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RESUMEN

El estilo de vida moderno rompe con la relacién entre nuestro sistema interno de temporizacién
y el dia solar, ocasionando una disrupcién en los ritmos circadianos naturales. Este desfase entre
las sefales temporales internas con las externas produce alteraciones metabdlicas, neurales y
hormonales en el organismo. El objetivo de este trabajo fue demostrar el efecto ansiogénico que
ejerce la ingestién de alimento en horas no habituales. Se utilizaron ratas Wistar hembras (n=18) y
machos (n=18), bajo condiciones de bioterio, con ciclo de luz/oscuridad 12/12 h (encendido a las
04:00 h) y agua ad libitum. Tanto en machos como en hembras, se explotaron tres condiciones de
alimentacion durante 26 dias: 1) Alimentacion fija (AF), donde los sujetos recibieron alimento de
08:00-11:00 h (hora de alimentacién no habitual en roedores nocturnos); 2) Alimentacion regular
(Alr), donde los sujetos fueron alimentados en diferentes horarios diariamente, en intervalos de tres
horas (a las 10:00, 06:00, 18:00, 14:00, 22:00, 02:00 reiniciando el ciclo); y 3) Ad libitum (AL),
sujetos con disponibilidad de alimento las 24 horas. En el dia 26 de experimentacion, los sujetos
fueron evaluados en laberinto elevado en cruz (5 min) y campo abierto (5 min). Los resultados
indicaron que en hembras, los grupos AF y Alr presentaron mayores indicadores de ansiedad con
respecto al grupo AL, sin modificar su locomociéon. Sin embargo, ninguna condicion de
alimentacion produjo diferencias en la prueba de laberinto de brazos elevados en machos. En
conclusién, se sugiere que la alimentacion a horas no habituales, asi como la irregularidad en los
periodos diarios de ingestion de alimento, ejercen un estado leve ansiogénico que afecta
principalmente a las hembras.

1. INTRODUCCION

Se sabe que el ciclo de luz-oscuridad es el sincronizador de conductas y procesos fisiolégicos
mas importante en los organismos, por lo que la distorsién en la sincronizacién circadiana que
permite el ciclo luz-oscuridad ambiental promueve el desarrollo de trastornos del suefio, ansiedad,
depresion y sindrome de Bournout (Mitler et al., 2000). Sin embargo, hoy sabemos que las sefiales
temporales que sincronizan la ritmicidad biolégica son muy variadas, permitiendo un sistema
multioscilatorio (Mrosovsky, 1996), cuyo sincronizador adquiere preponderancia segun las
necesidades del organismo. En este sentido, el alimento es también un importante sincronizador
de los ritmos de equilibrio metabdlico y de la regulaciéon de procesos humorales (Salgado-Delgado
et al., 2008). De modo que, cuando la fuente de alimento es limitada a ciertas horas del dia, ya sea
en condiciones naturales o en protocolos experimentales, la conducta de los organismos
implicados se organiza en funcién de la disponibilidad de alimento, es decir, que el alimento
funciona como un sincronizador externo que regula procesos bioquimicos, fisiolégicos e incluso
conductuales (Stephan, 2002; Lowrey y Takahashi, 2004).
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Al respecto, en nuestra sociedad actual, los horarios de alimentacién temporalmente
regular (aguellos que siguen horarios ordenados y previsibles) han sido remplazados por horarios
inusuales e impredescibles a causa de diversos factores como los trabajos en turnos nocturnos, los
cambios de zona horaria asi como las actividades de ocio y placer. En condiciones de laboratorio,
la alimentacién normal (nocturna) en ratas puede ser suplantada por horarios cambiantes que
pueden ser diurnos o nocturnos pero variando el horario diario de los mismos, de tal manera que
esta desincronizacién induce fenotipos conductuales y metabdlicos (Scheer et al., 2009; Salgado-
Delgado et al., 2010; Wyse et al., 2011). Sin embargo, no se ha explorado ampliamente el efecto
de la alimentacion irregular sobre los estados emocionales de los sujetos como la ansiedad. Por
tanto, es de nuestro interés explorar los efectos de horarios irregulares de ingestién de alimento
sobre la ansiedad experimental en ratas de la cepa wistar.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Sujetos de estudio

Se utilizaron 36 ratas de la cepa Wistar (18 machos y 18 hembras) con un peso de 200 a 300
g. Los sujetos fueron alojados (n=6) en cajas de acrilico transparentes (44x33x20 cm), mantenidos
en un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 h (con el encendido a las 04:00 h) y con agua y alimento ad
libitum. El estudio fue realizado en las instalaciones de la Facultad de Biologia, de la Universidad
Veracruzana, campus Xalapa. La manipulaciéon de los sujetos estuvo mediada por los acuerdos
establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-199) y bajo vigilancia del comité de
Etica y Transparencia de la Facultad de Biologia-Xalapa UV.

