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INTRODUCCION

El estilo de vida occidental se caracteriza por la restriccion crénica del suefo. Entre las causas,
encontramos las exigencias laborales, las tareas cotidianas y mayores tiempos de ocio frente
a pantallas. Todo esto determina que la mayoria de las personas sufran disminucién del
tiempo y calidad del suefio (Gonnissen & Hulshof, 2013). Esto produce un profundo impacto
sobre la vida diaria, no sélo por la consiguiente somnolencia, sino también por efectos sobre
la salud (Luckhaupt, Tak, & Calvert, Feb. 2010).

El pez cebra (Danio rerio) se esta convirtiendo rapidamente en un organismo modelo para el
estudio en neurociencia. La utilidad del pez cebra en este campo se debe a que es un
vertebrado con una homologia fisiolégica y genética alta, con respecto a los humanos. El
hecho de también poseer tanto un desarrollo veloz como una esperanza de vida larga lo
establecen como un excelente modelo de estudio (Kalueff, Stewart, & Gerlai, 2013)

Se ha reportado que los peces cebra exhiben los tres criterios de comportamiento para el
suefo: estado de reposo regulado por el ritmo circadiano, reduccion de la capacidad de
respuesta sensorial y regulacién homeostatica. Sumado a esto, se ha visto que tiene una
respuesta comportamental a compuestos inductores del suefo o vigilia similar a la de
mamiferos. Y, dado que es un animal diurno como los seres humanos, constituye un buen
modelo que podria aportar informacién relevante a la hora de un enfoque terapéutico (Stewart,
Braubach, Gerlai, & Spitsbergen, 2014).

OBJETIVOS

Establecer el uso del pez cebra como modelo para estudiar los efectos de las alteraciones del
suefo. Para esto se propone primero desarrollar un método para registrar la actividad de los
peces que nos permita posteriormente desarrollar un protocolo de reduccién del tiempo de
suefo en peces cebra adultos.
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METODOLOGIA

Manejo de los animales: Los peces cebra adultos fueron alojados en peceras de vidrio con
agua declorada y filtrada. Las mismas se colocaron en un bioterio bajo un ciclo de 13,5:10,5
horas de luz:oscuridad (apagado de las luces a las 20:00, encendido a las 06:30 horas). Se
control6 la temperatura del bioterio con el objetivo de mantener una temperatura del agua en
26+2°C. Los peces fueron alimentados diariamente con comida comercial en escamas.

Reqistro de la actividad: Para registrar la actividad, dos peces macho se colocaron en una
pecera de 7 litros (30x15x15cm), separados por un doble divisor para que no entren en
contacto entre si. Los peces se situaron en la pecera experimental durante 7 dias, los primeros
3 dias fueron de habituacion al nuevo medio, y los registros se hicieron los 4 dias finales. El
registro de la actividad se realizé utilizando una cdmara con capacidad infrarroja y se obtuvo
la actividad de los peces a lo largo de 24 horas en videos de 5 minutos, y se registraron dos
peces a la vez por sesiéon experimental.

Analisis de la actividad: Se analizaron los videos para determinar en qué momentos el pez
estaba dormido, considerado como un tiempo de inmovilidad superior a 6 segundos. Para ello
se utilizé el software de seguimiento animal ezTrack (Pennington , Dong , Feng , & Vetere,
2019) donde se tuvieron que encontrar empiricamente parametros de umbral (movimiento a
partir del cual se considera que el pez se encuentra activo) y fondo (ruido visual de fondo que
el software no debe considerar). Estos parametros, sumados al periodo de inmovilidad antes
mencionado, determinan cuando el pez se encuentra dormido. A partir de este andlisis
obtuvimos el porcentaje de suefio durante las fases de luz y oscuridad.

Perturbacién del suefio: Para reducir el tiempo de suefio de los peces tratados (PS) se coloco
un dispositivo con capacidad de generar vibraciones en el agua. El mismo fue colocado en el
medio del doble divisor para afectar a ambos peces. El dispositivo se programé para que
genere vibraciones de una duracién de 5 minutos, cada 20 minutos, desde las 20:40hs hasta
las 3:00hs (Figura 1.). De las 4 noches que se registraron, el sueno se perturbé en las ultimas
dos. De esta forma se obtuvieron dos registros sin perturbacion (NP), y dos registros con
perturbacion (P). En el caso del grupo control, se realiz6 el mismo procedimiento. Se colocé
el dispositivo perturbador, pero no se activaron las vibraciones programadas. Esto fue para
tener en cuenta el posible estrés generado por la insercion del dispositivo en la pecera. Se
realizaron 4 sesiones experimentales (de 2 peces cada una) por cada grupo, PS y control.

