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RESUMEN

El fotoperiodo, es uno de los mejores predictores de los cambios ambientales
estacionales y es utilizado por los seres vivos para sincronizar su fisiologia y
comportamiento con estos.

El jerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus), es un modelo de laboratorio no
tradicional, cuyo estado reproductivo responde al fotoperiodo. Su ciclo estral ha sido
descrito solamente bajo fotoperiodo L/O 12:12 y ha sido reportado como irregular. En
el presente trabajo, los jerbos se expusieron a los fotoperiodos 12:12, 14:10, 8:16 (dias
cortos) y 16:8 (dias largos) y se monitoreé el ciclo estral por medio de citologia vaginal,
cada cuatro horas por tres ciclos consecutivos; también se midieron las concentraciones
plasmaticas de estradiol (E2) y progesterona (P4) por medio de la técnica ELISA en las
fases del ciclo donde se ha reportado la acrofase y batifase de cada hormona en dos
puntos temporales, uno durante la fase de luz y otro en la fase de oscuridad.

Nuestros resultados muestran que en los jerbos expuestos en fotoperiodo 14:10,
el ciclo estral fue muy estable (4-5 dias), mientras que en el resto de los fotoperiodos
se mostréo mas inestable tanto en la duracion total, como en cada una de sus fases. En
el fotoperiodo de dias cortos los dias de diestro aumentaron, mientras que en dias
largos aumentaron los dias tanto de diestro como de estro, esta ultima mostro
diferencias en comparacion con 14:10. Las fases de proestro y metaestro no mostraron
diferencias bajo ninguna condicién. También se observé un cambio de fase en el
establecimiento del estro en los fotoperiodos tanto de dias largos (ZT2), como en dias
cortos (ZT22), mientras que en 12:12 y 14:10 se mantuvo (ZT 6).

Con respecto a las hormonas se encontré6 un aumento de progesterona en la
fase de diestro en el fotoperiodo de dias cortos, lo que puede estar relacionado con el
aumento de dias de diestro y del ciclo bajo esta condicion. En el caso del fotoperiodo
de dias largos se encontraron concentraciones de E2 y P4 normales, lo que sugiere

una alteracion a otro nivel que debe ser analizado en un futuro.

Palabras clave: Ciclo estral, fotoperiodo, estradiol, progesterona, Meriones

unguiculatus.



ABSTRACT

One of the best predictors of environmental seasonal changes used by
organisms to coordinate the timing of seasonally important changes in physiology
and behaviour is the photoperiod.

The Mongolian gerbil (Meriones unguiculatus), is a non-traditional research
model, in which reproductive state responds to photoperiod. Its estrous cycle has
been described only under L/D 12:12 conditions and been reported as irregular. In
this work, gerbils were exposed to 12:12, 14:10, 8:16 (short days) y 16:8 (long days)
photoperiods and estrous cycle was monitored by vaginal smears every four hours
in three consecutive cycles. Plasmatic estradiol (E2) and progesterone (P4) were
measured by ELISA in the estral phases where the acrophase and batiphase of each
one were expected, also in two different temporal points, one during light phase, and
the other one during dark phase.

Under 14:10 photoperiod, estrous cycle showed high stability (4-5 days),
meanwhile under the other photoperiod protocols the total and particular phase’s
length becomes instable or irregular. Under short days photoperiod, diestrous
duration increases meanwhile under long days photoperiod diestrus and estrous
increase. Estrous phase, when compared to 14:10 photoperiod show length
differences. Proestrous and metaestrous did not show any differences under any
lighting condition. It was noted that there was a phase shift on estrous settling, under
short (ZT2) and long days photoperiods (ZT22), but was the same under 12:12 and
14:10 (ZT 6).

Regarding hormones, an increased level of progesterone at diestrous phase
was found under short days photoperiod; this could be related to the increase of
diestrous days and the total cycle under this lighting condition. Under long days
photoperiod E2 and P4 levels were normal, this suggest an alteration in another

level.

Keywords: Estrous cycle, photoperiod, estradiol, progesterone, Meriones

unguiculatus



.  ANTECEDENTES

I.1. Ritmos biolégicos

Los movimientos de rotacion y translacion de la Tierra, imponen fluctuaciones
ambientales predecibles tanto diarias como anuales que han impactado en la
evolucion de los organismos, los cuales han desarrollado un mecanismo interno
capaz de sincronizarse con estos cambios, anticiparlos y a partir de esto, exhibir
una respuesta conductual, fisiolégica o0 ambas, que sea la mas adecuada en cierto
punto temporal. Este mecanismo de reloj da origen a los ritmos bioldgicos, que
pueden ser circadianos (que se repiten con un intervalo cercano a 24 horas),
circanuales, (que se repiten aproximadamente cada 365 dias), entre otros (Duran
Hernandez et al., 2013).

