulos con el pincel hasta
que el EEG permanecia desincronizado por al menos 10 segundos "%,

4) DBES: Las madres fueron privadas de suefio durante tres horas, presentando libre interaccion entre
madre y crias, y completadas las tres horas de privacion, no se perturbaba a la madre y su camada durante
la hora de recuperacian de suefo. La privacidn de suefio se basa en estimulos eléctricos aplicados a traves
de los electrodos en el PPT conectados a un estimulador de voltaje (Grass 588 Stimulator). Los estimulos
eléctricos consistieron en trenes de 10 pulsos cuadrados de voltaje de 1 ms de duracion de entre 5-10 V con
una duracidn del tren de 100 ms. Para determinar el inicio del suefio en cada rata, se analizaba el EEG en Ia
corteza occipital (mayor cantidad de ondas lentas y con amplitudes mas altas en comparacién con la vigilia)
y el EMG (amplitud reducida en comparacian con la vigilia). Cuando el EEG superaba y el EMG se encontraba
por debajo de un umbral establecido por el investigador para cada rata, se interpretaba que la rata se
encontraba en suefio NREM. Al ocurrir esto, se enviaban los pulsos eléctricos mediante el software Spike 2
(Cambridge Electronic Design) de forma manual. Cuando los signos de suefio persistian, se invertia la
polaridad de los electrodos, y eventualmente se ajustaba el voltaje durante la sesion experimental hasta
que el EEG permanecia desincronizado por al menos 10 segundos . Durante cada pulso aplicado, se
evidenciaron cambios sutiles en el comportamiento, principalmente un despertar conductual, como la
apertura de ojos y un aumento en el tono muscular observado en el EMG.

5.3.3. Experimento 3: Efectos de la restriccion de suefno aguday cronica durante
el postparto

Todos los registros se realizaron durante la fase de luz del ciclo (de ZT 3 a ZT 9.5) durante cinco dias,
entre PPD5-9. Antes del inicio de las sesiones experimentales, se llevd a cabo un registro basal para
corroborar que todos los pardmetros de suefio y comportamiento maternal fueran adecuados.

Las ratas madre fueron asignadas aleatoriamente a uno de los tres grupos independientes: grupo CSR
(privacion de suefo todos los dias, n = 8), grupo ASR (privacion de suefio solo en el PPDS, n = 8) o grupo
control (C; libre ciclo suefio-vigilia durante todas las sesiones, n = 10). Una vision general del disefio
experimental se ilustra en la Figura 1C. Todas las madres de los tres grupos experimentales fueron
registradas diariamente. Especificamente, cada sesion consistid en un periodo experimental de seis horas
y media de registro polisomnografico, durante el cual la rata fue restringida de suefo durante seis horas o
se le permitid dormir libremente, segun el grupo asignado (Figura 1C); inmediatamente después se evalug
el comportamiento materno durante 30 minutos (periodo de evaluacion maternal), mientras se continuaba
registrando el ciclo suefio-vigilia, pero sin restriccion de suefio en ningun grupo experimental.

Los procedimientos de restriccion del suefio mediante DBES se llevaron a cabo de forma similar a lo
descrito para el experimento 2, la diferencia radica en que los pulsos eléctricos se enviaron de forma
automatica. Previo al inicio de las sesiones experimentales se evaluaron los parametros de estimulacién
para cada animal. El investigador establecia en el software Spike 2 (Cambridge Electronic Design) el umbral
para el EEG y el EMG, de forma tal que, si el EEG superaba y el EMG se encontraba por debajo de dicho
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umbral, el software podria posteriormente interpretar que la rata se encontraba en suefic NREM. De esta
forma, durante las sesiones experimentales, los pulsos eléctricos se enviaban automaticamente mediante
el script 0SD4 de dicho software cada vez que el animal entraba en NREM.

Quince minutos antes de finalizar el periodo de restriccidn de suefio, la camada fue retirada, pesaday
mantenida bajo una lampara de calor hasta ser devuelta a |a caja materna al inicio del periodo de evaluacign
maternal. La camada fue pesada tres veces en cada sesidn: inmediatamente antes del inicio de la sesidn
experimental, al finalizar el periodo de restriccion de suefio y al término periodo de evaluacion maternal. El
esquema de las sesiones experimentales se muestra en la Figura 1D.

Al final de todas las sesiones experimentales (PPD9), las madres fueron anestesiadas con una mezcla
de ketamina/xilacina/acepromazina maleato (30/2.8/2.0 mg/kg, i.p.) para la toma de muestras de leche y
sangre. Posteriormente, se realizd la eutanasia de las crias mediante decapitacidn y de las madres mediante
exanguinacion cardiaca.
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Figura 1. Disefno y
sesiones experimentales.
Las figuras muestran las
sesiones  experimentales
correspondientes al
experimento 1 (A), al
experimento 2 (B) y al
experimento 3 (C-D). ZT,
zeitgeber time; LW, pesado
de crias; LWG, ganancia de
peso de las crias; CWP,
control con crias; CWOP,
contral sin crias; GH, gentle
handling, DBES, deep brain
electrical stimulation; RS,
restriccion de suefio; ASR,
restriccion de suefo aguda;
CSR, restriccion de suefo
cronica.
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5.3.3.1. Muestreo de leche materna

El proceso de ordefie de las ratas madre se realizd Gunicamente el Gltimo dia experimental (PPD9),
después de las sesiones experimentales, en las que las madres fueron anestesiadas y ordefiadas. Para ello,
localizamos las glandulas mamarias de la region abdominal ' y masajeamos suavemente cada glandula
para estimular la eyeccion de leche. La leche se recolectd en un tubo utilizando una micropipeta y se
mantuvo fria hasta el final de la extraccién. La cantidad de leche obtenida por madre varié entre 250 pL y
900 pL en un periodo maximo de ordefe de 40 minutos.

Para recolectar las muestras de leche y permitir simultaneamente la alimentacién de las crias, se
cubrieron cuatro pezones de la madre con cinta leuco, evitando asi tanto la utilizacion de oxitocina "¢%'%,
como la separacién entre la madre y las crias durante las sesiones . Las madres fueron previamente
adaptadas al leuco colocandolo en cada sesion experimental.

5.3.3.2. Muestreo de sangre

Se recolecto la sangre de las madres inmediatamente después del procedimiento de ordefie, atin bajo
anestesia, mediante exanguinacién a través de una puncion intracardiaca (2 + 0.5 mL por rata) '%. Las
muestras de sangre de las crias se obtuvieron mediante decapitacion (0.5 + 0.1 mL por cria).

Se colocd parte de la sangre de las madres y crias en tubos que contenian citrato de sodio al 4%
manteniendo una relacidn 1:10. El resto de la sangre se mantuvo fria (4°C) en tubo seco durante toda la
noche hasta la centrifugacion al siguiente dia. Las muestras se centrifugaron a 2500 g durante 15 minutos
a 4°Cy el suero se alicuotd y almacend a —-80°C hasta su analisis.

5.4. Analisis electrofisioldgicos y comportamentales

5.4.1. Parametros de suenoy vigilia

Los estados de vigilia (W), LS, SWS, IS y suefio REM se determinaron en intervalos de 5 segundos con
criterios estandar 9'%%'%, Se analizd el tiempo invertido en W, LS, SWS, IS, NREM (LS + SWS), REM y el
tiempo total de sueno (total/ sleep time, TST) durante el tiempo total del registro. Ademas, para el
experimento 2, se determinaron el numero y la duracion de los episodios de cada estado y las latencias de
NREM y REM durante el periodo de recuperacion de suefio (inicio de NREM o REM: primer episodio = 20
s). En el caso del experimento 3, se analizé el tiempo total de cada estado para las ultimas sesiones
experimentales (PPD9) durante el tiempo total de registro y para cada hora por separado.

5.4.2. Comportamiento maternal

El comportamiento de las madres fue registrado utilizando una camara digital conectada al software
Spike 2 (CED, Cambridge, UK) y posteriormente analizado de manera similar a estudios previos de nuestro
gl’upU 159,160,163.

Para el experimento 1 solamente se analizo el tiempo de amamantamiento.

Para el experimento 2, los comportamientos maternos de las 4 horas de registro fueron clasificados en
intervalos de 5 segundos segun las siguientes categorias: 1) activos en contacto con las crias (la madre
realiza comportamientos maternales activos [acarreos, lamidos corporales/anogenitales, acomodo de las
crias en el nido] u otros comportamientos activos [acicalarse, comer, beber] mientras esta en contacto con
las crias); 2) amamantamiento (incluye posturas de crouchingy supina); 3) sin contacto con las crias (todos
los comportamientos que realiza mientras esta lejos de las crias [por ejemplo, beber, comer o dormir])
87.160.162,163169 - Se calculd el tiempo, la frecuencia y la duracion de los episodios de las tres categorias
anteriormente mencionadas. Ademas, se determiné la latencia para iniciar el comportamiento de

23




amamantamiento durante el periodo de recuperacion de sueno (inicié del amamantamiento: primer episodio
= 2 min).

Para el experimento 3, se evaluaron los comportamientos maternales en tiempo real mediante
observacion directa durante un periodo de 30 minutos inmediatamente después del periodo de privacion
de sueno o control "*%'%'7° | uego de separar a las crias de la madre durante los ultimos 15 minutos del
periodo de restriccidn de suefio o control, las crias fueron devueltas a la caja materna y dispersadas en el
lado opuesto al nido, donde se midio la latencia para reagrupar a toda la camada nuevamente en el nido. Se
cuantificaron los eventos de los siguientes comportamientos maternos activos: acarreo de las crias al nido,
mouthing (reubicacion de una cria dentro del nido), lamidos (corporales y anogenitales) y olfateo de las crias.
Cada vez que la madre iniciaba un comportamiento diferente del anterior, o cuando mantenia el mismo
comportamiento por mas de diez segundos, se cuantificaba como un evento nuevo. Ademas, se calculg el
cuidado materno total, definido como la suma de todos los eventos de los diferentes comportamientos
maternos activos .

También se midio la latencia y el tiempo total dedicado a: figver gver (comportamientos maternales en
el nido sin ser amamantamiento), amamantamiento (posturas de crouching y supina) y fuera del nido.
Basandonos en los resultados preliminares, donde evidenciamos que la privacion del suefio fragmenta los
comportamientos maternos, consideramaos el inicio de cada comportamiento cuando se realizaba por al
menos 30 segundos, en lugar de los 2 minutos comidnmente utilizados por otros grupos de investigacion
169172173 y en trabajos previos de nuestro grupo '%%'%2'%317° Ademds, se registré la cantidad de eventos de
ingesta de alimentos y de agua y de acicalamiento realizados por la madre. Cualquier comportamiento que
no se iniciara o completara dentro de los 30 minutos de prueba recibid una latencia de 30 minutos.

5.4.3. Evaluacioén de la eyeccion de leche

Se cuantificé el nimero de eyecciones de leche en los experimentos 1y 2. Para evitar métodos invasivas
que pudieran generar estrés adicional en la madre y alterar el suefio, el nimero de eyecciones de leche se
cuantificé de manera indirecta mediante el comportamiento de stretching de las crias 747,

5.5. Ensayos bioquimicos

5.5.1. Cantidad y composicion de la leche

La cantidad de leche eyectada se cuantifico en los tres experimentos. Dicho parametro también fue
medido indirectamente utilizando el aumento de peso de las crias (/itter weight gain, LWG; por sus siglas
en inglés) 9160176177 @a| cual se calculd y expresé como el porcentaje de incremento de peso para el
experimento 1y 2: (peso final [g] - peso inicial [g]) x 100 / peso inicial [g]; y como incremento en gramos
para el experimento 3: peso final [g] - peso inicial [g] (Figura 1A-B y D). Para el experimento 1 se calculé un
unico LWG, entre el inicio y el final de las cuatro horas de registro (Figura 1A). Para el experimento 2y 3, se
calcularon dos LWG: entre el inicio y el final del periodo de privacion de suefio (LWG), y entre el inicio y el
final del periodo de recuperacion de suefio o de evaluacion maternal (LWG;; Figura 1By D).

Para el experimento 3, se analizd el contenido de macronutrientes de la leche materna "8, El contenido
de grasa y el aporte energético se analizaron mediante el método de crematocrito '°. Para ello, se llenaron
por capilaridad tubos de vidrio (75 x 1.5 mm de diametro externo) con aproximadamente 70 pL de leche, se
obturd un extremo con plasticina y se centrifugaron en una centrifuga de hematocrito durante 15 minutos
a 12,000 g. Se midié en cada tubo la longitud total de la columna de leche y la fraccion de grasa (mm). El
crematocrito se calculé como el porcentaje de la longitud de la fraccion de grasa "°. La concentracion de
grasa se expreso en g/100 ml de leche (%) utilizando la férmula: [0.1 x (crematocrito [%] - 0.59) / 0.146] ™.
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Los contenidos de proteinas y carbohidratos se analizaron en la fase acuosa de la leche, obtenida
mediante la centrifugacidn de la leche entera durante 30 minutos a 15.000 rpm y 4°C. La concentracién de
proteinas se determind mediante el método del acido bicinconinico (BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific) '®' segun indicaciones del fabricante. Los resultados se expresaron en base a una curva estandar
de seroalbimina bovina en un rango 1.63 - 100 ug/ml diluida en buffer fosfato salino (PBS). Las muestras
a valorar también se diluyeron en PBS segtn las diluciones 1:2000 y 1:4000.

La concentracion de carbohidratos se determind mediante el método del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
de la siguiente manera: para 100 ml de reactivo DNS, primero se genero la solucion A, disolviendo 1 g de
DNS en 20 ml de NaOH 2 N. Luego se genero la solucion B, mezclando 30 g de tartrato de sodio y potasio en
50 ml de agua destilada. Posteriormente, se agrega la solucidn A sobre la solucion B, y agua destilada hasta
lograr los 100 ml de reactivo, calentando y vortexeando la solucién hasta la disolucién completa 82 Para
realizar el ensayo se mezclaron 200 pL de fase acuosa de cada muestra con 200 pL del reactivo; se calentd
en bafo a 100°C por 5 minutos y luego se enfrid en hielo. Por dltimo, se transfirieron 100 pL de cada muestra
a la microplaca y se midio la absorbancia a 540 nm. Los resultados se expresaron en base a una curva
estandar de D-lactosa (Sigma, 61345), en un rango 0.20 - 6.25 mg/ml . Tanto las muestras a valorar
(diluidas 1:20) como la curva estandar se diluyeron en agua destilada.

El contenido energético de cada muestra de leche se estima utilizando factores de conversidn para cada
macronutriente: 9.0 kcal/g para lipidos, 4.0 kcal/g para carbohidratos y 4.0 kcal/g para proteinas .

5.5.2. Cuantificacién hormonal

Para el experimento 3, se analizd la concentracion de prolactina, oxitocina y corticosterona en suero
materno. Las muestras se analizaron por duplicado y triplicado por ensayos de ELISA (enzyme-linked
immunagsaorbent assay), utilizando los siguientes kits comerciales de acuerdo con las especificaciones del
fabricante: prolactina (ref AB272780; Abcam), oxitocina (ref. L5-F4411; LSBio) y corticosterona (ref. ADI-
900-097; Enzo Life Science). Los rangos de concentracion de las curvas estandar para cada hormona fueron
las siguientes: prolactina 2 - 1000 ng/ml; oxitocina 12.34 - 1000 ng/ml; corticosterona 32 - 20000 pg/ml.
Las muestras se analizaron sin diluir para la determinacion de prolactina, y se diluyeron para oxitocina (1:4
y 1:8) y corticosterona (1:50, 1:100 y 1:200) en el buffer de dilucién suministrado en el kit.

5.5.3. Cuantificacion de citoquinas

Para el experimento 3, se analizo la concentracion de IL-17A e IL-6 en suero materno mediante kits de
ELISA. Las medidas fueron realizadas de acuerdo con las siguientes especificaciones:

La concentracidn de IL-6 se determind mediante un ELISA sandwich. Primerg, se sensibilizaron placas
de 96 pocillos de maxima absorcidon (Nunc™) con 50 pL por pocillo de un anticuerpo primario especifico para
IL-6 (BD Biosciences, Cat N°550644), diluido 1:400 en PBS 100 mM y pH 9, por incubacion durante toda la
noche a 4 °C. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0.1%. A continuacion, se bloqueo
con 100 pL por pocillo de PBS-Gelatina 1%, incubando por 1 hora a 37 °C. Tras el blogueo, se efectuaraon
otros tres lavados con PBS-Tween 0.1%.

Luego, se colocaron las muestras y las soluciones diluidas de IL-6 recombinante (BD Biosciences Cat N°
557008) para la curva de calibracion (12.6 - 2000 pg/mL), incubando por 1 hora a 37 °C. Nuevamente, se
realizaron tres lavados con PBS-Tween 0.1%. Posteriormente, se afiadio el anticuerpo secundario anti-IL-6
conjugado a biotina (BD Cat N°550642), diluido 1:500 en PBS-Tween 0.1%- Gelatina 1%, y se incubo durante
1 hora a 37 °C. Luego, se realizaron tres lavados adicionales con PBS-Tween 0.1%.

