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RESUMEN

Estudios recientes reportan que el desajuste circadiano incrementa el riesgo de desarrollar
padecimientos como enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer e inclusive problemas
reproductivos. Una alimentacion irregular puede provocar desajustes en la ritmicidad de la
liberacién de diferentes hormonas, incluyendo a las hormonas esteroides. En este trabajo se
explor6 el posible desajuste en el ciclo reproductivo femenino ocasionado por el régimen
alimenticio. Para esto se analiz6 la regularidad del ciclo estral en ratas Wistar hembra, las cuales
fueron distribuidas en tres grupos experimentales bajo diferentes condiciones de alimentacion:
grupo AL (n=6) con alimentacién ad libitum; grupo AF (n=6) con disponibilidad de alimento de
08:00 a 11:00 h; y grupo Alr (n=6) con acceso al alimento diario pero en diferentes horarios,
durante tres horas (a las 10:00, 06:00, 18:00, 14:00, 22:00, 02:00 h reiniciando el ciclo hasta el final
del experimento). Los sujetos fueron mantenidos en condiciones de bioterio con ciclo de luz-
oscuridad 12:12 (encendido a las 04:00 h) y agua ad libitum. El ciclo estral fue monitoreado a
través de frotis vaginales realizados dos horas posteriores al apagado de la luz durante 26 dias de
experimentacién. Los resultados indican que las hembras de los grupos AF y Alr mostraron un
marcado desajuste en la ritmicidad del ciclo estral sin ciclos regulares y presentando un diestro
continuo. En contraste, las hembras del grupo AL presentaron cinco ciclos regulares de cuatro
dias, a lo largo del periodo de experimentacion. Estos resultados sugieren que la irregularidad del
régimen alimenticio afecta la liberacion de hormonas esteroideas, viéndose reflejada en el
desajuste de la ritmicidad del ciclo estral de las ratas hembra Wistar.

1. INTRODUCCION

Los horarios de alimentacién son un importante indicador de tiempo para sincronizar la
ritmicidad circadiana de 6rganos periféricos, la secrecion de hormonas reguladoras de la ingestién
de alimento y el peso corporal asi como de metabolitos circulantes (Krieger, 1974; Escobar et al.,
1998; Damiola et al., 2000; Diaz-Mufioz et al., 2000). EI modo de vida actual condiciona a las
personas a perder los horarios establecidos de comida, debido a que se realizan actividades
laborales o de entretenimiento sin importar si es de dia o de noche, afectando negativamente la
sincronizacioén interna que los horarios de alimentacion proveen a los organismos.

En los ultimos afios se ha estudiado ampliamente el efecto que tiene la alteracion de la
ritmicidad biol6gica causada por el trabajo nocturno o la rotacion de turnos asi como por el efecto
de los viajes transmeridionales. Bajo estas situaciones se mantiene actividad y se ingiere alimento
en horas no habituales, causando una desincronizacion interna. Esta desincronizacion ha sido
vinculada a perturbaciones metabdlicas como obesidad, sindrome metabdlico y diabetes
(Knutsson, 2007; Salgado-Delgado et al., 2010) asi como predisposicién al cancer (Davis y Mirik,
2006) y afecciones cardiovasculares y renales (Martino et al., 2008; Scheer et al., 2009). En
hembras, se ha demostrado que la desincronizacién interna a causa del trabajo nocturno o turnos
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rotatorios, incrementan el riesgo de presentar ciclos menstruales irregulares (Lawson et al., 2011),
endometriosis (Marino et al., 2008) aborto involuntario (Cone et al., 1998) y bajo peso de recién
nacidos (Bonzini et al., 2011). Por otra parte, se ha reportado que la irregularidad temporal en la
ingestion de alimento sugiere la consecusion de una desincronizacion interna similar a la generada
por el trabajo nocturno, que predispone a la aparicion del sindrome metabdlico (Sierra-Johnson et
al., 2008). Sin embargo, poco se ha explorado sobre los efectos de la desincronizacion interna a
causa de la ingestién de alimento sin regularidad temporal sobre la biologia reproductiva de las
hembras. El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la alimentaciébn con horarios
irregulares sobre el ciclo estral de la rata Wistar.

2. Parte Experimental
Sujetos experimentales

Se utilizaron 18 hembras intactas de la cepa Wistar de 3 meses de edad, las cuales fueron
matenidas en un ciclo de luz-oscuridad de 12/12h (con encendido de luz a las 4:00 h), con alimento
(Purina Rodent Chow) y agua ad libitum durante dos semanas de adecuacion. Posteriormente
fueron divididas en tres grupos experimentales, con diferentes horarios de alimentacion.

Grupos experimentales

Las hembras fueron asignadas aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales: 1)
Grupo AL (n=6) con alimentacién ad libitum, 2) Grupo AF (n=6) con disponibilidad al alimento de
08:00 a 11:00 h durante la fase de luz, y 3) Grupo AIR (n=6) con alimentacién diaria en diferentes
horarios durante tres horas (10:00, 06:00, 18:00, 14:00, 22:00, 02:00 h, reiniciando el ciclo hasta
finalizar el experimento).