Grupos experimentales

Después de dos semanas de habituacion a las condiciones de bioterio, los sujetos fueron
distribuidos de manera aleatoria a tres grupos experimentales (n=6 por género): grupo AL (Ad
libitum), los sujetos disponian de agua y alimento las 24 h durante los 26 dias de experimentacion;
grupo AF (Alimentacion fija), los sujetos tenian agua disponible las 24 h, pero el alimento (300 g)
se dio Unicamente en horario de 08:00 a 11:00 h diariamente, durante 26 dias; grupo Alr
(Alimentacién Irregular), los sujetos disponian de agua las 24 h y recibian 300 g de alimento en
diferentes horarios diariamente (10:00, 06:00, 18:00, 14:00, 22:00, 02:00 h, reiniciando el ciclo) en
intervalos de tres horas. Terminado el periodo de alimentacién, el remanente fue retirado.

Pruebas conductuales

Los experimentos fueron realizados el dia 26 del protocolo durante la fase de luz, comenzando
a las 9:00 h. Las sesiones fueron grabadas con una camara de videograbacién (SONY). El registro
conductual fue realizado por dos observadores, con la finalidad de validar los resultados obtenidos
mediante un programa ex profeso. 1) Prueba de laberinto de brazos elevados: la prueba
consistié en dos brazos de madera abiertos (color blanco) y dos cerrados (color negro) opuestos
haciendo cruce. Las dimensiones de ambos brazos son de 50 cm de largo y 10 cm de ancho. Los
brazos oscuros tienen paredes de 50 cm que los protegeran. El laberinto tiene una altura de 50 cm
sobre el suelo. La rata fue colocada en la plataforma central con la vista hacia los brazos abiertos;
la prueba tuvo una duracién de 5 min. 2) Prueba de campo abierto: Después de pasar a la
prueba de laberinto elevado en cruz, los animales fueron sometidos a la prueba de campo abierto.
La prueba consistié en colocar a cada sujeto en una caja de acrilico opaca (44x33x20 cm), cuya
base estuvo dividida en cuadros de 11 x 11 cm. Se evalud el nimero de cuadros cruzados por el
animal durante 5 min, tomando como criterio que la rata pasara al menos tres cuartas partes de su
cuerpo de un cuadro a otro. Al término de cada sesion individual, los aparatos fueron
desodorizados con una solucién limpiadora de etanol al 5%.

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de una via seguido de una prueba pos hoc Student-Newman-Keuls
utilizando el programa de SIGMASTAT 3.5. Los resultados se presentan como la media * error
estandar.

3. Resultados

Prueba de campo abierto

Los datos obtenidos indican que hubo diferencias en la locomocion en los machos [F(,s) =
6.06, P<0.01], pues los grupos AF y Alr incrementan el nimero de cuadro cruzados (P < 0.05;



Figura 1%). Sin embargo, en las hembras no existieron diferencias entre los grupos [F15 = 2.93,
P<0.08, NS], aunque se puede observar una tendencia no significativa a incrementar los cuadros
cruzados en el grupo AF (Figura 1B).
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Figura 1. Prueba de campo abierto. En machos, se observé un incremento en la actividad
locomotriz en los grupo AF y Alr respecto al AL, mientras que en hembras no se observan
diferencias entre los grupos. *P< 0.05 vs AF y Alr, ANOVA de una via, prueba post hoc Student-
Newman-Keuls
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Prueba de laberinto elevado en cruz

El andlisis estadistico no indicé diferencias en los grupos de machos en ninguna de las
variables evaluadas en la prueba de laberinto elevado en cruz: ndmero de entradas al brazo
abierto [F(215=1.46, P<0.26, NS], porcentaje de entradas al brazo abierto [F(15=1.62, P<0.23, NS],
tiempo total en el brazo abierto [F(;15=1.17, P<0.33, NS] e indice de ansiedad [F,,15=1.59, P<0.23,
NS]. Sin embargo, en las hembras se observaron diferencias en la variables de ndmero de
entradas al brazo abierto [F(;15=5.51, P<0.01] y el porcentaje de entradas a los brazos abiertos [F
15=4.38, P<0.16, NS] pero no en el tiempo total en brazo abierto [F (,15=2.04, P<0.16] e indice de
ansiedad [F (215=1.52, P<0.25, NS]. Los grupos de AF y Alr tuvieron un menor ndmero y
porcentaje de entradas a brazo abierto (P<0.05; Figura 2).