Finalmente, se incubd con estreptavidina peroxidasa (Biolegend Cat N° 405210) diluida 1:1000 durante

1 hora a 37°Cy se realizaron cinco lavados adicionales con PBS-Tween 0.1%. Para revelar, se afiadieron 200
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HL de una solucién de o-Phenilendiamina dihidrocloruro (OPD, 0,5 mg/mL) y H0: al 0,12% en buffer citrato-
fosfato 0,1 M pH 5. La reaccidn se detuvo con 25 pL de HCI 3 M. Por udltimo, se midid la absorbancia a 492
nm y se calculd la concentracion de IL-6 a partir de la curva de calibracion.

La concentracion de IL-17A se determind mediante un kit de ELISA comercial (MAX™ Deluxe Set Rat
IL-17A de Biolegend, Cat N° 437904) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los resultados se expresaron
en base a una curva estandar en un rango 15.63 - 2000 pg/mL, preparada en su diluyente correspondiente
segun instrucciones del kit.

No se realizaron diluciones de las muestras para ningun analisis de citoquinas.

5.5.4. Cuantificacion de inmunoglobulinas

Para el experimento 3, se analizé la concentracién de IgG e IgG2a en suero y en fase acuosa de la leche
materna, y la concentracion de IgG en suero de las crias.

En el caso de las crias, la IgG total se midiod en suero en un poo/de muestras separadas por género, de
cuatro hembras y cuatro machos por cada madre. Para dichas mediciones se emplearon ELISAs caseros
previamente estandarizados en el laboratorio '. Las medidas fueron realizadas de acuerdo con las
siguientes especificaciones:

Se sensibilizaron placas de union fuerte de 96 paocillos de alta absorcion (Greiner bio-one, Frickenhausen,
Alemania) durante toda la noche a 4°C con 100 pL por paocillo del anticuerpo de captura correspondiente:
anti-lgG de rata obtenido en cabra (R5130, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) o anti-lgG2a de rata obtenido en
raton (553918, BD Pharmigen, NJ, USA), en las diluciones 1:1000 y 1:200 en PBS respectivamente. Tras
descartar el contenido, las placas se lavaron con PBS-Tween20 0,05% y se bloquearon con 200 pl por pocillo
de una solucién de PBS-Gelatina 1% durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, tras nuevos lavados, se
incubaron 100 pl por pocillo de las diluciones adecuadas de los estandares y las muestras en PBS5-1%
Gelatina-0.05% Tween-20 durante dos horas a 37°C. Las diluciones empleadas para la medicion de IgG
fueron las siguientes: leche [1:25.000 y 1:50.000], suero materno [1:200.000 y 1:400.000] y suero de crias
[1:100.000 y 1:200.000]. Para IgG2a, las diluciones fueron: leche [1:1000 y 1:2000] y suero materno
[1:12.000]. Se utilizaron IgG purificada de rata e IgG2, 553992 (BD Pharmingen) como curvas estandar, en
diluciones seriadas desde 150 ng/mly 2 pg/ml, respectivamente.

Para la deteccion, se incubaron 100 pl/pacillo del conjugado correspondiente durante 1 hora a 37°C. Para
la deteccion de IgG total, se utilizd anti IgG de rata conjugado a peroxidasa de rabano (HPR), producido en
conejo (A5795, Sigma-Aldrich), diluido 1:4000. Para la deteccion de IgG23a, se utilizé un anticuerpo especifico
biotilinado producido en ratén ( 553894, BD Pharmingen) diluido 1:100, seqguido de una incubacién con una
solucion de extravidina acoplada a peroxidasa (ExtrAvidin-HRP E2886 Sigma-Aldrich) diluida 1:3000.
Después de los lavados con PBS-Tween 0.05%, la reaccion colorimétrica se desarrollé afadiendo 100
pl/pacillo de la solucién sustrato: 0,1 mg/ml de 3,3,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) y 50 pl de H202 al 1%. La
reaccion se detuvo con 1N H2504 y las densidades d@pticas se registraron a 450 nm utilizando un
espectrofotometro de placas ELISA (LabSystems, Multiskan MS).

5.5.5. Parametros hematolégicos y recuento diferencial leucocitario

Para el experimento 3, se analizd la composicion de células sanguineas en madres y crias. Se realizo el
hemograma completo de sangre anticoagulada con el fin de cuantificar los glébulos rojos y las diferentes
poblaciones de glabulos blancos (linfocitos, neutrdfilos, monocitos, eosinofilos y basofilos). Se utilizé un
analizador hematoldgico automatico (BC-5000 Vet, Mindray, China). Para los tres grupos experimentales,
se realizd el hemograma en todas las muestras individuales de las madres, y en las correspondientes a entre
cuatro a ocho crias (2-4 hembras y 2-4 machos) de cada madre, seleccionadas aleatoriamente.
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5.6. Analisis estadisticos

Para el experimento 1y 2, se realizd la prueba de normalidad Shapiro-Wilk test y, dado que los datos
siguieron una distribucion normal, se presentan como media + error estandar (SEM). Para el experimento 1,
las caorrelaciones se analizaron utilizando el coeficiente de correlacidn de Pearson y luego se realizé una
regresion lineal simple para algunas variables seleccionadas. Para el experimento 2, las diferencias
estadisticas entre grupos se evaluaron mediante un ANOVA de medidas repetidas de una via, sequido del
test de Tukey como post hoc. Las diferencias dentro de los grupos se evaluaron utilizando la prueba t de
Student. El criterio utilizado para descartar la hipatesis nula fue p < 0.05.

Para el experimento 3, los datos que no siguieron una distribucion normal (prueba de normalidad
Shapiro-Wilk test) se presentan como mediana + SIQR (rango semi-intercuartil). Las diferencias entre
grupos se evaluaron mediante el test de Mann-Whitney para comparaciones por pares (para PPD5-8, donde
solo se analizaron CRS y control) y el test de Kruskal-Wallis con el test de Dunn como post hoc (para la
determinacion en PPDS, cuando se evaluaron todos los grupos).

Los datos que si siguieron una distribucion normal se presentaron como media + SEM. Las diferencias
se evaluaron mediante el test de T (para PPD5-8) y ANOVA de una via con la prueba de Tukey como post hoc
(para PPDY). Los anticuerpos y los parametros hematoldgicos de las crias se analizaron mediante ANOVA
de dos vias, considerando la condicidn experimental (Control, ASR o CSR) y el sexo como factores, seqguido
de Tukey test como post hoc. Para evaluar la relacion entre variables, se realizaron matrices de correlacion
de Spearman. El criterio para rechazar las hipdtesis nulas fue p< 0.05 y todos los cdlculos estadisticos se
realizaron en GraphPad Prism 10, Dotmatics.

Tabla 1. Resumen de las condiciones generales de cada experimento

4h
1 38 PPD1 no no entre los dias PPD 4-7 no
GHyDBES
2 8 PPD9 agudo 3 horas/1hora PPD 12-15 no

6 horas/ 30 min
3 26 PPD1 DBES PPD9
agudoy ASR 1 dia PPD9 PPD5-9 Sangre madrey
crénico crias
Leche
CSR dias PPD5 a PPD9
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6. Resultados

6.1. Experimento 1: Relacion entre suefio, amamantamiento y leche
eyectada.

Los resultados de los experimentos 1y 2 se encuentran incluidos en la publicacion “Is sleep critical for
lactation in rat?” Pena, F. et al. Physiol. Behav. 258, 114011 (2023). DOI: 10.1016/j.physbeh.2022.114011,
anexada a la tesis.

En primer lugar, se analizd la correlacién entre el tiempo que los animales invierten en las diferentes
etapas del ciclo sueno-vigilia con los distintos pardmetros del amamantamiento. El tiempo total registrado
para cada parametro se detalla en la Tabla 2. Como se muestra en la Figura 2A, el tiempo de
amamantamiento se correlaciond negativamente con el estado de W (p = 0.00005), positivamente con el
LS (p = 0.00063), el suefio NREM (p = 0.00013) y el suefio REM (p = 0.00045), y mostré una tendencia a
correlacionarse positivamente con el SWS, aunque no alcanzd la significancia estadistica (p = 0.082). No se
encontrd ninguna correlacion significativa entre el tiempo de amamantamiento y el tiempo en IS (p = 0.738).
Con el fin de examinar con mayor profundidad el efecto del tiempo en suefio sobre el tiempo de
amamantamiento, se realizd una regresian lineal simple entre ambos. Los resultados de la regresion lineal
simple mostraron una relacion positiva significativa entre el tiempo total de suefio y el tiempo de
amamantamiento (F(1,36) = 21.14; p = 0.000051). La pendiente del modelo (0.5848) indica que, por cada
minuto adicional que la rata permanece dormida, el tiempo de amamantamiento aumenta
aproximadamente 0.58 minutos (IC 95%: 0.327, 0.843), explicando el 37% de la variabilidad (R® = 0.37;
Figura 2B).

Tabla 2. Media + error estandar de los pardmetros de suefio-
vigilia y amamantamiento de las 38 ratas utilizadas para los
analisis de correlacion.

W (min) 97.17 +3.87
(%) 40.49 = 1.61
LS (min) 31.52+1.91
(%) 13.13+0.79
SWs (min) 88.49 % 2.84
(%) 36.87+1.18
IS (min) 6.33+0.64
(%) 2.64%0.27
REM (min) 16.48 +1.05
(%) 6.87+0.44
TST (min) 142.8 +3.87
Amamantamiento (min) 173.2+3.72
Eyecciones de leche (eventos) 19.13+0.68
LWG (%) 5.92+0.25

W, vigilia; LS, suefio ligero; SWS, suefio de ondas lentas; IS,
estado intermedio; TST, tiempo total de suefio.
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No se observad ninguna correlacidn significativa entre los estados de vigilia o las etapas de suefio con el
numero de eyecciones de leche ni con el LWG (Figura 2A). Tampoco se evidencio ninguna correlacion entre
los parametros de amamantamiento (tiempo de amamantamiento, LWG y nimero de eyecciones de leche
(Figura 2A).

Figura 2. Relacién entre el

A. - ’g B. ciclo sueino vigilia y el
2 3 amamantamiento. Las
¢ < . .
. s 2 figuras detallan la relacion
— £ ~ @ g
= EEZ T o ¢ 2 estadistica entre las
c e Ezg 2 EEE 8¢ . ,
EE v EL s 0§ s diferentes variables
= 92 9 L Eo s 2 E . .
4 0 2z o - O W < 220 medidas. A. La figura
100 (05988 o RRYCTIRER 25 020 W (min) corresponde a una matriz de
@ 1.00 -0.17 -o,zs ! I -o.zo LS (min) — 200 correlacion de Pearson
W -0.17 1.00 0.22 (0. .80) 0.22 027 029 SWS (min) g representada por un
-0.27 0.28 0.22 100/ 003 0.31 027 018 0.27 006 IS (min) 5 1804 heatmap, la cual detalla la
C s
03 mo@.o.m 0,12. NREM (min) o relacion entre los
016 @ 031 019 ozz REM (min § parametros observados del
1 31 (0.48) 1. 19 0. (min) £ 0 : > ODser
80) 0.27 1.00 025 0,20 TST (min) g ciclo suerio-vigilia y del
< .
0.25 0.01 022 0.8 021 0.19 025 100 025 024 LWG (%) E 1404 amamantamiento. Los
, < cuadros negros representan
-0.20 -020 0.27 0.27 0.12 0.22 0.20 025 1.00 021 Eyecciones (eventos) |
correlaciones negativas
0.29 -o.os 0.24 0.21 (100, Amamantamiento (min) 120 : : : 9
50 100 150 200 250 (Pearson r < 0), los cuadros
TST (min) blancos corresponden a
-1.0 -0. 0 0. .0 3 0
° ° ! ausencia de correlaciones

(Pearson r = 0), y los cuadros rosas a correlaciones positivas (Pearson r > 0). Los circulos azules denotan significancia estadistica (p
< 0.05). B. La grafica se corresponde a la regresidn lineal simple entre el tiempo de amamantamiento y el tiempo total de suefio. W,
vigilia; LS, suefio ligero; SWS, suefo de ondas lentas; IS, estado intermedio; TST, tiempo total de suefio; LWG, ganancia de peso de
las crias.

6.2. Experimento 2: Privacion de sueno con GHy DBES

6.2.1. Parametros de suefno y vigilia

La privacion de suefio se logré de forma exitosa utilizando ambas técnicas, DBES y GH (Tabla 3). No se
encontraron diferencias estadisticas en ningln parametro de suefio o vigilia al comparar ambos métodos
de privacion.

Se evidenciaron diferencias significativas en los pardmetros de suefio y vigilia entre los grupos durante
el periodo de recuperacion de suefio en comparacion con el grupo CWOP (Tabla 4). En particular, el grupo
CWOP presentd mayor tiempo de vigilia en comparacion con DBES y una mayor frecuencia de episodios de
W en comparacion con GH y CWP. Ademas, el tiempo de LS fue mayor en CWOP en comparacion con GH y
DBES, y la frecuencia de episodios de LS fue mas alta al compararlo con los valores de GH. Finalmente, el
grupo CWOP presentd menaos tiempo de SWS en comparacion con DBES y GH, y menos TST en comparacion

con el grupo DBES.
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Tabla 3. Parametros de suefio y vigilia durante el periodo de privacion de suefio (tres haoras), utilizando gentle handling

(GH) y deep brain electrical stimulation (DBES).

Tiempo (min) 7316545  70.69%5.99  165.60%2.76 **** ##H#  162.10 = 4.21 *** ##H# 12910  0.000
Duracién de los episodios (min) ~ 0-69%0.09 0.96+0.18 1.44%0.19 3.90 +2.66 1.23  0.305
Frecuencia (episodios/hora) 36.92£2.70  27.46%2.75 44.75+7.80 50.17 10.83 207  0.171
Tiempo (min) 17.46+126  12.98+1.52 12.34+1.91 14.59 % 3.15 1.20  0.329
Duracion de los episodios (min)  0-12%0.00 0.12+0.00 0.10£0.00 ** # 0.10 +0.00 ** 12.34  0.001
Frecuencia (episodios/hora) 49.96+3.08  36.42%3.53 41.63%6.37 46.75+9.88 0.87  0.434
Tiempo (min) 76.08+4.32  76.91%5.25  2.04%0.88 **** i 3.26+1.25**** 4 184.20  0.000
Duracién de los episodios (min) ~ 0-63%0.03 0.91+0.11 0.10 £ 0.00 **** ## 0.10+0.02 ****###  53.27  0.000
Frecuencia (episodios/hora) 40.71+2.43  30.00%3.20 6.71+2.86 *** # 11.04 + 4,26 ** # 22.75  0.000
Tiempo (min) 3.68+0.91 4.77 £0.58 0.00 + 0.00 * ### 0.00 + 0.00 * ### 18.82  0.001
Duracién de los episodios (min)  0-150.01 0.15%0.01 0.00  0.00 **** #H## 0.00 +0.00 **** ####  173.10  0.000
Frecuencia (episodios/hora) 8.38+2.16  10.631.06 0.00  0.00 * ##H## 0.00  0.00 * ##H## 18.94  0.002
Tiempo (min) 9.63+2.84  14.66%2.11 0.00 + 0.00 * ### 0.00 + 0.00 * ### 16.00  0.001
Duracién de los episodios (min)  0-59*0.11 0.70 +0.06 0.00  0.00 ** ###H# 0.00+0.00 ** ####  38.88  0.000
Frecuencia (episodios/hora) 4.92+1.57 7.13+0.97 0.00 + 0.00 ### 0.00 = 0.00 ### 12.89  0.005
Tiempo (min) 106.80£5.45 109.30£5.99  14.39+2.76 ***:H#  17.86+4.21 ***H# 129,10  0.0001

Los datos de los grupos estan presentados como la media + error estandar de ocho ratas, comparados utilizando el test
de ANOVA de una viay el test Tukey como post hoc. Los simbolos de * y # denotan diferencias significativas comparadas
contra el CWP (* p < 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001; **** p < 0.0001) y contra el CWOP (#p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001;
####p < 0.0001). CWP, control con cras; CWQOP, control sin crias; W, vigilia; LS, suefio ligero; SWS, suefio de ondas lentas;
IS, estado intermedio; TST, tiempo total de suefio.




Tabla 4. Parametros de sueio y vigilia durante el periodo de recuperacidn de suefio (una hora) después
de la privacion de sueiio utilizando gentle handling (GH) y deep brain electrical stimulation (DBES).