Tomay analisis de muestras (frotis)

El andlisis de la citologia vaginal fue realizado durante 26 dias consecutivos, 2 h después
del inicio de la fase de oscuridad. Con un gotero de punta roma, se introdujo solucién salina estéril
en la entrada vaginal e inmediatamente las células del epitelio vaginal fueron succionadas con el
mismo. Las muestras recolectadas se colocaron sobre un portaobjetos y observadas con un
microscopio de luz (Velaquin) con camara de video integrada. La clasificacion de las fases del ciclo
estral se realiz6 mediante la identificacion del tipo celular dominante en cada muestra,
considerando: a) Proestro temprano cuando el 80% de las células epiteliales fueron esféricas y
s6lo un 20% fueron células epiteliales ovaladas nucleadas; b) Proestro cuando el 100% de las
células fueron ovalada nucleadas; c) Proestro tardio/Estro temprano cuando el 80% de las células
de la muestra estuvo constituido por células ovalada nucleadas y el 20% restante por células
poliédricas cornificadas; d) Estro cuando el 100% fueron células poliédricas cornificadas; e) Estro
tardio cuando el 80% de las células fueron poliédricas cornificadas y el 20% células ovaladas
nucleadas; f) Diestro 1 cuando se encontraron los tres tipos celulares (ovaladas nucleadas,
poliédricas cornificadas y leucocitos); y g) Diestro 2 cuando el 100% de las células de la muestra
fueron leucocitos.

3. Resultados

Como se muestra en la figura 1, la citologia de las muestras analizadas del grupo AL
presentaron de forma regular el ciclo estral a lo largo de los 26 dias de registro, manifestado por la
presencia consecutiva las fases de proestro (temprano o tardio) seguido por un estro (temprano o
tardio) y ésta a la vez fue seguida por la fase de diestro, con un total de 6 ciclos regulares durante
todo el tiempo de experimentacion. Por su parte, en las muestras de las hembras de los grupos AF
y grupo Alr, la citologia vaginal unicamente indicé la fase diestro 1 y diestro 2 durante més de 5
dias consecutivos, es decir, mostraron distro continuo. Ademas, nuestras hembras AF y Alr no
presentaron la fase de receptividad a diferencia de las AL, cuya fase proestro fue presentada cada
4-5 dias y en el tltimo ciclo del experimento, sélo las AL fueron sometidas a pruebas de conducta
sexual, mostrando recpetividad al macho a diferencia de AF y Alr. Asimismo, es importante
mencionar que durante la toma de muestras las hembras del grupo Alr se encontraban mas
reactivas al momento de ser manipuladas que las pertenecientes al grupo AL.



4. Discusion

Las hembras pertenecientes a nuestros grupos AL y AF presentaron una interrupcion de las
fases del ciclo estral y comportamiento reproductivo similar a lo reportado en ratas expuestas a un
estrés prolongado (Marcondes et al., 1998). Del mismo modo, nuestros resultados coinciden con
los reportes de Mariani y cols. (2003) quienes observaron que el ciclo estral fue interrumpido
cuando los animales adultos fueron sometidos a altos niveles de estrés causado por calor y frio.
Sin embargo, nuestros sujetos AF y Alr Unicamente tuvieron un desajuste del ciclo estral,
presentando Unicamente dos fases: diestro 1 y diestro 2. Es probable que dicho desajuste en la
ritmicidad del ciclo se deba a lo reportado por I’Anson y cols. (2000), donde sugieren que al estar
limitada la disponibilidad de alimento, la frecuencia del pulso de la hormona luteinizante es
reducida ademas de la lenta frecuencia de liberacién de la GnRH. Dichas secreciones se
presentan en la fase de proestro, afectando de manera importante la presencia de las células
epiteliales caracteristicas de cada fase (Maeda, 2000; Marcondes et al., 2002). Otro indicativo que
nos proporciona la citologia vaginal, es el despliegue de la conducta receptiva de la hembra frente
al macho, estableciendo que en la fase proestro (predominancia de células nucleadas ovaladas)
las hembras estan receptivas para la cépula, teniendo un incremento en la secrecién de hormona
luteinizante y foliculo estimulante (’Anson et al., 2000). Nuestros resultados indican que en los
grupos AF y Alr dichas fase de receptividad es inhibida, por lo tanto, podemos suponer que su
éxito reproductor se ve afectado.

6. Conclusién

Nuestros resultados sugieren que la irregularidad temporal del régimen alimenticio afecta de
manera importante la liberacién de las hormonas esteroides, viéndose reflejada en el desajuste de
la ritmicidad del ciclo estral de las ratas hembra Wistar, inhibiendo las fases donde la hembra se
encuentra receptiva al macho. Asimismo, sugerimos que se afecta el éxito reproductivo dado que
la facilitacion de la sexual de la hembra no se lleva a cabo. Es importante continuar con estudios
para comprender los posibles desordenes que desencadena la alimentacion con horarios
temporalmente irregulares y la consecuente restriccion calérica sobre la biologia reproductiva de
las hembras.
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Figura 1. Colorimetro del ciclo estral de las hembras de los grupos AL, AF y Alr. En la figura se muestra el desajuste del ciclo del ciclo de las hembras de los

grupos AF y AIR, mientras que las hembras del grupo AL presenta ciclo regular de 4-5 dias. El cuadro de la esquina superior derecha indica color asignado
para cada fase del ciclo estral.
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