De acuerdo a esto, un ritmo biolégico puede definirse como cualquier
proceso dentro de un ser vivo que se repite a intervalos regulares de tiempo
(Koukkari y Sothern 2006). Los ritmos circadianos no son una respuesta directa al
ambiente externo, sino que son generados por relojes enddégenos que pueden
mantenerse aun en la ausencia de sefales ambientales. En los mamiferos, se ha
definido que la estructura responsable del establecimiento de estos ritmos (también
llamada “reloj maestro”) se encuentra en el Nucleo Supraquiasmatico (NSQ). Este
nucleo es una estructura bilateral ubicada en la zona ventral periventricular del
hipotalamo anterior, dorsal al quiasma optico y en proximidad al tercer ventriculo
(Ralph et al., 1990). En el ratén, cada lado esta formado por un aproximado de
10,000 neuronas en dos subdivisiones anatdmicas: una ventromedial diferenciada
por su gran cantidad de neuronas productoras de polipeptido intestinal vasoactivo
(VIP) y una dorsolateral con una mayoria de neuronas secretoras de arginina
vasopresina (AVP) (Welsh et al., 2010). Para sincronizarse con el ambiente externo,
esta estructura debe reajustarse diariamente con la sefal de luz; la cual, es
percibida por las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles de la retina

(ipPRGC), cuyos axones liberan sefiales nerviosas a la parte ventromedial del NSQ,



principalmente glutamato, formando el tracto conocido como retino-hipotalamico
(Hannibal, 2002).

La generacion de los ritmos circadianos dentro del NSQ ocurre a nivel de sus
células individuales, dentro de las cuales se desarrolla un asa de retroalimentacion
transcripcional que genera una oscilacion de aproximadamente 24 horas, este
mecanismo es conocido como reloj molecular y se da, como se menciono
anteriormente, sin la necesidad de la sefal de luz por su naturaleza endogena.
Estos osciladores circadianos celulares han sido descritos en practicamente todos
los tipos celulares los cuales son sincronizados directamente o no por el NSQ
(Kenaway et al., 2012).

Ademas de los ritmos circadianos, se ha descrito la importancia del NSQ en
la generacion de ritmos con periodos mas prolongados; llamados infradianos, tales
como el ciclo estral (Miller y Takahashi, 2014) y la reproduccion estacional

(Coomans et al., 2015), que seran revisados mas adelante.

I.2. Regulacion molecular del reloj circadiano

Los genes reloj se refieren a aquellos cuyos productos proteinicos son
necesarios para la generacion y regulacion de los ritmos (Fig. 1). El reloj molecular
en los mamiferos se compone basicamente de tres genes Period (Per 1, Per 2 y Per
3), dos genes Cryptochrome (Cry1 y Cry2), el gen Bmal1y el gen Clock (Albrecht y
Eichele, 2003). Estos genes funcionan en dos asas de retroalimentacion en las
cuales las proteinas CLOCK y BMAL1 forman un heterodimero que funciona como
activador de los genes Period y Cryptochrome al unirse con la E-box de su
secuencia promotora, cuyos productos proteinicos forman un complejo con varios
polipeptidos adicionales, PER y CRY son fosforilados y posteriormente translocados
al nucleo. Una vez que se alcanza una concentracion critica se unen al
heterodimero formado por CLOCK-BMAL1, disminuyendo su capacidad para
estimular su propia transcripcion (Partch et al., 2014). En una segunda asa, CLOCK
y BMAL inhiben su propia transcripcién al promover la sintesis del receptor nuclear
huérfano REV-Erb, el cual se une al promotor de Bmal1, provocando que

disminuyan los niveles del ARNm de Bmal1. Debido a esto cuando PER y CRY



inhiben su propia transcripcion, inhiben también la de REV-Erb, en ausencia de
REV-Erb, la proteina ROR se une al promotor de BMAL1 activando su transcripcién
(Fig. 1) Por lo tanto los niveles de BMAL1 aumentan durante la noche, favoreciendo
asi la formacion de heterodimeros CLOCK-BMAL1 (Preitner et al., 2002).
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Figura 1. Organizacién molecular del reloj en mamiferos. Modificada de (Partch et al., 2014). Las proteinas
CLOCK y BMAL1 forman un heterodimero que se une al promotor de los genes Per, Cry y Rev-Erb, promoviendo
su transcripcion. Las proteinas PER y CRY forman un heterodimero que al ser fosforilado entra al nucleo,
interactua con el dimero CLOCK:BMAL1 e inhibe su propia transcripcion. La proteina REV-Erb inhibe la
transcripciéon de Bmal1. Algunos otros genes poseen la secuencia amplificadora al cual se une el heterodimero
CLOCK:BMAL1, el cual promueve su transcripcion y son llamados genes controlados por reloj.