Tiempo (min) 29.32+£3.59 36.35%¥2.46 21.19+2.82** 21.31+£3.92 4.553 0.026

Duracion de los episodios (min) ~ 0-90%0.18  0.79£0.08  0.70%0.10 0.79£0.24  0.275 0.711

Frecuencia (episodios/hora) 37.38+4.16* 47.38+3.46  31.50:3.84  31.25:2.19* 5574 0.034

Tiempo (min) 592071  6.59%0.43  4.30%0.40*  3.97+0.24** 6.968 0.011

Duracion de los episodios (min) ~ 0-120.01  0.12£0.00  0.120.00 0.11£0.00  3.320 0.068

Frecuencia (episodios/hora) 48.00+5.04 5350%225 37.13:4.10  36.88+2.40** 4772 0.043

Tiempo (min) 22.01+£2.64 15.60%1.92 29.96+1.72** 29.77+2.76* 8.005 0.003

Duracion de los episodios (min) ~ 0-600.05  0.41£0.04  0.940.09 0.84£0.05  0.235 0.972
Frecuencia (episodios/hora) 37.25+4.65 37.63:242 33.25%253  3563%3.42 0.360 0.685
Tiempo (min) 141042  0.40%0.23  1.470.51 1.71£0.50  2.444  0.119
Duracion de los episodios (min) ~ 0-160.04  0.06+0.02  0.180.03 0.14£0.03  2.901 0.081
Frecuencia (episodios/hora) 8.38£2.49  2.88%1.49  8.002.71 9.63:2.81  1.793 0.207
Tiempo (min) 1.35£0.58  1.06£0.70  3.08%1.20 3.24:0.85  1.530 0.256
Duracion de los episodios (min) ~ 0-31%0.13  0.30£0.19  0.39+0.12 0.55%0.15  0.521  0.605

263093 1.25:0.62  5.13%1.90 525160  1.997 0.178

Frecuencia (episodios/hora)

Tiempo (min) 30.68+3.59 23.66+2.46 38.81+2.82** 38.69 £ 3.92 4.553 0.026

Latencia al NREM (min) 8.20+2.40 8.16+1.83 5.46 £1.61 3.87+0.78 1.476  0.262

Latencia al REM (min) 43.60+7.16 4835583  41.84+6.82 36.91£6.23  0.550 0.600

Los datos de los grupos estan presentados como la media + error estédndar de ocho ratas, comparados
utilizando el test de ANOVA de una via y el test Tukey como post hoc. Los simbolas de * denotan
diferencias significativas comparadas contra el CWOP (* p < 0.05; ** p < 0.01). CWP, control con cras;
CWAOP, contral sin crias; W, vigilia; LS, suefio ligero; SWS, suefio de ondas lentas; IS, estado intermedio;
TST, tiempo total de suefio.

6.2.2. Eyecciones de leche

En la Figura 3A se evidencian los efectos de la privacién de suefio sobre la frecuencia de eyecciones de
leche, donde se observan diferencias significativas entre los grupos (F = 8.25; p = 0.006). Especificamente,
los analisis post hoc evidenciaron una disminucidn en la frecuencia de eyecciones de leche durante Ia
privacion de suefio con GH (1.04 + 0.44) en comparacion con CWP (3.63 + 0.43; p = 0.019) y DBES (2.79 +
0.39; p=0.032). No se abservaron diferencias significativas entre DBES y CWP (p = 0.494) en este parametro.
Durante el periodo de recuperacion de suefio (Figura 3B), la frecuencia de eyecciones de leche no difirid
significativamente entre los grupos (F = 2.904; p = 0.069).

También comparamos la frecuencia de eyecciones de leche intragrupo (GH, DBES y CWP), entre el
periodo de privacion y el de recuperacion de suefio. La frecuencia de eyecciones fue mas alta durante el
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periodo de recuperacion de suefio en comparacion con el de privacion utilizando ambas técnicas de privacion
(DBES [p = 0.015, t = 3.188]; GH [p = 0.002, t = 5.067]). Como se esperaba, no se observaron diferencias
significativas durante el CWP (p = 0.209, t = 1.382).
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Figura 3. Efectos de la privacién de sueio
sobre las eyecciones de leche. Las grificas
muestran la frecuencia de eyecciones de
leche durante el periodo de tres horas de
privacion de suefo (A) y el sucesivo periodo
de recuperacién de suefio (B), con gentle
handling (GH) y deep brain electrical
stimulation (DBES), y dos grupos control
(con y sin crias [CWP y CWOP
respectivamente]). Los datos se presentan
como la media # el error estandar medio de
ocho ratas comparadas usando el test de
ANOVA de una via junto con el test de Tukey
como post hoc. Los simbolos de asteriscos
(*) representan las diferencias significativas
(p <0.05).

El cambio porcentual de peso de las crias (LWG, %) se evalué como parametro indirecto de la cantidad
de leche eyectada. En la Figura 4A se muestra que el LWG difiri¢ significativamente entre los grupos durante
el periodo de privacion de suefio (F = 15.860; p = 0.001). Especificamente, el promedio disminuyd
significativamente en el grupo GH (-0.77 + 0.44) en comparacién con el CWP (1.30 £+ 0.20; p = 0.016); y en el
grupo CWOP (-0.83 + 0.09) en comparacion con CWP (p = 0.00003) y con el grupo DBES (0.89 + 0.23; p =
0.0003).

También se observaron cambios en LWG entre los grupos durante el periodo de recuperacion de sueio
(F=5.743; p=0.016; Figura 4B). En particular, se evidencio un aumento del LWG al comparar los valores del
grupo GH (1.91 + 0.51) con los de CWP (0.88 + 0.35; p = 0.014). El LWG en el grupoc CWOP (2.71 + 0.48)
también aumentd en comparacion con el grupo CWP (p = 0.010). No se encontraron diferencias entre DBES
(1.14 £ 0.32) y CWP (p = 0.965).
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Figura 4. Efectos de la privacion de sueio
sobre la cantidad de leche eyectada. Las
graficas muestran la cantidad de leche
eyectada representada como el aumento de
peso de las crias (LWG) durante el periodo de
tres horas de privacién de suefio (A) y el
sucesivo periodo de recuperacién de suefo
(B), con gentle handling (GH) y deep brain
electrical stimulation (DBES), y dos grupos
control (con y sin crias [CWP y CWOP
respectivamente]). Los datos se presentan
como la media * el error estandar medio de
ocho ratas comparadas usando el test de
ANOVA de una via junto con el test de Tukey
como post hoc. Los simbolos de asteriscos (*)
representan las diferencias significativas (* p
< 0.05; ** p<0.01; *** p < 0.001; ****
p< 0.0001).
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Por otra parte, al comparar el LWG intragrupo entre el periodo de privacidn y recuperacion de suefig, se
observo un aumento de la cantidad de leche eyectada en los grupos GH (t = 3.16, p = 0.016) y CWOP (t =
7.11, p = 0.0002). No se evidenciaron diferencias significativas en el grupo CWP (t = 0.98, p = 0.359) nien el
grupo DBES (t = 0.52, p = 0.620).

6.2.4. Comportamiento maternal.

Se evalug el comportamiento materno durante el periodo de privacidn y de recuperacion de suefo. La
Figura 5 ilustra los cambios en el comportamiento maternal (“maternograma”) de dos ratas madre
representativas de cada grupo experimental durante las cuatro horas de registro. Se muestra la variacion
del comportamiento maternal en tres estados principales: amamantamiento, activo en contacto con las
crias, y comportamientos sin contacto con las crias.

Rata 1 Rata 2 Figura 5.. Maternogramas
representativos  durante la
CWP privacién de sueno. Las graficas

A 3 ] muestran las variaciones en el
‘ comportamiento maternal

ACC ! durante las cuatro horas de las
§ sesiones experimentales en dos

csc ratas representativas (R1,

cwop izquierda; R2, derecha).

Clasificamos el comportamiento
en épocas de 5 segundos,
utilizando tres estados
(@amamantamiento [A];
o8¢ : : comportamientos activos con las
A 1 - crias [ACC]; comportamientos sin
contacto con las crias [CSC]). La
linea punteada vertical gris indica
ACC ) . L
3 el final del periodo de privacion de
‘ ‘ suefo (PS) y el inicio del periodo de
recuperacion de suefio (RS).

ACC

DBES

csc

A 1
ACC J

cscC |

GH

Tiempo (h) Tiempo (h)

La Tabla 5 detalla las variaciones en el comportamiento maternal durante el periodo de privacion de
suefo. La frecuencia de los comportamientos maternales aumentd durante ambos procedimientos de
privacion de suefio. Especificamente, en el grupo GH aumentad la frecuencia de todos los comportamientos
maternales en comparacion con los valores de control. La frecuencia de amamantamiento y de
comportamientos activos en contacto con las crias también aumentd en el grupo DBES en comparacién con
los valores de control, aunque en menor medida que durante el GH.
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Tabla 5. Comportamientos de la madre durante el periodo de privacion de suefio usando gentle handling (GH)

y deep brain electrical stimulation (DBES).

Tiempo (min)
Duracidn de los episodios (min)

Frecuencia (episodios/hora)

Tiempo (min)
Duracién de los episodios (min)

Frecuencia (episodios/hora)

Tiempo (min)
Duracién de los episodios (min)

Frecuencia (episodios/hora)

40.55+14.10
7.71+2.92
2.13%0.33

25.59£5.47
2.60+0.28
3.21+0.52

57.61+13.88
5.84+1.57
3.54+0.69

30.94 £4.32
1.67+0.14*

6.13+0.71 **#

113.90£11.33 91.45+13.98

14.70+2.15
2.75+0.27

6.54+1.21*

5.17 £ 0.57 **#

55.76 £ 8.44
3.55+0.86
6.83+1.62*

41.47 £5.24
1.41+x011*

9.67 +£0.76 ***

82.77 £8.42
3.84+0.74*

8.38+1.01**

0.489
1.195
6.650

2.735
8.937
32.040

1.700
14.120
18.380

0.621
0.321
0.027

0.124
0.007
0.000

0.221
0.002
0.001

Los datos de los grupos estan presentados como la media + error estandar de ocho ratas, comparados
utilizando el test de ANOVA de una via y el test Tukey como post hoc. Los simbolos de * denotan diferencias
significativas comparadas contra el CWP (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001) y los de # indican diferencias
significativas comparadas contra el GH (# p < 0.05). CWP, control con crias; CWOP, control sin crias; GH, gentle

handling; DBES, deep brain electrical stimulation.

Durante el periodo de recuperacion de sueio, la mayoria de los comportamientos maternales analizados
no variaron entre los grupos, excepto por un incremento en el tiempo de los comportamientos activos en
contacto con las crias al comparar CWOP con GH y DBES (Tabla 6).

Tabla 6. Comportamientos de la madre durante el periodo de recuperacion de suefo.

Tiempo (min)
Duracién de los episodios (min)

Frecuencia (episodios/hora)

Tiempo (min)
Duracidn de los episodios (min)

Frecuencia (episodios/hora)

Tiempo (min)
Duracién de los episodios (min)
Frecuencia (episodios/hora)

Latencia (min)

3.64+1.03
1.51+0.46
2.50=0.50

10.84+1.83
2.22+0.21
5.00+1.25

45.52+2.77
24.67 £6.79
3.13+0.74
7.09+2.46

6.75+£2.75 11.19+4.47
1.25+£0.41 6.47+4.26
4.38+1.27 2.63+0.60

18.10+2.51 6.85+1.23*
2.42+0.36 1.72+0.18
7.50 £ 3.50 4.50+1.38

35.15£3.77 41.96+4.10
10.27+£2.17 23.77£5.79
4.00+0.46 2.38+0.50
7.54+2.24 9.03+2.26

5.23+1.77 1.421
3.19+1.67 1.063
2.25+0.75 1.124

592+1.65* 7.96
2.17+0.35 1.409
2.00+2.00 6.269

48.85 *2.57 3.037
30.88 £7.26 2.295
2.38+0.53 1.796
3.97+0.84 1.379

0.276
0.352
0.345

0.003
0.274
0.012

0.064
0.157
0.202
0.283

Los datos de los grupos estan presentados como la media + error estandar de ocho ratas, comparados
utilizando el test de ANOVA de una via y el test Tukey como post hoc. Los simbolos de * denotan diferencias
significativas comparadas contra el CWOP (* p < 0.05). CWP, control con crias; CWOP, control sin crias; GH,
gentle handling; DBES, deep brain electrical stimulation.
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6.3. Experimento 3: Efectos de la restriccion de sueho aguday crénica
durante el postparto

Parte de los resultados del experimento 3 se encuentran incluidos en la publicacién “Acute and chronic
sleep restriction differentially modify maternal behavior and milk macronutrient composition in the
postpartum rat.” Pefa F et al. Physiol Behav. (2024) DOI:10.1016/j.physbeh.2024.114522, anexada a la
tesis; mientras que los demas resultados forman parte del manuscrito “Differential effects of postpartum
sleep restriction on maternal and offspring immunity in the rat” Pefia F et al., el cual se encuentra bajo
revision en la revista Brain, Behavior, and Immunity.

6.3.1. Restriccion de sueno

En la Figura 6 se muestran las variaciones del ciclo suefio y vigilia durante el periodo de seis horas de
restriccion del suefio (Figura 6A y C) y durante el periodo de evaluacion maternal (Figura 6B) durante la
ultima sesion de todos los grupos (PPDY). Se logro exitosamente la restriccidn de suefio utilizando DBES,
observandose un TST de 22.44 + 1.91% con ASR, 15.94 + 1.91% con CSR y 56.27 + 2.73% durante el control
(F=95.34; p <0.0001). Los episodios de suefio correspondieron principalmente a LS, sin episodios de sueio
REM: del 22.44 + 1.91% de TST con ASR, 60.50 + 9.17% correspondio a LSy 39.50 + 9.17% a SWS; del 15.94
+ 1.91% con CSR, 68.69 + 7.42% correspondid a LSy 31.31 £ 7.42% a SWS; mientras que del 56.27 + 2.73%
del control, 17.92 + 1.88% correspondid a LS, 63.57 + 1.90% a SWS, y 11.31 + 2.07% a REM (Figura 6A).

No se observaron diferencias en la W y en los parametros de suefo durante el periodo de evaluacidn
maternal, mostrando un TST de 49.83 + 5.95% con ASR, 39.78 + 12.74% con CSR y 45.44 + 7.77% durante
el control (F = 0.30; p=0.749; Figura 6B).
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Figura 6. Restriccidn de suefo a través de las sesiones experimentales. Los graficos muestran el tiempo total en suefio y vigilia
durante las seis horas de restriccidn del suefio (A) y durante el periodo de evaluacién maternal (B) en el PPDS; y el porcentaje del
tiempo de registro invertido en cada etapa del ciclo suefio-vigilia hora por hora durante las seis horas de registro (C). Los datos se
presentan como media + error estandar de cinco ratas, comparados mediante el test de ANOVA de una via con la prueba de Tukey
como post hoc. Los simbolos * indican diferencias significativas en comparacion con el grupo C (*, p < 0.05; **, p< 0.01; ***, p< 0.001;
***% p<0.0001). W, vigilia; LS, suenao ligero; SWS, suefio de ondas lentas; IS, etapa intermedia.
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En la Figura 6C se muestran las diferencias hora a hora en W, LS, SWS, IS y REM durante las seis horas
del periodo de restriccion del suefio o control. En general, no se evidenciaron diferencias intragrupo para
cada estado de suefio/vigilia durante el registro, lo que indicaria que el porcentaje de cada estado no cambia
alolargo de las seis horas en cada grupo. Solo observamos un ligero aumento en el porcentaje de IS durante
la quinta hora en el grupo control (p = 0.019; F = 8.42).

6.3.2. Comportamiento maternal

Las Tablas 7y 8 y la Figura 7 muestran los efectos de la restriccion del suefio sobre los comportamientos
maternos observados durante los 30 minutos del periodo de evaluacion maternal. Los tiempos de los
comportamientos maternales se vieron ligeramente alterados tras la restriccion del suefio.
Especificamente, en el PPDY9 aumentd la latencia de reunidn de la camada después de la CSR en
comparacion con la ASR (p = 0.029) pero no en comparacion con el control (p = 0.659; Tabla 7). Asimismo,
la latencia al Aover over disminuyo significativamente después de la CSR en el PPD6. No se observaron
diferencias entre los grupos en el tiempo total de /iover over, amamantamiento o fuera del nido (Tabla 8).

Tabla 7. Efectos de la restriccion de suefio en las latencias a los comportamientos
maternales durante el periodo de evaluacién maternal.