Discusioén:

En el presente estudio se evalu6 el efecto ansiogénico que se genera por la ingestion de
alimento en horarios irregulares. Los resultados pueden resumirse de la siguiente manera: 1) En
campo abierto, los grupos AF y Alr de machos tuvieron un aumento en la actividad locomotriz,
efecto que no fue observado en hembras; y 2) las ratas hembra de los grupos AF y Alr tuvieron una
reduccion en el nimero de entradas y el porcentaje de entradas al brazo abierto mientras que en
machos no hubo cambios en ninguna de las variables evaluadas en la prueba de laberinto de
brazos elevados. Estos datos sugieren que los horarios irregulares de alimentaciéon promueven un
estado antigénico leve preferentemente en ratas hembra.

La ingestion de alimento es una actividad de vital importancia para los organismos y es
regulada por una serie de mecanismos fisiolégicos que interactlan para obtener el correcto
balance energético y lograr un estado de homeostasis en el organismo (Escobar). Asi, el alimento
funciona como un sincronizador externo capaz de regular procesos bioquimicos, fisiolégicos y
conductuales (Escobar et al., 1998; Damiola et al., 2000; Stephan, 2002). En nuestro estudio se
encontré que la variacion de los horarios de alimentacion decremento las variables de ndmero y
porcentaje de entrada a los brazos abiertos en la prueba de laberinto, s6lo en ratas hembra. Esto
sugiere un estado leve de ansiedad dado que los animales prefieren los brazos cerrados y un
incremento en el tiempo en los brazos abiertos es considerado un efecto ansiolitico (Walf y Frye,
2007). Es importante mencionar que las hembras de los grupos AF y Alr se encontraban en fase
diestrol donde los niveles de hormonas esteroides se encuentran en bajas concentraciones. Al
respecto, existen estudios que sustentan que las ratas que se encuentran en las fase de proestro-
estro (caracterizada por altos niveles plasmaticos de estradiol y progesterona) incrementan la tasa
de disparo neuronal del ndcleo septal lateral, una estructura implicada en aspectos motivacionales
y de hedonismo (Contreras et al., 2000) y tienen un efecto ansiolitico en laberinto de brazos
elevados (Marcondes et al., 2001). Por tanto, el efecto ansiogénico observado en estos grupos



pudo ser influenciado por el estado hormonal mostrado de forma indirecta por el estado de diestro
continuo en que los animales se encontraban.

Este efecto ansiogénico inducido por la irregularidad en los horarios de ingestion de alimento
no fue observado en machos.
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Figura 2. Prueba de laberinto elevado en cruz. En machos no se observan diferencias en
ninguna de las variables evaluadas entre los grupos (A,C,E,G). En las hembras se observo
una reduccion en el numero y el porcentaje de entradas al brazo abierto (B y F), pero no en el
tiempo en el brazo abierto e indice de ansiedad (F y H). *P<0.05 vs AF y Alr, ANOVA de una
via, prueba post hoc Student-Newman-Keuls.

Por otra parte, la prueba de campo abierto, dependiendo de sus caracteristicas, es utilizada
para evaluar estados emocionales o solo la actividad locomotora de la rata, asociada a algun
tratamiento farmacolégico o alguna otra manipulacion experimental (Saavedra et al., 2011). En
nuestros resultados los grupos con alimentacién en horarios irregulares (machos) tuvieron un
aumento en la actividad locomotora. Sin embargo, estos efectos de hiperactividad no influyeron
sobre las variables evaluadas en la prueba laberinto elevado en cruz. En el caso de las hembras
no hubo diferencias, aunque se puede observar una tendencia a incrementar la actividad



locomotriz en el grupo AF. Esto puede deberse a un efecto sobre el estado emocional de las ratas

macho,

mas que a un efecto motor (Lagunas et al., 2010).

Conclusion:

Se sugiere que la alimentacién a horas no habituales, asi como la irregularidad en los periodos
diarios de ingestion de alimento, ejercen un estado leve ansiogénico que afecta principalmente a
las hembras.
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