Estas oscilaciones deben ser traducidas a sefiales que transmitan ritmicidad
a todo el organismo y pueden ser neurales o humorales; por ejemplo, se sabe que
la lesion del NSQ suprime el ritmo de actividad locomotora, asi como el ciclo estral
y las repuesta reproductiva al fotoperiodo y el trasplante de un NSQ intacto
reestablece el ritmo de actividad locomotora (Silver et al., 1996), pero no el ciclo
estral (Meyer-Bernstein et al., 1999) ni la respuesta reproductiva al fotoperiodo
(Lehman et al., 1987) lo que sugiere que se requieren factores humorales para la
generacion del ritmo de actividad y conexiones neurales para la ritmicidad estral y

anual en respuesta al fotoperiodo.



Existen otros genes que poseen la E-box a la cual se une el heterodimero
CLOCK:BMALA1 y por lo tanto tienen un patron circadiano de transcripcion, a estos

se les llama genes controlados por reloj (Partch et al., 2014).

1.3. Fotoperiodo y fotoperiodismo

El fotoperiodo, se refiere a la proporcién de luz-oscuridad en un dia, la cual
depende del movimiento de rotacion de la tierra sobre su eje inclinado, el
movimiento de translacion de esta y la latitud (Fig. 2) (Silverthorn, 2007). Al ser una
factor ambiental con variaciones considerables a lo largo del afio en las latitudes
templadas y boreales del planeta representa una sefal a la cual la mayoria de los
mamiferos responde cambiando su fisiologia y comportamiento (Schwartz et al.,
2001), a esta respuesta se le llama fotoperidismo. El fotoperiodo es considerado
como la sefial principal que sincroniza los eventos de reproduccién, hibernacion,
migracion, etc. para los organismos habitantes de zonas fuera de los trépicos, a
través de un mecanismo mediado por la hormona pineal melatonina, la cual es
secretada durante la fase oscura del dia y constituye la sefal endocrina que
sincronizara las funciones bioldgicas, en especial la actividad reproductiva (Malpaux
et al., 2001, Vriend y Reiter, 2015).
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Figura 2. Gréfica representando la longitud de la fotofase a lo largo del afio en las diferentes latitudes Modificada
de (Wilczek et al., 2010).

A los animales que restringen la reproduccién a un periodo particular del afo
se les denomina reproductores estacionales. Esta adaptaciéon les permite tener a

sus crias en un momento favorable del afio. Los animales que se aparean en verano



(hamster, codorniz, medaka, etc.) son llamados reproductores de dias largos,
mientras que los que llevan a cabo este proceso en otofio-invierno (oveja, emu,
salmon, etc.), son llamados reproductores de dias cortos (Nakane y Yoshimura,
2014). Algunas sefiales como la disponibilidad de alimento, interacciones sociales

y el clima pueden modular el impacto del fotoperiodo (Dardente et al., 2016).

1.3.1 Fotoperiodismo reproductivo
En los mamiferos se considera a los ojos como el unico érgano fotoreceptor

y la sefal luminosa recibida por estos se transmite al NSQ a través del tracto retino
hipotalamico, este nucleo regula el ritmo circadiano de secrecion de melatonina a
travées de una via multisinaptica que pasa por el nucleo paraventricular,
posteriormente a las células columnares itermediolateral toracicas de la médula
espinal, pasando por las neuronas simpaticas del ganglio cervical superior, que
inerva a la glandula pineal (Johnston y Skene, 2015). Esta glandula, es estimulada
por la ausencia de luz para secretar melatonina, cuyo perfil de secrecién codifica la
duracion de la fase oscura del dia (escotofase) (Reiter, 1980, Vriend y Reiter, 2015).

La melatonina controla la produccion de la hormona estimulante de la tiroides
o tirotropina (TSH), ésta incrementa por la exposicion a dias largos y es inhibida por
los dias cortos al actuar en las células del Par tuberalis que expresan receptores a
melatonina y median cambios en la expresion de la subunidad B de TSH en un
mecanismo independiente al eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides clasico (Dardente et
al., 2010). Esta TSH se une a sus receptores (TSHR) de los tanacitos del hipotalamo
medio basal (HMB), los cuales activan la expresion de la TH deiodinasa DIO2 e
inhiben la de la TH deiodinasa DIO3 (Dardente et al., 2016), alterando asi la
disponibilidad de T4 y T3 en el hipotalamo.