Control 3.67 £6.90 5.23+1.88 9.05£9.01 10.75+13.53
CSR 1.81+3.48 3.28+1.08 11.60 £5.64 30.00 = 12.86
Estadistico 26.50 26.00 38.00 34.00
p 0.245 0.237 0.900 0.610
Control 1.33+1.03 2.54+1.02 9.01+4.25 22.54+12.88
CSR 1.02+1.22 1.45+0.46* 6.53+8.08 3.15+10.71
Estadistico 31.00 14.00 25.00 22.00
p 0.459 0.021 0.203 0.110
Control 0.87 £2.57 1.52+0.84 9.58 +£3.86 30.00 £ 12.06
CSR 1.24+8.33 3.12+3.80 11.52+7.01 3.63+11.72
Estadistico 27.50 22.50 37.00 27.00
p 0.284 0.126 0.829 0.240
Control 0.76 +0.60 2.11+1.00 11.68+4.77 10.41+12.82
CSR 1.54+5.84 2.10£2.13 9.38+7.62 9.47 £13.57
Estadistico 28.00 37.50 33.50 37.00
p 0.304 0.847 0.590 0.827
Control 0.98+1.19 1.56 +2.21 11.10+3.87 3.90+6.16
ASR 0.58 £0.32 2.28+1.60 9.71+3.37 6.23 £14.31
CSR 2.85+11.51# 2.15+£2.34 13.28 £7.67 10.71+£12.89
Estadistico 6.70 1.54 0.75 2.19
p 0.035 0.463 0.687 0.335

Los datos de latencia estan presentados como la mediana + el rango semi-intercuartil
usando el test de Mann-Whitney para los dias PPD5-8 y el test de Kruskal-Wallis
seguido de por el test de Dunn como post hoc en el PPDS. Los simbolos de * denotan
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diferencias comparadas contra el grupo control (p < 0.05), y los # contra el grupo ASR
(p < 0.05). ASR, restriccion de suefio aguda; CSR, restriccidn de suefio crénica; PPD, dia
de postparto.

Tabla 8. Efectos de la restriccion de suefio sobre la duracidn de los comportamientos
maternos durante el periodo de evaluacion maternal.

Control 11.67+2.28 11.35+2.58 6.98 £0.96
CSR 6.71+1.59 17.91+£2.31 5.38+1.25
Estadistico 1.70 1.84 1.08
p 0.109 0.084 0.319
Control 10.25+1.33 13.54£2.35 6.22+2.23
CSR 9.89+2.21 14.45+3.41 5.67+£2.32
Estadistico 0.14 0.23 0.17
p 0.887 0.824 0.867
Control 8.95+1.57 12.29+2.39 8.75+3.12
CSR 9.35+1.93 11.61+2.57 9.03+3.21
Estadistico 0.16 0.19 0.06
p 0.872 0.849 0.951
Control 10.44 £1.56 12.32+2.15 7.24+£2.02
CSR 6.62+1.48 15.65+2.88 7.72+3.20
Estadistico 1.74 0.95 0.13
p 0.101 0.359 0.896
Control 10.24 +£2.06 14.50 £2.31 5.26+0.88
ASR 7.55+0.86 18.43+1.70 4.02+1.06
CSR 6.85+2.18 13.69+3.15 9.47 £3.30
Estadistico 0.98 1.01 2.05
p 0.390 0.381 0.152

La duracion de cada comportamiento esta presentada como la media + error estandar
usando el T-test entre los dias PPD5-8, y el test de ANOVA de una via seguido de por el test
de Dunn como post hoc para el PPDS. ASR, restriccidn de suefio aguda; CSR, restriccién de
suefo cronica; PPD, dia de postparto.

También disminuyd el nimero de lamidos corporales (en PPD5, PPD8 y PPD9) y de lamidos anogenitales
(en PPDY) después de la CSR en comparacion con el control (Figura 7By D). El cuidado materno total también
disminuyd en PPD8 y PPD9 después de la CSR en comparacién con el control (Figura 7F). Con el fin de
examinar en profundidad el efecto de los dias de restriccion de suefio recibidos sobre el comportamiento
maternal, se realizaron regresiones lineales simples para el cuidado maternal total, asi como para los
lamidos corporales y anogenitales (Figura 7G-l). Los resultados mostraron una tendencia lineal negativa
significativa en funcion de los dias de restriccion de suefio, tanto para el cuidado maternal total (pendiente
del modelo = -6,697; R? = 0.32; p = 0.002; Figura 7G), como para los lamidos corporales (pendiente del
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modelo = -3,762; R?=0.26; p = 0.007; Figura 7H), y los lamidos anogenitales (pendiente del modelo = -2,859;
R?=0.30; p = 0.004; Figura 71).
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Figura 7. Comportamientos maternales durante el periodo de evaluacién maternal luego de la restriccion aguda y crénica de
sueno. Los graficos muestran las variaciones en el comportamiento maternal a lo largo de cinco dias posparto (PPD5-9) durante
30 minutos después de la restriccion aguda de suefio (ASR), la restriccidn cronica de suefio (CSR) y el grupo control (C). A-E. Nimero
de eventos de comportamientos maternos. F. Cuidado materno total, calculado como la suma de todos los eventos de
comportamientos maternos activos. G-H. Regresiones lineales simples de los comportamientos maternales medidos durante el
PPD9 en funcidn de la cantidad de dias de restriccion de suefo. Los datos se presentan como media + error estandar, analizados
mediante test de t entre PPD5-8 y ANOVA de una via con test de Tukey como post hoc en PPDS. Los datos de PPD5-8 del grupo
ASR no se muestran ni se incluyeron en el andlisis. Los simbolos * indican diferencias significativas en comparacién con el grupo C
(* p < 0.05; ** p < 0.01).
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La Tabla 9 muestra las conductas de autocuidado materno durante los 30 minutos del periodo
evaluacion maternal, incluyendo alimentacion, bebida y acicalamiento. Se observd una reduccidn en el
comportamiento de beber agua después de la ASR en comparacion con el control (p = 0.024) en el PPDS, y
un aumento en la conducta de alimentacion después de la CSR en comparacion con el control (p = 0.007) en
el PPD7.

Tabla 9. Efectos de la restriccion de suefio en los comportamientos de autocuidado de la
madre durante el periodo de evaluacién maternal.

Control 7.50 £ 13.00 0.50+1.63 12.00+9.75
CSR 0.00£0.38 2.50+3.75 14.00 £9.75
Estadistico 22.00 33.00 28.50
p 0.082 0.533 0.326
Control 2.00+6.75 0.50+2.13 22.50+7.00
CSR 0.00£6.63 0.00 = 3.25 14.00+8.75
Estadistico 30.50 37.50 23.50
p 0.395 0.837 0.152
Control 0.00 £0.25 0.00+=1.00 20.50 £6.63
CSR 11.50 +11.63* 0.50 +1.00 17.00 = 6.50
Estadistico 12.00 33 31.50
p 0.007 0.537 0.471
Control 5.00 = 8,38 1.00+2.50 15.00 +5.63
CSR 2.00+2.88 1.00 £ 3.00 22.00+11.50
Estadistico 27.50 38.50 34
p 0.272 0.906 0.615
Control 4.00+9.00 4.00+2.00 22.00+5.25
ASR 0.00 £6.00 0.00 +0.38* 12.50 +6.50
CSR 8.00+15.38 1.50+2.38 14.50 = 8.75
Estadistico 2.65 7.04 3.07
p 0.266 0.030 0.216

Los datos estan presentados como la mediana + el rango semi-intercuartil usando el test de
Mann-Whitney entre los dias PPD5-8 y el test de Kruskal-Wallis seguido de por el test de
Dunn como post hoc para el PPDS. Los simbolos de * denotan diferencias comparadas contra
el grupo control (p < 0.05). ASR, restriccion de suefio aguda; CSR, restriccidn de suefio cronica;
PPD, dia de postparto.

6.3.3. Cantidad de leche eyectaday su contenido de macronutrientes

Como se muestra en la Figura 8A, durante la CSR, el LWG1 se redujo significativamente en comparacion
con el grupo control durante el PPD6 (t = 2.48; p = 0.025) y PPD7 (t = 3.07; p = 0.007). No se encontraron
diferencias durante el periodo de evaluaciéon maternal (Figura 8B).

Los efectos de la restriccion de suefio sobre la compaosicién de la leche se muestran en las Figuras 8C-G.
Se evidenciaron cambios significativos en el contenido de proteinas de la leche entre grupos (F = 8.17;
p=0.002), observandose una disminucidn del contenido proteico después de ASR en comparacion con el
grupo control (p = 0.004) y con el grupo de CSR (p = 0.009). No se encontraron diferencias en el contenido
de carbohidratos (F = 1.09, p = 0.356) lipidos (F = 1.73, p = 0.200) y contenido energético (F = 0.55, p = 0.583)
entre grupos.
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6.3.4. Niveles de hormonas en suero materno

No se observaron diferencias significativas en la concentracidn de oxitocina entre los grupos (F = 0.81;
p = 0.458; Figura 9A). Respecto a las concentraciones de corticosterona, no se observaron diferencias
significativas entre grupos (F = 0.78; p = 0.470; Figura 9B). Respecto a las concentraciones de prolactina, no
fue posible cuantificar exitosamente dicha hoarmona en el suero de todas las ratas, logrando un n = 5 para
el grupo control, n = 2 para el ASRy n = 3 para el CSR.
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Figura 9. Concentraciones de hormonas séricas maternas luego de la restriccién de suefo. Los graficos
muestran los valores de oxitocina (A), corticosterona (B) y prolactina (C) del suero de las madres de los
grupos bajo restriccion aguda de suefio (ASR), restriccion crénica de suefio (CSR) y control (C) durante el
ultimo dia postparto (PPD9). Los datos se presentan como media + error estandar, analizados mediante
ANOVA de una via con test de Tukey como post hoc.

6.3.5. Parametros inmunoldgicos humorales de ratas madre y crias

En la Figura 10 se ilustra el efecto de la ASR y la CSR sobre los niveles de anticuerpos y citoquinas
proinflamatorias. No se observaron diferencias significativas en los niveles de IgG tanto en suero materno
(F = 2.65; p = 0.094) como en leche (F = 2.13; p = 0.143) entre los grupos (Figura 10A-B). Tampoco se
evidenciaron diferencias significativas entre grupos en los niveles de IgG2a en suero materno (F=0.10; p =
0.904; Figura 10D) ni en leche (F = 0.17; p = 0.845; Figura 10E).

No se observaron diferencias significativas entre grupos en los niveles de IL-17A (F = 0.30; p = 0.747,;
Figura 10F) e IL-6 en suero materno (H = 0.35; p = 0.841; Figura 10G).

Respecto a las crias, el ANOVA de dos vias evidencio un efecto significativo de la condicion experimental
(p = 0.032). Especificamente, los niveles séricos de IgG fueron menores en las crias macho de madres ASR
(5560 + 734 pg/mL) en comparacion con el grupo control (8666 + 463 pg/mL; p = 0,025; Figura 10C). Aunque
el efecto se evidencio solo en las crias macho, el ANOVA de dos vias no mostrd un efecto significativo del
sexo (p = 0.513) ni una interaccion sexo x condicion experimental (p = 0.386).

41




A.
15000
o)
=
2
@© 10000 —
EZ
o % ‘
32 £ I
c 5000
o + E
(D ah L]
—c) L]
0 T T T
C ASR CSR
D.
3000
o)
c n
2
©
€ 2000 .
o
—
o £ A
5= 4 N
o -+
c I man iy
(0] 1000+ Aa
© A []
N
(O]
i
L]
0 T T T
C ASR CSR
F.
800
o L]
£
q’ L]
2 600
€
o .
S E 400 ‘
=)
ce
[}
< 200 Safl -
= .
0 T T T
C ASR CSR

6.3.6.

IgG en leche materna
(Mg/mL)

2500

2000

1500

1000+

IL-6 en suero materno

IgG2a en leche materna
(Hg/mL)

500+

—

(pg/mL

C ASR CSR

C.
20000
*
A [%2]
Ry
5 15000 — L]
: 3
T Q_EI A m "
1 . © = 10000~ H
L 2 g A (I “
I T = ae i
L[] s i
A 0] 5000 .
1 [e)) ~
. —_ A
T T O T T
ASR CSR Hembras Machos
50
407 L]
A
T mm
. T %
L) o
A A
1 LY
20 . .
10—
0 T T T
(e} ASR CSR
600+
400+ R
A
200 .
| |
41 'E.
L ]
0 T T T
C ASR CSR

Parametros hematolégicos de ratas madre y crias

Figura 10. Efectos de la
restriccion de sueno
materno sobre los

parametros
inmunolégicos en el
suero y en la leche de
madres y crias (PPD9).
Los graficos muestran las
variaciones en la
concentracién de: IgG en
el suero de las madres (A),
en la leche materna (B) y
en el suero de las crias (C);
IgG2a en el suero de las
madres (D) y en la leche
materna (E); IL-17A (F) e
IL-6 en el suero de las
madres (G) de muestras
obtenidas durante el
PPDS. En el caso de las
crias, la 1gG total se midio
en suero en un poo/ de
muestras separadas por
geénero, de cuatro
hembras y cuatro machos
por cada madre. Los datos
de se presentan como
media + error estandar.
Los datos de IgG, IgG2a e
IL-17A fueron analizados
mediante ANOVA de una
via con test de Tukey
como post hoc mientras

que los datos de IL-6
fueron analizados
mediante el test de

Kruskal-Wallis con el test
de Dunn como post hoc.

Los efectos de la restriccidn de suefio materna sobre los pardmetros hematoldgicos de las madres se
muestran en la Tabla 10 y la Figura 11, mientras que la Tabla 11 y la Figura 12 muestran los efectos en las

crias.

No se encontraron diferencias significativas en los parametros hematoldgicos maternos entre grupos
(Tabla 10; Figura 11). Respecto a las crias, el ANOVA de dos vias evidencid un efecto significativo de la
condicion experimental (control, ASR o CSR) sobre el recuento total de leucaocitos (p = 0.001), presentando
mayores valores las hembras del grupo CSR (6.50 + 1.03) que las del grupo control (3.61 + 0.45; p=0.011) y
que las del grupo ASR (4.17 + 0.62; p = 0.041; Figura 12A). Los machos mostraron una tendencia similar
(CSR: 5.92 + 0.85; control: 3.74 + 0.37; p = 0.059; Figura 12A). El aumento de leucocitos se debio
principalmente a los linfocitos, en los que también se evidencié un efecto significativo de la condicion
experimental (p = 0.0003), siendo el recuento linfocitario de las hembras del grupo CSR (4.10 + 0.58) mayor
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que el control (2.28 + 0.25; p = 0.004) y que el ASR (2.80 + 0.38; p = 0.040; Figura 12G); y el recuento
linfocitario de los machos CSR (3.81 + 0.42) mayor que el control (2.44 + 0.25; p = 0.029; Figura 12G).

Como aproximacion para evaluar el efecto de los dias de restriccion de sueio recibidos por la madre
sobre el nimero de linfocitos en sangre de las crias, se realizaron regresiones lineales simples entre los
recuentos de linfocitos y los dias de restriccion de suefio (Figura 12H-I). Los resultados mostraron una
relacion positiva entre el recuento de linfocitos en las crias y los dias de restriccion de suefio materna tanto
en hembras (pendiente = 0.3515; R2 = 0.33; p = 0.005) como en machos (pendiente = 0.2582; R2=0.34; p =
0.003).

El ANOVA de dos vias evidencid un efecto de la condicidn experimental sobre el recuento total de
neutrdfilos (p = 0.026), aunque el post hoc no fue significativo. Los demdas parametros sanguineos no
maostraron diferencias significativas ni en madres ni en crias, y los analisis de leucocitos basados en el sexo
de las crias tampoco fueron significativos (Tabla 11). Ademas, se calculd la relacién neutrofilos-linfocitos
como otro indicador de estrés . En cuanto a los parametros maternos, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos control (0.39 + 0.09), ASR (0.55 + 0.04) y CSR (0.36 + 0.06; p=0.123; F = 2.33;
Figura 11G). Con respecto a las crias, tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupos en
las hembras (C: 0.31 + 0.05; ASR: 0.25 + 0.04; CSR: 0.27 + 0.03; Figura 12F), ni en los machos (C: 0.29 + 0.04;
ASR: 0.25 + 0.04; CSR: 0.26 + 0.03; Figura 12F), sin efectos significativos de |la condicion experimental (p =
0.444), sexo (p = 0.753) ni interaccion (p = 0.973).
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Tabla 10. Efectos de la restriccidn de suefio sobre los pardmetros inmunoldgicos celulares maternos.