I=alarma de 5 minutos

20:00 20:40 00:00 3:.00 6:30

Perturbaciones

Figura 1. Esquema del disefio experimental de las perturbaciones durante la fase de oscuridad.

Analisis estadistico: Con los datos obtenidos se realizé el andlisis estadistico utilizando un
ANOVA de 2 vias de medidas repetidas con un analisis a posteriori Sidak. Se estudiaron las
siguientes variables: el porcentaje de suefio durante toda la noche, el porcentaje de suefio
durante las perturbaciones, el porcentaje de suerio cuando no hubo perturbaciones, y los
periodos de 5, 10 y 15 minutos inmediatamente posteriores a las perturbaciones
(“Postperturbaciones”). Los analisis mencionados previamente también se estudiaron en dos
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periodos de la noche, de 20:00h a 00:00h y de 00:00h a 03:00h. De forma de conocer el efecto
de la perturbacion del suefio durante la primera mitad y durante la segunda mitad de la noche,
respectivamente.

RESULTADOS

Al analizar los registros en video de los peces se encontré un patrdn de suefo que
corresponde con lo descripto en bibliografia. Los peces duermen principalmente de noche
(durmiendo alrededor del 35% del tiempo), con momentos de sueno despreciables a lo largo
del dia (durmiendo solo 2% del dia). Durante la noche duermen desde el momento que se
apagan las luces hasta las 4 de la mafnana, momento donde su actividad aumenta. Esto valid6
el método de registro y analisis de la actividad.

En la Figura 2.a se puede observar que el grupo control no presentd diferencias en el
porcentaje de sueno entre las noches sin perturbacion (NP) respecto a las noches con
perturbacion (P). En cambio, en el grupo PS se observa una disminucion del % de suefio
durante la perturbacion, aunque la misma no llegé a ser significativa. Al analizar la actividad
s6lo durante los 5 minutos de las perturbaciones, se encontraron diferencias significativas en
el % de suefo en el grupo PS pero no en el grupo control (Figura 2.b). Estas diferencias
significativas no se observan al analizar el % de suefio total durante los periodos sin
perturbacion (Figura 2.c)
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Figura 2. Comparacién durante el tratamiento a lo largo de toda la noche. (n=7-8) ** p<0.01

Ademas, decidimos comparar el % de suefio del pez cebra durante la perturbacion con los %
de suefo enlos 5, 10’ y 15’ inmediatos posteriores a la perturbacion (recordemos que a los
20 minutos posteriores vuelve a activarse la vibracion disruptiva). (Figura 3). Observamos que
el grupo PS presenta diferencias significativas en el porcentaje de suefio durante la
perturbacion respecto a todos los periodos posteriores. Sin embargo, estas diferencias no se

observaron en el grupo control. Esto demuestra que las perturbaciones fueron efectivas en
reducir el suefio.

Perturbacion vs Postperturbacion - Toda la noche
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Figura 3. Cambio en el suefio durante las perturbaciones. (n=7-8) *** p<0.001
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Finalmente, decidimos analizar si habia diferencias en el efecto de las perturbaciones durante
la primera y segunda mitad de la noche. (Figura 4).
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Figura 4. Suefio en los momentos posteriores a las perturbaciones. (n=7-8) ** p<0.01

Se encontré que durante la primera mitad de la noche existen diferencias significativas en el
porcentaje de suefio en el grupo PS, pero no en el grupo control (Figura 4.a). En cambio, en
el rango de 00:00h a 03:00h, en el grupo PS hay una tendencia que no llega a ser significativa
(Figura 4.b). Esto podria indicar que existe una desensibilizacion a la perturbacion durante la

segunda mitad de la noche, o que la primera mitad es un periodo de mayor sensibilidad a las
perturbaciones del suefio en este modelo.

CONCLUSION

El método elegido para registrar la actividad de los peces y su posterior analisis son
herramientas Utiles para estudiar el suefio en peces cebra. Ademas, el protocolo de
perturbacion elegido logré una disminucién significativa en el tiempo de sueno. Por lo que

consideramos que constituye un modelo Util para estudiar los efectos de la perturbacion del
suefo.
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