T3 actua mediante receptores nucleares de la hormona tiroidea sobre el
hiopotalamo medio basal (TRa1, TRB1 y TRB2), los cuales forman heterodimeros
con receptores retinoides X que se unen a elementos responsivos a DR4, los cuales
estan ampliamente distribuidos en el genoma, sin embargo en el hipotalamo se han
detectado muy pocos genes sensibles a T3, entre los que sobresalen Kiss y Rfrp,

estos genes codifican para los péptidos KISS1 y RFRP (también llamado hormona



inhibidora de gonadotropinas o GnlH) que parecen ser los blancos clave de TH
mediando la reproduccion estacional (Follett, 2015, Dardente et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, la luz es considerada como la sefal
sincronizadora predominante o Zeitgeber (palabra alemana que significa “dador de
tiempo”) predominante para el NSQ. En condiciones experimentales para el estudio
del fotoperiodismo, se utiliza el término Zeitgeber time (ZT), que se define como una
unidad de tiempo basada en el periodo a partir de un Zeitgeber. Por convencion el
ZT0 es el encendido de las luces en un ciclo con alternancia de luz oscuridad, por
lo que en un fotoperiodo de L/O 12:12, el ZT12 corresponderia al apagado de las

luces.

1.5. Eje Hipotalamo-Hipoéfisis-Ovario

La parte ventrolateral del NSQ posee proyecciones hacia el area preoptica
medial (MPOA). Esta area contiene una gran poblaciéon de neuronas secretoras de
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), las cuales, poseen terminales
nerviosas en la eminencia media (EM), donde liberan GnRH de manera pulsatil que
va hacia el sistema porta hipotalamo—hipofisario; esta hormona estimula a los
gonadotropos ubicados en la hipdfisis anterior o adenohipdfisis, para sintetizar y
liberar la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH)
(Christian y Moenter, 2010), también llamadas gonadotropinas hipofisarias. Estas
son secretadas al torrente sanguineo, por donde viajan hasta el ovario, que es su
principal tejido diana en la hembra. La FSH promueve la maduracion de los foliculos
ovaricos, estimulando la mitosis de las células de la granulosa y la formacién de la
teca y la consecuente sintesis de E2; mientras que la LH inducira la ovulacién y la
formacidén del cuerpo luteo y la secrecion de P4 por este (Silverthorn, 2007).

Los estrogenos sintetizados por las células de la granulosa dentro de los
foliculos, constituyen una sefal de regulacion del eje a nivel de hipotalamo e
hipdfisis, inhibitoria en la primera parte del ciclo, pero estimulatoria al llegar a su
concentracion maxima, durante la fase de proestro en roedores y al final de la fase

folicular en humanos. Esta sefal estimulatoria es indispensable junto con la sefal



temporal enviada por el NSQ para desencadenar el pico preovulatorio de GnRH-LH
que inducira la ovulacion de manera ciclica (Christian et al., 2005).

La accion de los estrégenos esta mediada principalmente por dos receptores
nucleares, los receptores de estrégenos alfa (ERa) y beta (ERB), de los cuales solo
el ERa es indispensable para que se dé la ovulacién, esto fue comprobado gracias
a los modelos knockout de ERa (aERKO), que son infértiles (Lubahn et al., 1993,
Hamilton et al., 2014), mientras que las hembras knockout de ERB (BERKO) solo
exhiben fertilidad reducida (Krege ef al., 1998, Hamilton et al., 2014). Sin embargo,
las poblaciones neuronales secretoras de GnRH no expresan practicamente ningun
ERa (Herbison y Theodosis, 1992), por lo que la accidon de esta hormona esteroide
requiere de otras areas hipotalamicas que medien su accién.

La progesterona es otro esteroide gonadal de suma importancia para la
implantacion del embridn en caso de la fertilizacion del ovocito (Parkes y Bellerby,
1927, Peeraer et al., 2016). Esta ejerce un efecto principalmente inhibitorio sobre la
ovulacion que fue descrito desde la década de los 20’s y sobre el ciclo durante la
gestacion (Parkes y Bellerby, 1927). Dentro del ovario, ésta hormona es sintetizada
principalmente por el cuerpo luteo en la segunda parte del ciclo. A pesar de que
actua como una senal inhibitoria en la mayor parte del ciclo reproductivo a nivel de
hipotalamo e hipdfisis, también es capaz de estimular la ovulacion (Everett, 1944).