Neutroéfilos
Linfocitos
Monocitos
Eosindfilos
Basdfilos
Eritrocitos
Hematocrito
Hemoglobina
MCV

MCH

MCHC
RDW-CV
RDW-SD
Plaquetas
MPV

PDW

PCT

%
%
%
%
%

108/l
%

g/dL
fL
pg

g/L
%
fL
10%/uL
fL
%

%

23.06 £4.05
67.48 £5.00
7.13+1.85
2.16 £ 0.46
0.20 £0.06
4.85+0.21
31.98 £1.32
10.99+0.33
65.94 £ 2.04
22.83+0.69
347.5+10.03
23.86+1.87
67.35+6.05
814.0£142.2
7.31£0.26
17.33+0.38
0.55+0.10

30.31£1.27
55.92£2.26
10.81+1.44
2.47+0.94
0.51+0.13
4.81+0.15
32.81+0.90
11.23+0.24
68.63 £2.29
23.39%0.60
343.3+5.10
24.98 £2.00
72.89+8.22
728.6+101.6
6.98 £0.35
17.03+0.30
0.54+0.09

22.09+£2.10 2.63 0.097
65.49 £ 3.71 2.67 0.094
9.49+1.94 1.19 0.324
2.66+0.48 0.13 0.877
0.29+0.06 3.04 0.071
4.74+0.30 0.07 0.937
30.88 = 1.56 0.57 0.575
10.77+0.46 0.44 0.653
65.93+1.25 0.64 0.538
21.88+0.50 1.51 0.246
335.6 £ 3.83 0.70 0.507
25.81+1.78 0.26 0.772
72.96 £6.40 0.22 0.801
677.1+84.87 0.37 0.700
7.16+0.32 0.30 0.747
17.10+0.36 0.22 0.802
0.49+0.07 0.11 0.893

Los resultados corresponden a los parametros hematoldgicos de ratas madres de muestras obtenidas en el
postparto dia 9. Los datos se presentan como media + SEM usando el test de ANOVA de una via con el test de Tukey
como post hoc. ASR, restriccidon de suefio aguda; CSR, restriccidn de suefio crdnica; MCV, volumen corpuscular
medio; MCH, hemoglobina corpuscular media; MCHC, concentracion de hemoglobina corpuscular media; RDW-CV,
coeficiente de variacion de la distribucion de los globulos rojos; RDW-SD desviacion estandar de la distribucion de
los glébulos rojos; MPV, volumen plaquetario medio; PDW, ancho de distribucién de las plaquetas; PCT,

plaquetocrito.
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Figura 11. Parametros inmunoldgicos celulares
maternos después de la restriccion aguda y
cronica de sueno. A-F. Los graficos muestran las
variaciones en el recuento de leucocitos (A),
monocitos (B), eosinofilos (C), basofilos (D),
neutrdfilos (E) y linfocitos (F) en la sangre materna
en el dia 9 posparto (PPDY). G. El grafico muestra la
relacion entre el recuento de neutrdfilos y linfocitos
total. Los datos se presentan como media + error
estandar, analizados mediante ANOVA de una via
con el test de Tukey como post hoc. C, control; ASR,
restriccion aguda de sueno; CSR, restriccidn crénica
de sueno.
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Tabla 11. Efectos de la restricciéon de suefio maternal sobre los parametros hematoldgicos de las crias hembray macho.

de |
ae Ic

1 rata (2025)

Condicién experimental ANOVA de dos vias:
Condicién Sexo Interaccion
Parametro Control ASR experimental (p-valor)
(p-valor)
(p-valor)
Neutréfilos Hembra 19.07 +2.21 16.54 +1.87 17.02+1.46
0.501 0.785 0.977
(%) Macho 18.17+2.13 16.42+2.29 16.76 £ 1.14
Linfocitos Hembra 66.25 £ 2.90 68.85 + 3.06 63.78+2.19
0.254 0.642 0.865
(%) Macho 65.78 £2.48 69.94+3.13 66.33£2.45
Monocitos Hembra 7.21+1.74 8.77+1.42 8.49+2.40
0.948 0.901 0.742
(%) Macho 8.59+1.93 8.01+1.27 7.35+1.51
Eosindfilos Hembra 6.07 +1.54 4.64+1.91 9.24 £ 3.62
0.183 0.834 0.977
(%) Macho 6.01+2.03 4.48 1.1 8.28 £2.80
Basdfilos Hembra 1.39£0.12 1.20+0.21 1.48 £0.49
0.567 0.772 0.872
(%) Macho 1.45£0.16 1.15+0.17 1.28£0.20
Eritrocitos Hembra 2.25+0.29 2.60 +£0.05 2.27+0.44
0.651 0.570 0.886
(108/uL) Macho 2.50+0.28 2.58+0.16 2.43+0.36
Hematocrito Hembra 20.08 £2.55 23.77£0.32 19.85+4.01
0.351 0.173 0.751
(%) Macho 22.26+2.48 24.83+0.32 24.25+2.06
Hemoglobina Hembra 7.82+0.68 9.07+0.15 8.43+1.11
0.287 0.181 0.714
(g/dL) Macho 8.62+0.58 9.20+0.12 9.49 £ 0.53
MCV Hembra 89.23 £ 1.05 92.87+1.88 83.86 £5.52
0.092 0.789 0.943
(fL) Macho 88.90 £ 1.92 90.70+1.70 83.99 +5.86
MCH Hembra 37.05+3.53 35.03+0.86 71.20 £ 24.69
0.109 0.921 0.737
(pg) Macho 35.96 +2.55 44.89+11.01 58.91+21.84
MCHC Hembra 415.43 £39.78 377.44+6.08 981.07 + 309.80
0.100 0.928 0.938
(g/L) Macho 405.67 £29.86 505.69 + 133.20 923.44 +508.45
RDW-CV Hembra 29.11+£3.17 24.01£1.37 34.18+5.84
0.134 0.632 0.601
(%) Macho 30.12+4.63 24.40 £ 2.11 28.42 +3.86
RDW-SD Hembra 106.46 £ 12.54 90.24 +6.70 114.49 £12.94
0.226 0.558 0.538
(fL) Macho 110.97 £ 18.64 89.27£8.76 94.36 £ 7.45
Plaquetas Hembra 739.21 +196.91 534.84 +98.04 1121.07 £ 98.04
0.060 0.791 0.909
(10%/uL) Macho 853.91 +275.52 620.08 + 71.52 1060.58 + 71.52
MPV Hembra 8.61+0.32 8.49+0.32 8.57+0.52
0.694 0.751 0.733
(fL) Macho 8.81+0.38 8.43+0.40 8.12+0.50
PDW Hembra 18.58 £ 0.38 18.84 +£0.43 18.17+0.42
0.328 0.967 0.897
(%) Macho 18.38 £ 0.36 18.89+0.42 18.35+0.43
PCT Hembra 0.47 £0.05 0.40+£0.07 0.70+0.08
0.278 0.777 0.063
(%) Macho 0.54+0.11 0.51+0.07 0.46 £ 0.06

Los resultados corresponden a los parametros hematoldgicos de las crias hembra y macho de madres privadas de suefio
o bajo registros control. Los datos fueron obtenidos en el posparto dia 9y se presentan como media = SEM usando el test
de ANOVA de dos vias con el test de Tukey como post hoc. ASR, restriccién de suefio aguda; CSR, restricciéon de suefio
créonica; MCV, volumen corpuscular medio; MCH, hemoglobina corpuscular media; MCHC, concentracién de
hemoglobina corpuscular media; RDW-CV, coeficiente de variacién de la distribucién de los glébulos rojos; RDW-SD
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desviacion estandar de la distribucion de los glébulos rojos; MPV, volumen plaquetario medio; PDW, ancho de distribucién
de las plaquetas; PCT, plaquetocrito.
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Figura 12. Parametros inmunolégicos celulares de las crias hembra y macho después de la restriccién aguda y crénica de
sueno materna. A-E. Los graficos muestran las variaciones en el recuento de leucacitos (A), monacitos (B), eosinéfilos (C), basofilos
(D) y neutrafilos (E) en la sangre de crias hembra y macho en el dia 9 posparto (PPD9). F. El grafico muestra la relacién entre el
recuento de neutrdfilos y linfocitos total. G. El grafico muestra las variaciones en el recuento de linfocitos en la sangre. H-I.
Regresiones lineales simples de los recuentos linfocitarios medidos durante el PPD3 en funcidn de la cantidad de dias de restriccion
de suefio materno para crias hembra (H) y macho (l). Los valores corresponden al andlisis de entre 2-4 crias hembras por madre. Los
datos se expresan como media + error estandar analizados mediante ANOVA de dos vias con el test de Tukey como post hoc. C,
contral; ASR, restriccion aguda de suefio; CSR, restriccidn crénica de suefio.




6.3.7. Correlaciones de variables

En base a la relacion fisiolégica que existe entre los sistemas enddcrino e inmunoldgico y los
componentes de la leche, asi como el vinculo inmunoldgico entre la rata madre y la cria a través de los
anticuerpos y del comportamiento maternal, se realizaron andlisis de correlacion de Spearman entre estos
parametros medidos en el PPDY. Debido al volumen de datos presente en las matrices de Spearman,
solamente se describen las correlaciones en que dicha relacidon entre las variables presenta alguna
relevancia fisioldgica o podria colaborar a explicar los resultados obtenidos.

Macronutrientes de la leche y componentes inmunoldgicos y harmaonales en sangre materna.

Dado que las hormonas séricas influyen en la composicion de la leche materna, asi como pueden ser
transferidas a la leche al igual que los anticuerpos desde la sangre, se investigd una posible correlacion entre
estos parametros maternos. Para el caso del contenido de macronutrientes de la leche, se evidencio una
correlacion paositiva entre la cantidad de proteina en leche y la oxitocina en sangre, tanto para el grupo
control (p =0.017) como para el ASR (p = 0.046), pero perdiéndose en el CSR (p = 0.197). También se observa
que Gnicamente en el grupo control el contenido proteico se correlaciond con la IgG en leche (p = 0.043) y
con la IgG2a en suero materno (p = 0.001).

lgG sérica de las crias y anticuerpos en la leche y suero materna.

En cuanto a la concentracion de IgG en el suero de las crias, se observé una correlacidn positiva con la
IgG en leche en hembras (p = 0.025) y con la IgG2a en leche, tanto en machos (p = 0.017) como en hembras
(p = 0.006), solamente en el grupo control.

En cuanto a las carrelaciones entre los anticuerpos en sangre de las crias y materno, se correlacionaron
significativamente los niveles de IgG en todos los grupos, aunque con diferencias segun el sexo de las crias.
Mientras que en el grupo contraol la correlacidn positiva se evidencio solo con las crias macho (p = 0.046), en
los grupos con restriccion de suefio la correlacidn se observd con las crias hembra (p = 0.002) para ASR y
para CSR (p = 0.037).

Linfocitas de las crias y hormonas maternas

En cuanto al recuento leucocitario de las crias, se observd que la concentracidn de linfocitos en las crias
macho se correlaciond en forma positiva con la corticosterona sérica materna en el grupo CSR (p = 0.011)
mientras que se correlaciono de forma negativa en el grupo control (p = 0.034) y presentd una tendencia a
correlacionar de forma negativa también en el ASR (p = 0.058). También se evidencid una correlacion
positiva entre la concentracion de linfocitos en las crias hembra y la cantidad de leche eyectada unicamente
en el grupo control (p = 0.033).

6.4. Resumen de resultados

6.4.1. Experimento 1: Relacidon entre suefio, amamantamiento y leche eyectada

- A mayor tiempo de suefio, mayor tiempo de amamantamiento, pero no mayor cantidad de
eyecciones o cantidad de leche.

- Los parametros de amamantamiento (tiempo, cantidad de leche eyectada y nimero de eyecciones)
no se correlacionan entre si

6.4.2. Experimento 2: Privaciéon de suefio con GHy DBES

- Disminuyad la frecuencia de eyecciones de leche durante la privacion de suefio con GH.
47




No hubo diferencias en la cantidad de eyecciones de leche entre DBES y CWP durante el periodo de
privacion.

Durante el periodo de recuperacion de suefo, la frecuencia de eyecciones de leche no difirio
significativamente entre los grupos.

El grupo CWOP presentd mas vigilia y suefio ligero durante el periodo de recuperacion de suefio en
comparacion con otros grupos.

Usando ambas técnicas de privacion, aumentd la frecuencia de eyecciones durante el periodo de
recuperacion de suefio en comparacion con el de privacion (analisis intragrupo).

La cantidad de leche eyectada disminuyd en el grupo GH y el CWOP durante las tres horas de
privacion.

Aumento la cantidad de leche eyectada en el grupo GH y el CWOP durante el periodo de recuperacion
de suefio.

No se encontraron diferencias en la cantidad de leche eyectada entre DBES y CWP.

En los analisis intragrupo, aumenta la cantidad de leche eyectada en los grupos GH y CWQOP durante
la recuperacion de suefio, pero no en los grupos CWP y DBES.

La frecuencia de los comportamientos maternales aumentd con ambos procedimientos de privacion
de suefio.

Durante el periodo de recuperacion de suefo, la mayoria de los comportamientos maternales
analizados no variaron entre los grupos.

6.4.3. Experimento 3: Efectos de la restriccion de suefio aguday cronica durante

el postparto

La Tabla 12 resume los resultados obtenidos en el experimento 3.
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fectos de la restriccion de sueno durante el postparto de la rata (2025)

Tabla 12. Resumen de resultados obtenidos en el experimento 3

Parametro ‘Comportamiento maternal

Lamidos anogenitales Lamidos corporales Cuidado total Reunion de la camada Hover over Amamantamiento Fuera del nido
ASR = +PPD5 = = = = =
CSR +PPDY +PPOBYS + 4 PPDBYS + = - -
Parametro Otros comportamientos
Comer Beber Acicalarse
ASR = 4 =
CSR TPPDT = =
Parametro Leche materna
Cantidad de leche Carbohidratos Lipidos Proteinas ‘Contenida caldrico Proporcién de macronutrientes
ASR = = = + = + proteinas, + grasas
CSR +PPDGYT = = = = =
Parametro Hormonas maternas
Oxitocina Corticosterona Prolactina
ASR = = ?
CSR = = ?
Parametro g6 Ig62a IL-17 IL-6
‘Suero materno Leche Suero de crias ‘Suero materno Leche ‘Suero materno Suero materno Leche encrias

+machos

CSR = = =

‘Globulos blances maternos

Leucocitos Neutrdfilos Linfocitos Monocitos i Basdfilos Relacion N/L

g

Parametro Otros parémetros hematoldgicos maternos

Hematocrito Hemoglobina MCv MCH MCHC RDW-CV RDW-SD Plaquetas MPV PDW PCT

o

I

=
wo

Globulos blancos de crias

Leucocitos Neutréfilos Linfocitos Monocitos i Basdfilos Relacién N/L

= +hembrasy maches - - - -

CSR +hembras

Parametro Otros parametros hematolégicos de crias

Hematocrito Hemoglobina Mcv MCH MCHC RDW-CV RDW-SD Plaguetas MPY PDW PCT

g

Resumen de los datos de las variables medidas durante el experimento 3. ASR, restriccion de suefio aguda; CSR, restriccion de suefio
cronica; PPD, dia de postparto.

7.Discusion

En el presente trabajo se evalud la relacion entre el suefio y el amamantamiento; se investigd cémo
diferentes metodologias de privacion de suefo aplicadas a ratas lactantes afectan el comportamiento
maternal y la lactancia. También se evidenciaron los efectos comportamentales, nutricionales, hormonales
e inmunoldgicos de la adicion de restriccion de suefio aguda o crénica a las alteraciones del suefio
maternales intrinsecas al postparto.

Los principales hallazgos del presente trabajo incluyen una correlacion positiva entre el tiempo que
permanece la rata madre en la mayoria de las etapas del suefo y el tiempo que invierte amamantando a sus
crias, no observandose dicha correlacién con las eyecciones de leche ni con la cantidad de leche eyectada.
Asimismo, se evidencid que las madres fueron capaces de eyectar leche a pesar de estar privadas de suefig;
y que el comportamiento materno, las eyecciones de leche y la cantidad de leche eyectada se vieron mas
afectados cuando la privacion de suefio ocurrié con GH. Por otro lado, se evidencié que la restriccion de
suefio cronica produjo deficiencias en los comportamientos maternos y fluctuaciones en la cantidad de
leche eyectada; mientras que la restriccion de suefio aguda generd una disminucion del contenido proteico
de la leche. Asimismo, se evidencid que, si bien la restriccion de suefio no afectd los pardmetraos
inmunoldgicos y hormonales maternos analizados, si se vieron afectados los parametros humorales y
celulares en las crias.
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7.1. Elsuenoyelamamantamiento correlacionaron a nivel comportamental

Los resultados indican que, a mayor tiempo en suefio, mayor es el tiempo dedicado al amamantamiento.
Esta relacion positiva entre el tiempo total que la rata madre invierte durmiendo y amamantando es
consistente con trabajos previos de nuestro laboratorio, en donde se reportd que las ratas madre duermen
mientras amamantan "', Estos comportamientos comparten caracteristicas comunes que facilitan su
ocurrencia: el animal debe permanecer tranquilo, encontrar una postura cdmoda o caracteristica >'®, una
temperatura adecuada (tanto en su entorno o en el nido '®'%), asi como bajos estimulos externos para
permitir el sueno ' y probablemente también para permitir la lactancia. En este sentido, la succidon de las
crias estimula a la madre a permanecer en el nido y adoptar posturas de amamantamiento, tipicamente
inhibiendo todos los comportamientos activos '®'. Por lo que, se hipotetiza que la estimulacién sensorial
de las crias al succionar promueve las condiciones que facilitan ambas conductas.