Las kisspeptinas fueron reconocidas en el 2003 como un factor clave en la
reproduccion en humanos (de Roux et al., 2003) y en ratén (Seminara et al., 2003),
que poco después fueron identificadas como un potente estimulador de la secrecion
de GnRH (Messager et al., 2005). Este péptido es secretado por neuronas
presentes en dos areas hipotalamicas: el nucleo arcuato (ARC) y el nucleo
anteroventral periventricular (AVPV). Las neuronas kispeptinergicas del AVPV
proyectan hacia los somas de las neuronas GnRHergicas en POA, mientras que las
presentes en el ARC proyectan a las fibras liberadoras de GnRH en la EM (Clarkson
et al., 2009). Las neuronas kisspeptinérgicas poseen una gran densidad de ERa
(Smith et al., 2006) por lo que son consideradas el mediador de la retroalimentacion

estrogénica tanto estimulatoria como inhibitoria en el hipotalamo.



En los ultimos afios, otro péptido que ha llamado la atencion por estar
involucrado también en la regulacién de la secrecion preovulatoria de GnRH, es el
llamado RFRP-3 u Hormona Inhibidora de Gonadotropinas (GnlH) debido a su
accioén inhibitoria sobre la secrecion de GnRH en codorniz (Tsutsui et al., 2000). Mas
adelante, este péptido demostré tener un ortélogo en otros vertebrados incluyendo
mamiferos (Kriegsfeld et al., 2005) y dentro de estos, el humano. Sin embargo, el
efecto de este péptido en mamiferos ha mostrado diferencias en su accion entre
especies e incluso sexuales, siendo por ejemplo que en el hamster sirio macho
ejerce un efecto estimulatorio sobre la secrecion de gonadotropinas (Ancel et al.,
2012), mientras que en la hembra de la misma especie es inhibitorio (Kriegsfeld et
al., 2005). A pesar de estas diferencias, en todos los modelos estacionales, la
melatonina ejerce un efecto inhibitorio sobre la secrecion de RFRP-3 (Revel et al.,
2008), lo que apunta a las neuronas secretoras de este péptido, que se encuentran
ubicadas en el hipotalamo medio basal (MBH), como un intermediario critico entre
la sefalizacion fotoperiddica dependiente de melatonina y el eje reproductivo. El
papel de este péptido no se limita a la regulacién estacional del funcionamiento del
eje reproductivo, se ha reportado que tiene variaciones en el ciclo estral, siendo que
su batifase se da en el proestro, lo que coincide con el aumento de kisspeptina
preovulatorio (Henningsen et al., 2017), las neuronas secretoras de RFRP-3 poseen
ERa y son inhibidas por esta hormona esteroide (Molnar et al., 2011).

La integracion de eventos del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario a lo largo del

ciclo estral en roedores se ilustran en la figura 3.

1.5.1 Control del reloj molecular circadiano sobre el eje Hipotalamo-Hipo&fisis-
Ovario
El papel de los ciclos circadianos sobre la reproduccidn ha sido estudiado ya

por varias décadas, desde que Eveerett y Sawyer (1950) identificaron un
componente circadiano en la liberacién de LH, al observar que la administraciéon de
pentobarbital a ratas, antes de las 2 pm del dia de proestro retrasa la ovulacion justo
24 horas; mientras que su administracion después de este “periodo critico” no era
efectivo. Mas adelante se reporté que las lesiones al NSQ inducen estro continuo

anovulatorio con alta receptividad sexual (Brown-Grant y Raisman, 1977). Y tras la
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descripcion del mecanismo de reloj molecular, las alteraciones de algunos de sus
elementos, mostraron modificaciones reproductivas evidentes.