En base a la literatura existente, la cual describe que las eyecciones de leche en la rata solo ocurren
después de un periodo de suefio NREM "%'?' |a hipdtesis planteada fue que la ocurrencia de eyecciones
deberia aumentar si las ratas madres invierten mas tiempo en suefio NREM. Sin embargo, no se encontrd
ninguna correlacion entre las etapas del suefio con la cantidad de leche eyectada ni con el nimero de
eyecciones de leche. Interesantemente, tampoco se evidencid una correlacion entre el tiempo de
amamantamiento y el cambio de peso de las crias, ni con los eventos de eyecciones de leche, lo que sugiere
que un aumento en el tiempo de amamantamiento como comportamiento no implicaria necesariamente
mas cantidad de leche eyectada. Esto es consistente con el hecho de que la lactancia trasciende la nutricién,
proporcionando también cuidado, calor y contencién a las crias #'*'"'*, |o que conlleva a plantear la idea de
gue existiria un ensamble comportamental entre el suefio y el amamantamiento, pero no necesariamente
nutricional. Los resultados obtenidos pusieron en cuestionamiento lo descrito en la literatura acerca de que
la falta de suefio podria generar una ausencia de eyecciones lacteas '*'?', generando el planteamiento del
segundo experimento.

7.2. Ambas intervenciones, gentle handlingy deep brain electrical
stimulation, fueron efectivas para privar de sueno

Se logra con exito la privacion de suefo, tanto mediante las tres horas con GH y DBES en el experimento
2, como las seis horas con DBES en el experimento 3, presentando en ambaos casos minimas entradas al
suefio. Especificamente, durante los periodos de privacion de suefio, los episodios de NREM
correspondieron principalmente a LS y no se llego a alcanzar el suefio REM. En la literatura se describe que
pueden ocurrir episodios de sueno utilizando la mayoria de las metodologias de privacion disponibles 359~
%7 Por ejemplo, Everson '8
gue Oonk y colaboradores ® observaron cerca de un 3% de suefio NREM durante sus procedimientos. En el
experimento 3, tampoco se evidenciaron cambios en los porcentajes de cada estado durante el periodo de
restriccion de sueo, indicando que la metodologia continta siendo funcional a lo largo de las seis horas de

registro.

evidencid un 10% de suefio al privar a ratas con plataformas rotatorias; mientras

Trabajos previos han demostrado mayores cambios tras la privacidn de suefio a los observados en el
presente estudio, con aumentos del SWS y REM durante el periodo de recuperacion de suefo 92, En
particular, Oonk y colaboradores ' observaron un rebote de SWS y REM tras seis horas de privacién de
suefio utilizando GH en comparacion con DBES autoadministrado, aunque evaluaron periodos de
recuperacion de suefio mas prolongados de los analizados en el presente trabajo. Los datos del presente
trabajo sugieren que media o una hora no son suficientes para detectar la recuperacion de sueiio, ya que la
rata lactante podria requerir mas tiempo debido al cuidado de las crias. Por ello, no puede descartarse que,

con un analisis mas extenso, se hubiera observado un rebote. Tampoco se analizd la potencia de las ondas
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lentas durante la recuperacion, por lo que tampoco es posible descartar que, si bien no se observaron
cambios en los tiempos totales de suefig, tal vez se trate de un suefio mds profundo. Dentro de los objetivos
a futuro se encuentra indagar mas en este aspecto. Pese a lo discutido, cabe mencionar que Tath y
colaboradores ' evidenciaron que, tras cuatro horas de privacién de suefio mediante GH a hembras
lactantes y ciclantes, practicamente no hay recuperacion de suefio en las 20 horas siguientes a la privacion
durante el postparto, mientras que en hembras ciclantes si lo hay. Lo que los autores discuten coincide con
lo planteado en este trabajo, y es que tal vez no se observa una recuperacion de suefo debido a la presencia
de las crias, representando un estimulo muy fuerte para la madre, la cual dedicaria mas tiempo a cuidar de
la camada que a dormir. Dentro de los estudios a futuro, se planea realizar experimentos de privacion
evaluando la recuperacion del suefio con y sin la presencia de la camada.

En el experimento 2, en el grupo CWOP se observé un aumento en los valores de vigilia durante el periodo
de recuperacion de suefio en comparacion con los demas grupos. Asimismao, este grupo presentd mas
tiempo en LS y menos tiempo en SWS en comparacion con GH y DBES. El hecho de que la madre estuviera
separada de las crias durante tres horas conllevo a que, durante el periodo de recuperacion de suefio (que a
su vez fue su reencuentro con la camada), ésta dedicara mds tiempo al cuidado activo de las crias,
evidenciado por el aumento del tiempo de comportamientos maternales activos durante dicho periodo, lo
que resultd en un aumento del tiempo en vigilia.

7.3. Laprivaciéon de suefio generd déficits en los comportamientos
maternales

Utilizando ambas técnicas de privacion de suefio en el experimento 2, observamos que la mayaria de los
comportamientos maternos se vieron fragmentados durante el periodo de privacién en comparacidn con el
CWP, sugiriendo un cuidado inadecuado de la progenie. Sin embargo, la fragmentacién fue mayor con GH
en comparacion con DBES. Estas diferencias no afectaron el periodo de recuperacion de suefio, lo que
sugiere que dichas alteraciones no serian criticas.

Tomando todo en conjunto, se considera que la hipotesis de que la falta de suefio no seria un
impedimento para las eyecciones de leche, pero que la metodologia empleada para privar de suefio
determinaria los efectos observados, y que la restriccion de suefio con GH podria generar alteraciones en al
comportamiento materno que no serian evidenciadas con DBES, fue confirmada. La técnica de DBES
permitio que las ratas madre presentaran la mayoria de los valores indistinguibles de los valores de CWP a
lo largo de toda la sesion experimental. Por el contrario, los distintos parametros maternales durante GH se
asemejan mas a cuando las madres estuvieron sin las crias (CWOP), sugiriendo que, durante la privacion con
GH, las ratas no serian capaces de amamantar adecuadamente. Por lo tanto, pese a que DBES incluye la
implantacion de un electrodo profundo y la estimulacidn eléctrica constante, sumado a que genera ciertas
alteraciones en la lactancia, igualmente parece ser una opcion menos deletérea que el GH para privar de
suefo a ratas durante el postparto. A partir de los resultados obtenidos tras una privacion aguda de tres
horas, surge la interrogante sobre los efectos de una restriccion de suefio mas prolongada.

En el experimento 3, la mayaria de las deficiencias en el comportamiento materno se observaron hacia
el final de los dias de restriccidn de suefio con CSR. Asimismo, se evidencid una relacidn lineal negativa
significativa entre los comportamientos maternales y el nimero de dias de privacion, sugiriendo que las
deficiencias en los comportamientos maternales se incrementan en funcidn de la cantidad de dias de
restriccion de sueno recibidos. Es de amplio conocimiento que la privacion de suefio conlleva déficits en el
rendimiento motor y deterioro cognitivo tanto en humanos *2°™%% como en ratas 2. Por lo que, a pesar de
tener la oportunidad de recuperarse entre sesiones, la deuda de suefio se acumula a lo largo de los dias de
restriccidn crénica, al igual que los déficits cognitivos y de rendimiento 2°¢'°. En el disefio experimental de
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este trabajo, aunque se permitid que la madre recuperara el suefio durante 18 horas después de cada sesion
de privacidn, ciertos comportamientos maternaos se vieron alterados hacia el final de los dias de restriccidn.
Estos resultados sugieren que cinco dias de restriccion generan una acumulacidn de deterioro cognitivo que
conduce a déficits en el comportamiento materno con el paso de los dias. Esto es apoyado por los resultados
previamente discutidos de Tath y colaboradores ', ya que durante el postparto practicamente hay
recuperacion de suefo en las horas siguientes a la privacion. Los déficits maternos podrian deberse a una
menor capacidad para percibiry comprender con precision las sefiales de las crias, junto con una disminucién
en la habilidad de responder de manera adecuada. En este sentido, efectos similares han sido
documentados en humanos ', probablemente como consecuencia de déficits en la memoria de trabajo, la
atencidn y/o las funciones ejecutivas 3299211212,

Si bien existe una acumulacion de carencias en el desempefio materno hacia el final de la restriccion de
suefo cronica, la madre continud cuidando a las crias, aunque en menor medida. Este deterioro podria
afectar distintos aspectos de la fisiologia de las crias en la adultez. Se ha evidenciado que mas lamidos y
amamantamiento materno se correlaciona con una menor expresion de ARNm de la hormona liberadora de
corticotropina, una mayor retroalimentacion negativa de los glucocorticoides y una reduccion de las
respuestas al estrés en la adultez de las crias, y que estos comportamientos se transmiten entre
generaciones, hereddndose también frente a madres adoptivas #'. Por lo tanto, una disminucién en los
lamidos debido a la restriccidn de suefo durante el desarrollo de la progenie podria presentar consecuencias
en la adultez. En futuros experimentos se planea explorar este aspecto.

Curiosamente, el lamido corporal se vio alterado desde el primer dia de privacién (PPD5) en el grupo de
restriccion de suefio cronica, pero no en el primer (y Unico) dia de privacidn en el grupo de restriccion de
suefio aguda (PPD9). Se hipotetiza que esta diferencia podria deberse al nivel de desarrollo de las crias 0 a
la experiencia materna. Sin embargo, no es posible descartar que el estrés generado por la restriccion de
suefio en el primer dia de la sesion experimental (en el grupo de restriccion de suefio crdnica) haya sido
mayor que el mismo procedimiento realizado después de cuatro dias de adaptacion a la manipulacién (en la
restriccion de suefo aguda). Para resolver esto seria necesario implementar un protocolo diferente.

En cuanto al tiempo que la madre dedicd a las crias después de la restriccion de suefio, no se encontraron
diferencias entre grupos en el tiempo de amamantamiento ni en el tiempo de fover over. Asimismo, el
tiempo invertido fuera del nido tampoco cambid. Tampoco se encontré un efecto acumulativo de la
restriccion de suefo a lo largo de los dias en estas variables. Por lo que, si bien los comportamientos
maternales se ven afectados, pareceria que el tiempo que le dedica activamente a las crias se mantiene.

Estos resultados respaldan la hipdtesis planteada, de que la restriccidn de suefio de |la madre durante el
postparto impacta sobre el cuidado de las crias, y los efectos dependen del tiempo de la intervencién
(restriccion crénica o aguda).

7.4. Lacantidad de leche se vio afectada por la restriccion de sueno,
dependiendo de la metodologia empleaday de los dias de restriccion

En el experimento 2, aunque se registraron eyecciones en la mayoria de las madres, se redujeron
considerablemente durante el periodo de privacion de suefio mediante GH, incluso tres de las ocho madres
analizadas no presentaron eyecciones, lo que resultd en un aumento compensatario durante el periodo de
recuperacion de suefo. En particular, tanto la frecuencia de las eyecciones de leche como el peso de la
camada disminuyeron en comparacion con el CWP durante la privacidn de suefio con GH, lo que sugiere una
reduccion en la cantidad de leche transferida a las crias. Esta disminucion concuerda parcialmente con la
literatura existente, que indica que las eyecciones de leche deben ser precedidas por un episodio de suefio
NREM "2 'y que la privacién de suefio previene las eyecciones de leche . Sin embargo, mientras que
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Voloschin y Tramezzani ' privaron de suefio a las ratas madre durante 30 minutos utilizando dicha técnica,
en el presente estudio se extendio el periodo de privacion de suefio a tres horas y se utilizaron diferentes
procedimientos para privar. Esta diferencia en la duraciéon del procedimiento podria explicar la discrepancia
relativa entre los resultados actuales con GH y la literatura existente. En este sentido, periodos prolongados
de estrés tienden a generar habituacién al mismo 2", por lo que, considerando la privacion de suefo como
una situacion estresante en si misma #*2", y al GH como una metodologia particularmente estresante '*,
tal vez periodos mas largos de privacion es lo que permiten que ocurra igualmente la eyeccion de leche por
habituacian, tanto a la falta de suefio como al estimulo empleado para generarla.

Contrario al procedimiento de GH, los parametros de eyeccion de leche no mostraron diferencias durante
la privacidn de suefio usando DBES respecto al CWP. Estas diferencias entre las metodologias de privacidn
ponen en cuestionamiento si el concepto de que el suefio es un requisito previo para la eyeccion de leche en
las ratas madre es preciso. En este sentido, aunque la privacion de suefio mediante GH es una metodologia
ampliamente utilizada, se basa en estimulos fisicos repetidos para prevenir el suefio, los cuales podrian ser
potencialmente aversivos para las madres al cuidado de sus crias *>'¥”%'%, Otras metodologias, como las
plataformas rodeadas de agua o la presentacidn de estimulos novedosos, no son compatibles con Ia
presencia de las crias, ya que estas podrian caer al agua o se podria afectar la interaccion madre-cria por la
intervencidn constante. En contraste, la DBES permite la privacién de suefio sin interferencias adicionales
en la diada madre-cria. Por lo que, como se menciond previamente, si bien es necesaria la cirugia
estereotaxica, la anestesia y la estimulacion eléctrica, igualmente parece ser una metodologia mas
adecuada para privar de suefo durante el postparto en comparacion a la estimulacidn tactil con un pincel.

En el experimento 3, al igual que lo evidenciado en el experimento 2, un solo dia de restriccion de suefo
con DBES no afectd la cantidad de leche eyectada. Sin embargo, en el grupo de privacian craénica, el peso de
la camada disminuyd entre los PPD6-7 y parecid recuperarse posteriormente. Dentro de los posibles
mecanismos involucrados, se hipotetiza que la deuda de suefio debida a la restriccidn crdnica del mismo
podria estar causando alguna alteracion endocrina #'*° que, tras la habituacién a este procedimiento,
podria regresar a niveles cercanos a los basales, llevando a una reduccidn en la cantidad de leche eyectada
solo a mitad de los dias de restriccion. Para indagar mas sobre los posibles mecanismaos involucrados, se
podria analizar en sangre materna el nivel de las hormonas que participan directamente en la sintesis y
eyeccion de la leche (prolactina y oxitocina) durante cada dia de restriccion de suefo. Asimismo, varios
estudios han demostrado una correlacion entre el estrés materno con la produccion y la eyeccion de leche
221225 pero los efectos estresantes especificamente asociados a la restriccion de suefio en relaciéon con la
eyeccion de leche han sido poco estudiados. En este sentido, en madres humanas, una menor calidad del
suefio se correlaciona con un menor volumen de leche eyectada y con un mayor nivel de estrés materno
percibido durante el primer mes posparto "". Por lo tanto, también seria interesante determinar durante
cada dia de restriccion el nivel de hormonas involucradas en la respuesta al estrés como la corticosterona.

Por otra parte, en el grupo de restriccion crdnica de suefo, evidenciamaos una correlacion negativa entre
el comportamiento de beber agua de la madre durante la altima media hora de la sesidn experimental y el
peso de las crias en el PPD9. Esto presenta una contradiccidn a nivel nutricional, dada la relacion de
dependencia que presenta la lactancia de la hidratacién #° sin embargo, tiene sentido a nivel
comportamental, ya que al estar realizando otras tareas fuera del nido, amamanta menaos a las crias y, por
tanto, eyecta menos leche. No se descarta la posibilidad de analizar el comportamiento de tomar agua
durante las 6 horas de privacidn, ya que podria ser diferente al observado durante la media hora de
recuperacion. También hubiera sido interesante medir la cantidad de agua consumida y no dnicamente el
comportamiento.
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7.5. Larestriccion de sueno aguda disminuyd el aporte proteico de la leche

Se evidencio que un Unico periodo de seis horas de restriccion de suefo en el PPD9 redujo el contenido
de proteinas de la leche, siendo este el primer estudio en demostrar que la falta de suefo afecta la
composicion de la leche 8. Recientemente, estos efectos fueron también observados en humanos "&.
Varios trabajos han evidenciado que tanto el estrés fisico como el mental afectan la composicion de la leche,
no solo durante el periodo posparto '®'%%22-2% sino también durante el embarazo #2%%', En este ultimo
caso, el estrés prenatal se ha asociado con una mayor cantidad de leche eyectada, una duracion mas
prolongada de la lactancia exclusiva #>?*° y un aumento en la cantidad de acidos grasos de cadena corta en
la leche #*'.