La presencia de los elementos de la maquinaria de reloj en el ovario de rata
fue descrita por primera vez en el 2006 y ademas se observd que la expresion de
Per2 y Bmal1 mostraba un patrén de expresion que cambia a lo largo del dia,
especificamente en las células de la granulosa y teca de los foliculos antrales, asi
como en los cuerpos luteos. Per1 también presenta un patron circadiano de
expresion en células esteroidogénicas (Fahrenkrug et al., 2006). Adicionalmente
Bmal1 cambia su expresion en relacién con la fase del ciclo estral, aumentando ésta
en el ZT18 del proestro (Karman y Tischkau, 2006). En ratas hipofisectomizadas
antes de la maduracion sexual, se reportaron oscilaciones de los genes reloj en
ovario solo en aquellas que eran estimuladas con gonadotropina coridnica equina
(eCG) y gonadotropina coridnica humana (hCG), las cuales no se observaron en las
estimuladas unicamente con eCG, por lo que se ha propuesto a la LH como seAal
sincronizadora de la maquinaria de reloj molecular en el ovario. Sin embargo, en
otros trabajos se ha observado que en células de la granulosa de rata (He et al,,
2007) y vaca (Shimizu et al., 2011, Shimizu et al., 2012) en cultivo, la FSH también
induce la oscilacion circadiana de Per. El papel de la FSH como senal
sincronizadora también se ha observado in vivo (He et al., 2007) y se ha propuesto
que es dependiente de las conexiones gap entre las células (Chen et al., 2013).

En ratones mutantes del gen Clock la fase de proestro disminuye, mientras
que el estro se ve aumentado; presenta fallas en la generacion del pico preovulatorio
de LH, ademas de un alto indice de reabsorcién de embriones (Miller et al., 2004).
En el modelo knock-out del gen Bmal1 se reportan ciclos con un alargamiento del
49%, que presentan alteracion importante en la esteroidogénesis. Muestran
concentraciones reducidas de StAR y progesterona, sin cambios evidentes en el
desarrollo folicular. Tanto el macho (Alvarez et al., 2008) como la hembra (Ratajczak
et al., 2009) de este modelo son infértiles.

Los modelos mutantes de la parte negativa del asa de retroalimentacion del
reloj molecular también se ven afectados en el aspecto reproductivo. Los ratones

jévenes knock-out de Per1y Per2 (3-6 meses) expresan ciclos estarles regulares y



fertilidad comparable al fenotipo silvestre, sin embargo estos modelos en mediana
edad (7-9 meses) expresan ciclos irregulares, con un gran porcentaje de
estacionamiento en la fase de estro y dentro de estos Per2 /- exhibe un mayor
porcentaje de irregularidad en comparacién con Per1 /- dado que este efecto es
comparable a ratonas viejas, se sugiere que las alteraciones reproductivas se deben
a un envejecimiento prematuro (Pilorz y Steinlechner, 2008). Con respecto a Cry1 -
/-y Cry2-/-se reporta un 21% de irregularidad del ciclo estral en ratonas jévenes (3.5
+/-1 mes), el cual no es significativo en comparacién con genotipo silvestre; sin
embargo, en ratonas de mediana edad (10 +/-1 mes) Cry1 /- el 25% y en Cry2 /-
solo el 8% presentaron ciclos estrales regulares; es importante mencionar que la
regularidad en estas ratonas aumenté a 75% y 77% respectivamente al ser
colocadas bajo condiciones de luz oscuridad que recreaban su periodo endégeno
del ritmo circadiano de actividad locomotriz (Takasu et al., 2015), para resaltar la
importancia del ciclo de luz oscuridad en la regulacién del ciclo estral.

El significado funcional del ovario como oscilador periférico no esta muy claro,
sin embargo, los elementos de la maquinaria de reloj han sido relacionadas con
parte de la fisiologia de éste. En el 2011 Shimizu, et al. usaron siRNA de Clock y
Per para ver el efecto de estos genes sobre la sintesis de las enzimas
esteroidogénicas StAR y P450aromatasa, el receptor de LH (LHR), progesterona
(P4) y estradiol (E2), asi como en la proliferacion de las células de la granulosa,
encontrando que la proliferacion era menor en las células transfectadas tanto con
ClocksiRNA como con Per2siRNA, las cuales también mostraron concentraciones
disminuidas de LHR, por otro lado solo las células transfectadas con Per2siRNA
mostraron concentraciones aumentadas de StAR y P con respecto al control y las
que tenian siRNACIlock mostraron concentraciones disminuidas de P450aromatasa
y E. En un mutante de Per2 también se ha reportado el aumento de StAR en la
glandula adrenal (Wang et al., 2014). Shimizu et al., (2012) reportaron que la
presencia de Clock es mayor en foliculos inmaduros en comparacién tanto con los
foliculos que ya desarrollaron antro y comienzan a responder a E2, como con los
preovulatorios, mientras que Per2 esta expresado mayormente en los foliculos

preovulatorios y la expresion de Bmal1 'y Cry1 no parece presentar cambios a lo
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largo del desarrollo folicular, lo que ha llevado a proponer un papel de Clock en el
reclutamiento folicular, el cual presenta un aumento significativo al ser estimulado
con FSH. El receptor Rev-erba también ha mostrado ser parte de la regulacion de
la fisiologia ovarica ya que la aplicacion de un agonista de este aumenta
significativamente la expresion de StAR, la cual es importante mencionar que es
codificada por un gen controlado por reloj (Chen et al., 2012); este receptor muestra
un patron de expresion circadiano en células de la granulosa (Chen et al., 2013b),
ademas de que en el ovario su expresion cambia a lo largo del ciclo estral (Boden
et al., 2010).