Particularmente durante el periodo posparto en vacas, el estrés térmico produce una disminucidn en la
produccion de leche y en su contenido de proteinas, especialmente de caseina #?*??”2%, En humanos, se ha
observado que madres con un mayor nivel de estrés percibido presentaron un mayor aporte de los
aminoacidos que forman parte de las proteinas de la leche (no asi de aminoacidos libres), luego de un mes
posparto, aunque no se conocen las implicancias fisioldgicas de estas diferencias **. Por su parte, Chiba et
al. '8 demostraron un aumento en los niveles de noradrenalina y una disminucidn de B-caseina en la leche
de ratones estresados. Ademds, observaron que el tratamiento con noradrenalina reduce la expresidn de -
caseina en células epiteliales mamarias humanas "®'. Dado que la activacion simpatica autondmica vy el
aumento en la liberacion de noradrenalina son consecuencias de las alteraciones del suefio #, se plantea la
hipatesis de que la activacion simpatica inducida por la restriccion de suefio aguda podria ser responsable
de la reduccidn en el contenido de proteinas en la leche. Por otro lado, Ruan et al. ' no encontraron una
correlacion entre los macronutrientes en la leche materna y la duracidn del suefio en humanos durante los
meses 2-4 ni 5-7 postparto, lo que sugiere que la cantidad de suefio no parece afectar la compasicion
nutricional de la leche. Sin embargo, Yang y colaboradores '"® evidenciaron en humanos que las alteraciones
del suefo se correlacionan con una menor concentracion de a-lactoalbimina, osteopontina y k-caseina en
la leche durante el postparto temprano (dia 42), pero no al tercer mes de postparto. Como se discutia
anteriormente, la habituacidn a los efectos estresantes de la restriccion de suefio podria permitir el
mantenimiento de una nutricion adecuada para las crias.

Ademas de los aspectos nutricionales, la leche materna es también una fuente de componentes
bioactivos, entre ellos los que tienen actividad inmunologica como los anticuerpos que forman parte de Ia
fraccion proteica de la fase acuosa 2**2%*. El aporte de anticuerpos pueden variar segun diversas condiciones
psicoemaocionales maternas; en este sentido, se ha evidenciado en humanos una correlacidn negativa entre
la IgA presente en la leche materna y estados de ansiedad, depresidn, tensidn y fatiga ?*°?%. En el presente
trabajo, se observd una correlacién positiva significativa entre el contenido de IgG de la leche y el contenido
proteico de la misma en el grupo control, sin embargo, dicha correlacidn se pierde frente a la restriccion de
suefo. Esta falta de correlacion, sumado a que no se observaron cambios significativos en la concentracién
de IgG en leche luego de la privacion, sugiere que pueden existir cambios cualitativos en la composicion de
la leche que involucren a otras proteinas.

Teniendo en cuenta esto, se hipotetiza que la falta de suefio estd generando cambios no solo en la
cantidad, sino también en el tipo de proteinas que llegan a la leche. Asimismo, como continuacion del
proyecto, se esta llevando a cabo un analisis transcriptomico de la glandula mamaria, que nos podria
eventualmente guiar en los parametros fisioldgicos que podrian estar cambiando y poder caracterizar en
forma precisa qué proteinas en la leche estan siendo modificadas frente a la restriccion de suefio.

Asimismo, dada la relacion entre la lactancia y la hidratacion, asi como la sensibilidad del tejido mamario
a los cambios en la osmolaridad ?*°?*”*%, ng se descarta la posibilidad de que los cambios en la composicidn
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de la leche puedan estar relacionados con la reduccion del consumo de agua observada después de la
restriccion de suefio aguda durante la altima media hora de registro, si bien no se observd una correlacion
entre estas variables. Ademas, como se discutid previamente, para obtener una mejor aproximacion a las
variaciones en la hidratacion materna se podria medir el consumo de agua total utilizando mamaderas
graduadas, asi como evaluar el comportamiento de ingesta de agua durante las seis haras de privacién. Esto
serd tenido en cuenta para futuros experimentos.

Por otra parte, se evidencio una correlacidn positiva entre la oxitocina en suero materno y las proteinas
lacteas, tanto en el grupo control como después de la restriccidn de suefio aguda, lo que podria sugerir que
la oxitocina podria estar involucrada en los cambios en la compaosicion de la leche observados después de la
privacidn. En este sentido, no hay suficiente literatura disponible sobre los efectos de la oxitocina endégena
en el contenido proteico ?****°, pero la administracidn de oxitocina induce cambios en la concentracion de
proteinas de la leche en funcion de la dosis utilizada 2394?42, particularmente en vacas, la administracion de
oxitocina durante la lactancia produce una disminucidn de la caseina y otras proteinas del suero, como
inmunoglobulinas, albimina sérica, y lactoalbiminas #3°.

Teniendo en cuenta estos resultados, se confirma la hipotesis de que la restriccian de suefio modifica la
composicion nutricional de la leche materna, lo cual podria tener impacto en su valor nutricional y/o sobre
la fisiologia de la cria, si disminuyeran proteinas con valor funcional.

7.6. Larestriccion de suefio aguda o cronica no se asocié a cambios
significativos en los niveles maternos de oxitocina y corticosterona

No se evidenciaron cambios significativos en los parametros hormonales maternos después de la
restriccion de suefio aguda o cranica. En cuanto a los niveles de oxitocina, hay poca informacion disponible
sobre su relacion con el suefio. Schuh-Hofer y colaboradores *° evidenciaron en mujeres un aumento en la
concentracidn plasmatica de oxitocina después de una noche de privacidn total de suefio. Por otro lado, el
tratamiento con oxitocina provoca en ratas hembra y macho un retraso en el inicio del suefio y promueve la
vigilia tranquila a expensas de suprimir la vigilia activa, el suefio NREM y REM 2*3*%4,Sin embargo, a pesar del
papel crucial de la oxitocina durante la lactancia, ninguno de los estudios publicados se realizé en hembras
en etapa posparto, por lo que se requiere mas investigacidn en esta area. Dado que los niveles de oxitocina
en la hembra durante la lactancia son sustancialmente diferentes, tanto en el patron de liberacién como en
sus concentraciones?* 2, posiblemente su relacion con el sueno pueda ser diferente a los hallazgos que
existen en la literatura.

En cuanto a la concentracidn de corticosterona, las alteraciones del suefio suelen estar asociadas con
un aumento en la actividad del eje hipotalamico-pituitario-adrenal, lo que lleva a un incremento en los
niveles circulantes de hormonas del estrés “*#*?*, Sin embargo, en humanos, una restriccion crénica del
suefo de 5-6 horas por noche durante una semana parece no alterar la liberacion de corticosteroides 2492,
lo cual es consistente con las observaciones del presente trabajo en rata. En este caso, se aplico una
restriccion leve del suefio, permitiendo que las madres durmieran sin interrupciones durante las 18 horas
restantes de cada dia. Esto podria haber generado un escenario menas severo y, probablemente, haber dado
lugar a efectos mas sutiles. Asimismo, debido a las diversas mediciones que se planificaron realizar, se
decidid en el disefio del protocolo experimental que las extracciones se realizaran luego de obtener las
muestras de leche, generando que el animal fuera manipulado por 40 minutos bajo anestesia antes de
obtener la muestra. Esto pudo generar un aumento de la liberacién de corticosterona de forma aguda,
enmascarando las variaciones entre grupos. Pese a ello, los resultados concuerdan con valores evidenciados
previamente en la bibliografia °*'. Para medir en forma mads precisa la respuesta al estrés, se deberia haber
extraido las muestras de sangre inmediatamente luego de anestesiar al animal, asi como haber realizado
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otras mediciones de pardmetros de estrés, como medir hormona liberadora de corticotropina y
noradrenalina. Ademas, para evaluar los cambios en los niveles de estrés a través de la corticosterona, seria
mas adecuado someter al animal a alguna situacién de estrés luego de la restriccion de suefio *. Sin
embargo, esto también involucraria otro tipo de protocolos que eran incompatibles con los objetivos
planteados.

En cuanto a los niveles de prolactina, debido a limitaciones metodoldgicas, no fue posible cuantificar
esta hormona en el suero de todas las ratas. Esto se debid a que el kit de ELISA utilizado no logro la
sensibilidad requerida para detectar esta hormona en todas las muestras, aunque no es posible descartar
la posible degradacidn de las mismas. En este sentido, dentro de los objetivos para el futuro préximo se
encuentra la realizacién de nuevos ensayos con otras técnicas, como analisis multiparamétricos con
citometria de flujo Multiplex y/o ELISAs de ultra sensibilidad.

7.7. Larestriccion de suefio materno alter6 los niveles de anticuerpos séricos
en las crias, sin modificar los parametros inmunolégicos maternos en
sangre

No se evidenciaron cambios en la concentracién de inmunoglobulinas e interleuquinas maternas frente
a la restriccion de suefio. Respecto a la ausencia de cambios en la concentracidn de IgG total e IgG2a en
suero materno, cabe mencionar que la informacidn sobre los efectos del suefio en el sistema inmune
humoral es muy escasa, con resultados controversiales y abarcando condiciones que no se corresponden
con el periodo postparto *.

En este sentido, se demostrd que la privacidn total de suefio en humanos durante 24 horas produce un
aumento de IgG, IgA, IgM %2, Sin embargo, otro estudio no evidencié cambios en las concentraciones de IgG,
IgA e IgM frente a dos dias de privacion total de suefio, solamente una disminucidn de IgA si la privacion era
tnicamente de suefio REM 2%, En estudios en animales, especificamente en ratas macho totalmente
privadas de suefg, se evidencié un aumento en los niveles de IgG, en particular de IgG2a, asi como de IgM e
IgA %8, pese a que la mayoria de los cambios se observaron recién a partir del décimo dia de privacién.

En este sentido, se considera que la ausencia de cambios en el presente trabajo pueda deberse por un
lado al protocolo empleado, en donde seis horas de restriccion de suefio por uno o cinco dias podrian no ser
suficientes para generar efectos significativos en las madres. Resulta de vital importancia evidenciar que
restricciones mas sutiles que las empleadas clasicamente en los laboratorios no generan cambios en los
anticuerpos estudiadaos, ya que estos resultados podrian reflejar de manera mas ajustada lo que sucede en
los humanos, donde dificilmente se produzca una privacion total de suefio y alin mas por mds de un dia. Por
otra parte, tal vez estas diferencias puedan atribuirse a la propia fisiologia de la hembra durante la
maternidad. Dado que no se han estudiado estos parametros durante el periodo postparto, los resultados
también podrian sugerir que el umbral para el cambio en la expresion y/o secrecion de los anticuerpos luego
de una privacion de suefio podria ser mas elevado. En este sentido, segun la evidencia disponible, este es el
primer trabajo que estudia los efectos de la falta de suefio en la concentracion de anticuerpos de las madres
durante el postparto.

Por otra parte, tampoco se evidenciaron cambios en la concentracion sérica materna de las
interleuquinas proinflamatorias medidas, IL-6 e IL-17A. La IL-6 es una citoquina asociada a la duracion y
calidad del suefio, presentando un pico de secrecidn junto con el inicio del suefio y un rol promotor del mismo
59254-257 | 3 privacion total de suefio o la privacién selectiva de REM genera un incremento en la secrecion de
esta interleuquina ***°, En este sentido, Hu y colaboradores #*' evidenciaron en ratones un aumento de la
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IL-6 después de 36 horas de privacion total, asi como el aumento de otros factores humaorales
proinflamatorios como la IL-1, el TNF-a; mientras que Yehuda y colaboradores ?*° demaostraron que, en ratas
macho, la privacion de suefio REM por 72 horas aumenta tanto la IL-6, como la IL-17A, ademas de la IL-1y
TNF-a.

En relacion a la etapa postparto, se evidencid que no hay diferencias significativas en las
concentraciones de IL-6 entre mujeres con o sin insomnio '*°, pero cinco o menaos horas de sueio por dia y
menor calidad de suefio durante este periodo se asocia a niveles elevados de esta citoquina "%, Por lo que,
se considera que las diferencias con los resultados del presente trabajo podrian atribuirse al protocolo
empleado que, como fue discutido previamente, consiste en aplicar solo seis horas de restriccion de suefig,
permitiéndoles una recuperacion de 18 horas entre sesiones durante la restriccion crénica.

Por dltimo, cabe aclarar que el objetivo de evaluar los niveles de IL-6 e IL-17 se basaé en que ademas de
tener efectos proinflamatorios, participan en la respuesta inmune adaptativa. También seria de interés
cuantificar citoquinas con un mayor potencial proinflamatorio como son la IL-1y TNF-a, que también se ven
alteradas con el sueno **°%®", ya que tal vez presenten una respuesta diferente a la restriccion.

Por otra parte, pese a no haber evidenciado cambios en la concentracion de IgG sérica materna, nien la
leche, se observé una disminucion de la IgG en el suero de las crias macho de madres que fueron sometidas
a restriccion aguda de suefio. Al dia de hoy, no hay reportes previos que demuestren cambios en la
concentracion de anticuerpos en crias de madres privadas de suefio. Sin embargo, existe informacidn sobre
los efectos del estrés materno en la respuesta inmunoldgica sérica de las crias %% En ratas, el estrés
materno prenatal produce una disminucion de la IgG en las crias **. Teniendo en cuenta que la privacion de
suefo es una situacién estresante en si misma #'*2", se considera que alguno de los cambios evidenciados
en los pardmetros maternales frente a la restriccion aguda pueda estar influenciando de forma selectiva a
las crias, asi como otros pardmetros que no se determinaron.

Especificamente, se hipotetiza que la disminucidn del contenido proteico en leche luego de la privacion
aguda de suefio podria estar reflejando algin cambio en la inmunidad transferida. Pese a que no se
evidencio una correlacidn entre el contenido proteico total de la leche y la IgG de las crias, no es posible
descartar que sea la variacidn de alguna otra proteina bioactiva la que esté mediando este efecto, actuando
como regulador de la concentracion de IgG en la progenie. Por ejemplo, impactando en el transporte de IgG
de laleche ala sangre a través de la pared intestinal #**, ya que en el PPDS la produccion auténoma es minima
y la IgG sérica deriva en gran parte de la leche ™. Interesantemente, solo se evidencié una correlacion
positiva entre la IgG en leche y la IgG en suero de las crias en el grupo control. En contraste, estas
correlaciones no se observaron en los grupos con restriccion aguda o crénica, lo que sugiere que la privacion
de suefio podria estar afectando el transporte de la IgG de la leche a la sangre.

En cuanto a las diferencias observadas entre hembras y machos respecto a los niveles de IgG, esta
reportado que las crias presentan diferencias en las respuestas inmunoldgicas fisioldgicas en funcidn de su
género #¢?°, En paralelo, es de amplio conocimiento que las ratas madre actian de manera desigual con
sus crias machos y hembras, por ejemplo, invierten mas tiempo lamiendo a la cria macho que a la hembra
71272 por lo tanto, una posible explicacidn a estos efectos inmunolédgicos podria ser el comportamiento
maternal diferencial segun el sexo de las crias. Si bien no se observaron diferencias significativas en el
cuidado maternal total, ni en los lamidos corporales y anogenitales en el grupo de restriccion de suefio
aguda respecto al control, se observéd una tendencia significativa a la disminucién de estos
comportamientos en funcion de la cantidad de dias de restriccion recibidos. Si bien el analisis estadistico de
los niveles de IgG entre machos y hembras no reveld diferencias significativas, la disminuciéon de IgG por
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restriccion de suefio materna no fue evidenciada en las crias hembra, sugiriendo una mayor susceptibilidad
en los machos a la falta de suefio de su madre, ya sea por tener mayor sensibilidad o por una reduccién
especifica en el lamido de los machos. Por lo tanto, seria interesante evaluar el comportamiento maternal
luego de una restriccion de suefo aguda y crénica teniendo en cuenta el sexo de las crias. Asimismo, los
cambios en el comportamiento materno evidenciados corresponden a la dltima media hora de la sesidn
experimental, por lo que seria interesante evaluar el comportamiento materno durante el periodo de
restriccion de suefio.

Por ultimo, desde el punto de vista de la fisiologia del transporte de anticuerpos desde la leche a la
sangre en el intestino delgado, es interesante considerar que esta involucrado el receptor neonatal para la
region Fc de las IgG (FcRn) y que su expresion es regulado por hormonas como algunos corticosteroides,
cuyos niveles podrian variar dependiendo del sexo de la cria °*>273. Estudiar el nivel de expresién de este
receptor en el tejido intestinal de las crias podria contribuir a dilucidar los mecanismaos implicados.

7.8. Elrecuento de leucocitos totales y linfocitos fue afectado en las crias de
madres sometidas a restriccion cronica de sueno, en ausencia de
alteraciones maternas

No se observaron cambios frente a la restriccidn de suefo en los parametros hematoldgicos maternos,
ni diferencias significativas entre los grupos en el recuento celular total ni en el relativo de las poblaciones
de leucocitos, ni en los parametros asociados a los eritrocitos y plaquetas. En este sentido, se ha reportado
en hombres que la restriccion de suefio a cuatro horas por dia durante tres a cinco dias altera la composicion
sanguinea de gldbulos blancos, aumentando la carga de neutréfilos, monocitos y linfocitos 274, En ratas
macho, la restriccidn de suefio por 18 horas diarias durante 21 dias genera una disminucién en el conteo
leucocitario total, debido a una disminucidn en la carga linfocitaria ?””. Pese a la informacion disponible sobre
los efectos en hombres y machaos, practicamente no hay literatura disponible sobre los efectos de la falta
de suefo en estos parametros en hembras de ninguna especie, y mucho menos durante el postparto. Gréer
y colaboradores ' correlacionaron los indices de somnolencia, fatiga e infeccién obtenidos mediante
cuestionarios, y reportaron que madres con mayores niveles de somnolencia y fatiga presentan mas
sintomas de infeccidn, aumentando dichos sintomas también en sus hijos. Sin embargo, no hay reportes
directos sobre los cambios en la cantidad y/o proporcion de glébulos blancos frente a la falta de suefio.