Se ha sugerido que la expresion circadiana de los genes reloj esta
involucrada en el reclutamiento folicular ciclico dependiente de gonadotopinas, ya
que ésta expresion circadiana, parece estar solo en los foliculos antrales y
posteriores (He et al., 2007), asi como en las células intersticiales (Gras et al.,
2012). Sin embargo, también se han encontrado un patrén de expresion circadiano
de los genes de reloj en el estroma ovarico, ésta evidencia sugiere un papel de este
mecanismo fuera de la funcion ovulatoria (Murphy et al., 2015).

Se ha reportado también que en el NSQ, la expresién de los genes Per1,
Per2, Cry1, Rev-erba y AVP, los cuales presentan E-box en su secuencia
promotora, cambian su expresion en relacion con el fotoperiodo, mientras que
Bmal1y Cry2 no presentan cambios con respecto a este (Johnston et al., 2005).

También se ha estudiado el efecto de la melatonina pineal sobre la oscilacién
de estos genes en el ovario, encontrando que la pinealectomia no suprime su
expresion diaria, pero si modifica la amplitud al menos en el ovocito y las células del
cumulus de Clock, Bmal1, Cry1, Cry2, Per1y Per2 (Coelho et al., 2015).

1.6.2. Ciclo estral

El ciclo estral se refiere al ciclo reproductivo que expresan las hembras de la
mayoria de los mamiferos, comprende una serie de eventos altamente regulados,
que dan como resultado la liberacion de un ovulo en condiciones para ser
fecundado. Es regulado por el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario, también llamado eje

reproductivo.
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Las hembras de roedor son poliestrales, presentan ovulacién espontanea y
muestran ciclos estrales regulares y sucesivos que varian en duracion dependiendo
de la especie y edad (Paccola et al., 2013), la duracion promedio del ciclo estral de
rata es de 4-5 dias en los que se distinguen 4 fases, con una duracion promedio
distinta cada una proestro (12 horas), estro (12 horas), metaestro (21 horas) y
diestro (65 horas) que pueden ser monitoreadas por medio de citologia vaginal, la
cual puede tomarse como un indicador funcional del eje (Fig. 3) (Goldman et al.,
2007).

La fase de proestro se caracteriza por una predominancia de células
epiteliales nucleadas, las cuales son redondas, visiblemente nucleadas y que se
encuentran en racimos, ocasionalmente también pueden presentarse algunas
células epiteliales cornificadas (Freeman, 2006). Es en esta fase en la cual los
estrégenos llegan a su mayor concentracion circulante y desencadenan el pico de
GnRH-LH, es importante mencionar que el pico de LH depende del ciclo de luz
oscuridad, siendo que se da al final de la tarde de esta fase del ciclo (Legan y
Karsch, 1975).

En el estro, la célula dominante es la epitelial cornificada, la cual no muestra
nucleo visible y presenta un citoplasma altamente granular con una forma irregular.
Los estrogenos inducen la proliferacion celular y su keratinizacion que da como
resultado la observacion de este tipo de células caracteristicas de esta fase (Galand
et al.,, 1971). La receptividad sexual se da en la fase oscura de la del estro en rata
(Paccola et al., 2013).

Durante el metaestro (también llamado diestro 1), la disminucion de
estrégenos permite la infiltracion de leucocitos, por lo que son estos los que dominan
en la citologia vaginal, sin embargo, aparecen con un numero significativo de células
epiteliales cornificadas y nucleadas. Los leucocitos son células pequenas, con un
citoplasma granular con un nucleo vesiculado (Freeman, 2006).