Estos antecedentes llevan a plantear la hipotesis de que tal vez las diferencias evidenciadas en nuestro
trabajo puedan deberse a la fisiologia particular del periodo de postparto, durante el cual las madres serian
capaces de adaptarse a una alteracidn adicional de suefo, ya sea presentando un umbral mayor para las
variaciones leucocitarias luego de una privacion de suefio, o bien pudiendo recuperarse rapidamente en las
18 horas sin restriccion. Teniendo en cuenta que las alteraciones del suefio son una caracteristica intrinseca
a la maternidad, presentar un estado proinflamatorio persistente debido a la falta de suefio no seria
beneficioso para la madre ni para la cria.

Sin embargo, pese a no evidenciar cambios maternos, se observé un aumento en el recuento absoluto
de leucocitos totales, y en particular de linfacitos, en la sangre de las crias. Particularmente, tanto las crias
macho como hembra de madres que fueron sometidas a la restricciéon de suefio crdnica presentaron un
mayor nimero de linfocitos en comparacion con el grupo control. Junto con ello, se evidencid una relacion
lineal positiva significativa entre los dias de intervencion a los que fueron sometidas las madres y los
recuentos linfacitarios de su progenie; sugiriendo un impacto acumulativo de los dias de restriccién de
suefo materno sobre la funcion inmune de las crias.

No hay literatura previa que demuestre los efectos de la privacién de suefio materna en los parametros
hematoldgicos de las crias, aunque existen trabajos que describen los efectos del estrés maternal sobre
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dichos parametros en el periodo prenatal #%2%, En este sentido, la mayoria de los articulos publicados,
independientemente de la especie estudiada (humanos, ratas o chanchos), reportan una disminucidn en los
linfocitos de las crias en funcidn del estrés materno durante la prefiez, en particular de la poblacion de
linfocitos T CD4 #%2%2, En contraste, un trabajo describié un efecto proinflamatorio en las crias de ratas
madre que fueron sometidas a estrés durante la prefiez, observando un aumento de los linfocitos
circulantes durante la adultez de las crias ?*. En este sentido, si bien no se encontraron diferencias entre los
niveles de corticosterona materna entre los grupos experimentales, es llamativa la correlacion positiva entre
la corticosterona sérica materna y la concentracién de linfocitos en la sangre de las crias. Estos resultados
pueden sugerir un posible impacto del estrés materno sobre el sistema inmune de las crias. Seria
interesante determinar los niveles de hormonas en el suero de las crias, lo cual permitiria indagar mas sobre
esta hipotesis.

Por otra parte, en condiciones de homeostasis, se ha reportado que el suefio tanto en mujeres como en
hombres promueve selectivamente la migracién de linfocitos T hacia los ganglios linfaticos (haming) 77,
favoreciendo la residencia de estas células en los tejidos linfoides para desempefar su funcién durante el
reposo **7°?%, En cambio, la privacidén de sueno afecta la expresion de moléculas de adhesién de los
linfocitos involucradas en la migracion a los tejidos, disminuyendo su capacidad migratoria y aumentando
su concentracién en sangre °?¢, En este sentido, Martinez-Albert et al. ”® demostraron que el sueno
incrementa la migracion de células T dirigida por CCL19, una quimiocina esencial para el trafico de linfocitos
%7y que esta migracién es promovida por la hormona del crecimiento y la prolactina ”°. Dado que estas
hormonas son afectadas por la falta de suefio *%”%, la restriccion cronica materna podria estar impactando
sobre la migracion de los linfocitos de |as crias a través de mediadores transferidos por la leche, que podrian
ser alguna de estas hormonas u otros 288289,

7.9. Se necesitan mas estudios para evaluar el efecto estresante de la
restriccion de sueno

No se evidenciaron cambios significativos en los niveles séricos de corticosterona entre grupos, sumado
a que tampoco se evidenciaron cambios en la relacion entre neutrofilos y linfocitos, tanto en madres como
en crias. Clasicamente se ha medido la respuesta a eventos estresantes mediante los corticoides, en
particular mediante la medicion de corticosterona en roedores, ya que la exposicion a estresores activa el
eje hipotdlamo-pituitario-adrenal culminando en la liberacién de esta hormona #*%#'. Sin embargo, debido a
que los corticosteroides estan influenciados por multiples factores '%%'2%2, sy uso como marcador de estrés
¥ En este sentido, la relacion neutrofilos/linfocitos ha sido
caracterizada como un posible indicador de estrés crénico . En los resultados del presente trabajo no se
evidenciaron cambios en este parametro entre los grupaos, lo que sugeriria junto con lo observado para la
corticosterona, que el estrés de la restriccion de suefio no seria tan prominente, o al menos no estaria
afectando los parametros medidos. Sin embargo, debido a lo discutido en las secciones previas, puede
asumirse que existe un factor estresante en estos procedimientos, el cual se acumula a lo largo del
tratamiento. Por este motivo, podrian realizarse mediciones adicionales para evaluar dicho efecto, como la
determinacion de niveles de catecolaminas o de precursores y metabolitos del eje hipotalamo-pituitario-
adrenal. Asimismo, se podrian realizar test comportamentales para evaluar la respuesta al estrés en las
ratas madre con restriccion de suefo. Por otra parte, en el marco del proyecto actualmente en desarrollo,
que constituye la continuacidn del presente trabajo, se estan evaluando posibles cambios transcriptémicos
y epigenéticos en el hipotalamo de las madres y crias de estos grupos experimentales. Dichos analisis
proporcionaran una guia para identificar los parametros afectados y profundizar en los mecanismos
implicados.

cronico es mas complejo de determinar
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7.10. Consideraciones técnicas

En el presente trabajo, el nimero de eyecciones de leche se cuantificd de forma indirecta a través del
comportamiento de stretching de las crias. Esto fue originalmente reportado por Vorherr et al. 2%, y luego
descrito por Lincoln et al. " y Drewett et al. '5*4 Ademas, la cantidad de leche eyectada también fue
medida de forma indirecta mediante el aumento del peso de la camada, medicidon que fue previamente
definida por Lincoln et al. "* y es ampliamente utilizada 9606216318177 Ambas medidas indirectas se
emplearon para evitar procedimientos invasivos que pudieran generar estrés adicional y afectar la
interpretacion de los resultados.

En el grupo CWOP del experimento 2, donde las crias permanecieron separadas de su madre, se acumuld
orina y heces, lo que podria haber causado un ligero aumento en el peso de la camada en la segunda
medicion ¥. Sin embargo, esta acumulacion parecié ser minima, ya que el peso de este grupo se redujo entre
la primera y la sequnda medicion.

La restriccidn de suefio mediante DBES, una metodologia desarrollada por Moruzzi y Magoun en gatos
45y posteriormente implementada en ratas **, parece ser una opcién menos estresante que el GH durante
el periodo posparto '°. Sin embargo, este procedimiento podria generar efectos no deseados, incluyendo
impactos directos sobre los parametros analizados. No obstante, los cambios observados fueron en el
mismo sentido, pero mucho menores que empleando otras técnicas de privacion del suefo como el GH '°.
Esto sugiere que los hallazgos del presente estudio se deban a la privacion de suefio en si mismayno ala
metodologia empleada.

La mayoria de los estudios utilizan privacidn total de suefio, y en general por varios dias, para evaluar
sus consecuencias #¢?%, Esto desafia la fisiologia del individuo de forma tal que es esperable que una gran
cantidad de variables estén alteradas. Por otro lado, si bien en la sociedad actual la restriccidn de suefio
crénica es algo habitual %%, no es muy comun una privacién total y menos aun por periodo de dias. En el
presente trabajo se realizd una restriccion leve de suefo, permitiendo que las ratas durmieran libremente
durante las 18 horas restantes de cada periodo de 24 horas. Este enfoque podria representar una situacion
menos desafiante, lo que probablemente conduzca a efectos mds sutiles. Sin embargo, los resultados
podrian reflejar con mayor precision lo que ocurre de manera natural en animales humanos y no humanaos.
Por lo tanto, este trabajo sienta las bases traslacionales para futuros estudios en mujeres durante el
postparto.

Si bien no es posible descartar posibles efectos de la anestesia y el tiempo de extraccion sobre la
composicion de la leche, los parametros hormonales e inmunoldgicos, resulta poco probable que cualquier
cambio evidenciado entre los grupos pueda atribuirse a estos factores, ya que las dosis de anestesia y el
protocolo temporal fueron idénticos para todas las madres en los tres grupos experimentales.

Una fortaleza de este trabajo radica en no haber utilizado inyecciones de oxitocina exdgena para la
extraccion de las muestras de leche, dado que la mayoria de los estudios emplean oxitocina en protocolos
similares 6576,

Una limitante que se presentd durante la ejecucion del trabajo fue la cantidad insuficiente de sangre de
las crias para poder determinar en paralelo todos los parametros en la diada madre-cria. En particular, para
la determinacion de hormonas se requerian volimenes mayores a los disponibles, condicionando la
seleccidn de algunos ensayos.

Por ultimo, si bien el nimero poblacional por variable es un poco reducido para los calculos estadisticos
de las matrices de correlacion de Spearman, los resultados de dichas correlaciones brindan una guia hacia
donde continuar con nuevos experimentos, ayudando a plantear nuevas hipatesis.
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8. Observaciones finales

8.1. Conclusiones

Considerando los resultados obtenidas, se sugiere que el suefio y el amamantamiento compartirian
caracteristicas conductuales comunes para su generacion, pero el suefio no estaria directamente
involucrado en el proceso fisioldgico de eyeccion de leche; en cambio, la rata lactante necesitaria estar en
un estado de quietud o tranquilidad para poder amamantar que puede o no incluir suefo.

Se plantea que las ratas madre son capaces de eyectar leche incluso frente a la falta de suefio, aunque
las caracteristicas de dichas eyecciones dependen del método utilizado para la privacion. Asimismo, si bien
conlleva sus propios efectos adversos, la DBES constituye una mejor metodologia para estudiar las
consecuencias de la privacion de suefio durante el periodo posparto en ratas.

Si bien las alteraciones del suefio son una caracteristica comun durante el periodo pospartg 9299701104151,
otros factores no relacionados directamente con la maternidad pueden ser una fuente adicional de
interrupciones del suefio. En este sentido, multiples factores que afectan el bienestar materno también
regulan la lactancia y modifican la composicién de la leche, incluyendo situaciones de estrés 22222224301,302
entre las cuales la restriccion del suefio podria ser una de ellas “?'®. Por lo que, se plantea la hipotesis de
que debe existir una habituacion a la restriccion de suefio cronica que permita mantener la nutricion de las
crias, dado que el deterioro en la lactancia parece recuperarse con el paso de los dias de restriccion del
suefo.

Después de la restriccian de suefo cronica, ciertos comportamientos maternos activos se reducen, pero
no desaparecen por completo. Esto sugiere que las crias representan un incentivo altamente gratificante
303304y que, bajo estas condiciones, la mativacién materna podria superar la necesidad fisiolégica de dormir.
De esta manera, las madres lactantes con restriccion de suefio serian capaces de combinar sus propias
necesidades de descanso con el cuidado constante de sus crias, aunque no de manera tan efectiva como las
del grupo control.

La restriccion de suefio materna alterd los niveles de anticuerpos seéricos y linfocitos en las crias, sin
madificar los parametros inmunoldgicos maternos, lo que sugiere que, aunque los efectos de la restriccion
del suefo en las madres parecen ser mas sutiles, sus consecuencias se manifiestan de manera mas
pronunciada en la descendencia, siendo las crias macho particularmente susceptibles.

8.2. Las madres, ;guerreras contra la falta de sueno?

No se evidenciaron cambios hormonales maternos, lo cual discrepa con lo evidenciado en la literatura
frente a la privacion de sueno para animales no lactantes 3784048501131 Tampoco se observaron diferencias
significativas en los niveles de IL-17A e IL-6 en suero materno, lo cual también discrepa con lo evidenciado
62-64131257,260262_ Por potra parte, no se evidenciaron cambios en los parametros hematoldgicos maternos,
también diferente a lo reportado en la literatura sobre los efectos de la privacion de suefio sobre el sistema
inmune por fuera de la etapa del postparto 7*7*7”7*®, Sumado a ello, tampoco se evidenciaron cambios en
la relacian entre neutrdfilos y linfacitos. Sin embargo, se evidenciaron cambios en la composicidn nutricional
de la leche, en el comportamiento maternal y en diferentes parametros inmunoldgicos de las crias. Esto
sugiere que habria parametros que son capaces de adaptarse a la falta de suefio mientras que otros no.

Todo esto conduce a discutir, primero, sobre la falta de informacién especifica para la etapa postparto.
La maternidad constituye una condicidn fisioldgica singular, por lo que comparar los resultados obtenidos
con los valores observados en otras etapas de la vida, o incluso en individuos machos, no pareceria ser la
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opcion mas adecuada. Resulta imperioso que se continte investigando durante esta etapa. Segundo, dado
que todas las madres presentan algun tipo de alteracién del suefio durante el postparto 2107103104
sugiriendo una condicion sumamente conservada, junto con los pocos cambios evidenciados en las variables
maternas medidas en este estudio, surge el cuestionamiento de si no existira algun tipo de adaptacion a la
falta de suefio durante la maternidad. La bibliografia, realizada sobre todo en base a la fisiologia del macho,
evidencia grandes consecuencias frente a las alteraciones del suefio; sin embargo, estos resultados
sugieren que en madres esto no seria asi. Por lo tanto, surgen las preguntas: ¢Es la hembra mas resiliente
0 es el postparto especificamente? Si es especifico de las madres, ¢Qué estd cambiando? ¢El cerebro se
estd adaptando a no dormir? ¢ Es debido a cambios en los circuitos motivacionales? ¢ Es debido al contexto
hormonal? ¢ Es dependiente del contacto con la cria? ¢Se revierte en algiin momento?

De acuerdo con las observaciones realizadas y los resultados de Tath y colaboradores ', los cuales
muestran que durante el postparto de la rata practicamente no hay recuperacion de suefio tras la privacion
mientras que en las virgenes si la hay, surge el cuestionamiento de si es que las madres se vuelven mas
resilientes a la falta de suefio gracias a la motivacion maternal o es que no pueden recuperar de suefio
porque estan con las crias *3%%, Postulo que tal vez exista una adaptacidn en los circuitos de suefio y vigilia,
restableciendo los set points de estas variables para permitir estar mdas atentas al entorno, despertarse
mas facil, y dormir menos o mds fragmentado, sin que esto impacte severamente en su bienestar fisico,
permitiéndoles continuar con el cuidado de la progenie. Las preguntas planteadas previamente son el
hincapié para continuar estudiando en esta area una vez finalizado mi doctorado.

9. Perspectivas

Dentro de las perspectivas a corto plazo se encuentran la puesta a punto las mediciones de hormonas
mediante otros ensayos, y medir la potencia de las ondas lentas en nuestras registros a fin de evidenciar
cambios en la presidn al suefo.

Dentro de las perspectivas a mediano y largo plazo se encuentra poder identificar que procesos
fisiologicos estan cambiando en los circuitos de suefo-vigilia y/o motivacion maternos que puedan permitir
una adaptacion a la falta de sueiio.

Otra perspectiva es continuar investigando sobre los efectos de la falta de suefo en el sistema
inmunoldgico de madres y su progenie durante el periodo postparto, abarcando tanto roedores como
humanos.

10. Menciones especiales

Las mediciones de macronutrientes de la leche y de inmunoglobulinas fueron realizadas con la ayuda del Dr.
Claudio Rodriguez-Camejo y Arturo Pujol en el Laboratorio de Inmunologia, Instituto de Higiene “Prof.
Arnoldo Berta”, Udelar.

Las mediciones hematoldgicas fueron una colabaoracion con el Lic. Anderson Saravia, en la Plataforma de
Investigacion en Salud Animal del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria “La Estanzuela”.

Las mediciones de citoquinas fueron en colaboracién con la Dra. Teresa Freire, en el Laboratorio de
Inmunomodulacion y Vacunas de la Unidad Académica de Inmunobiologia, Facultad de Medicina, Udelar.

Las mediciones de hormonas fueron en colaboracion con la Dra. Lucia Zubizarreta en la Unidad Académica
de Fisiologia, Facultad de Medicina, Udelar.
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