En el diestro (también llamado diestro 2) los leucocitos invaden totalmente la
citologia vaginal (Goldman et al., 2007), el ciclo celular del epitelio vaginal se hace
mas lento, la proliferacién celular es poca y los niveles de estradiol se encuentran

en su minimo (Galand et al., 1971).
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Figura 3. Representacion de los eventos que ocurren durante el ciclo estral en roedores a nivel de hipotalamo.
hipdfisis y ovario, asi como del desarrollo folicular y los cambios observados en el epitelio vaginal.
GnRH=Hormona liberadora de gonadotropinas, LH=Hormona luteinizante, FSH=Hormdna foliculo estimulante.
Integrado de Smith et al., 1975, Park et al., 1990, Caligiani, 2009, Salehi et al.,2013 y Pangas y Rajkovic, 2015

1.6.3. Ciclo estral y fotoperiodo

La respuesta fotoperidodica que experimenta el ciclo estral se ha limitado
bastante a lo que ocurre en condiciones constantes de iluminacién. En oscuridad
constante se ha reportado que en la rata el ciclo continia normalmente o resulta
ligeramente alargado dependiendo de la edad a la que el individuo es colocado en
las condiciones de oscuridad constante, siendo que si madura sexualmente bajo
estas condiciones, seguira ciclando normalmente y si las condiciones se imponen
de manera posterior a la maduracién sexual los ciclos se alargaran, por un aumento
en los dias de diestro y a largo plazo dejaran de ciclar mostrando un anestro vaginal

(Hoffman, 1967). Por otro lado, la luz constante provoca un estro vaginal persistente
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con anovulacién (Schwartz, 1982) con diferencias entre especies y cepas, siendo
que la rata desarrolla este estado con aproximadamente 15 dias de exposicion
(Takahashi y Suzuki, 1969), el ratébn con mas de 120 dias (Campbell etal., 1976)y
en hamster requiere entre 6 y 14 meses de exposicion para desarrollar este estado
(Kent et al., 1968). De manera general la rata y el raton son considerados roedores
no fotoperiodicos (Schwartz, 1982), a diferencia del hamster; al ser este mas
responsivo al fotoperiodo se esperaria que fuera mas sensible a los efectos
disrruptores de la luz constante; sin embargo, no parece ser el caso.

Por otro lado, los cambios del ciclo estral en otros fotoperiodos no han sido
tan explorados. Se ha observado que en fotoperiodo 12:12 la mayoria de ratas
(70%) expresan ciclos regulares de 4 dias; al aumentar la cantidad de luz en un dia
dos horas, el porcentaje con ciclos de cuatro dias disminuye y aumenta el de ratas
regulares de 5 dias e irregulares; al ser expuestas a fotoperiodo 16:8, el ciclo
dominante es el de 5 dias y en segundo lugar los ciclos irregulares (Hoffman, 1968);
si la cantidad de luz se aumenta a 20 o 22 horas, el mayor porcentaje de ciclos se
hace irregular, de mas de seis dias, aumentando los dias de estro, por el contrario
si las horas de luz disminuyen a menos de 12 horas, la tendencia dominante es la
de ciclos regulares de cuatro dias (Hoffman, 1970).

En humanos también se ha reportado irregularidad del ciclo reproductivo en
mujeres que cambian turnos en su trabajo (Lawson et al., 2011, Attarchi et al., 2013)
y en sobrecargos de vuelos transmeridionales (Suvanto et al., 1993) las cuales

estan expuestas a ciclos irregulares de luz oscuridad.

1.7. El Jerbo

El Jerbo (Meriones unguicultus) es un roedor originario del desierto noreste
de China y Mongolia de la familia Cricetidae (Almeida et al., 2001). Debido a su
naturaleza docil en los ultimos afios ha sido utilizado en investigacion bioldgica
como un modelo de referencia en estudios de epilepsia e isquemia (Janvier labs,
2013) y conducta reproductiva, territorial y cuidado parental (Agren et al., 1989).

Es un roedor altamente social, que viven en grupos normalmente

denominados como familias (Pietrewitz et al., 1982). El cuidado parental en este
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modelo es llevado a cabo tanto por el macho como por la hembra y se ha reportado
que el desarrollo de las crias es mas rapido cuando los dos padres estan a cargo

en comparacion a cuando el padre es aislado de las crias (Elwood y Broom, 1987).

1.7.1 Reproduccidén-ciclo estral

Se considera sexualmente maduro entre las 9 y 12 semanas (Norris y Adams,
1974). La apertura vaginal en la hembra se da entre el dia 16 y 25 presentando un
patron bimodal en donde una parte de la poblacion presenta la apertura vaginal
antes de la apertura de ojos y otra parte después del periodo de lactancia, lo que se
ha relacionado con diferentes estrategias reproductivas (Clark et al., 1986). Entre
los 30 y 40 dias de edad, la hembra presenta un notable incremento del peso
ovarico, después del cual no presenta cambios aparentes hasta la aparicion de los
primeros cuerpos luteos aproximadamente al dia 90 (Norris y Adams, 1974).

La hembra presenta ciclos estrales que de manera general, son como el de
los demas roedores, tiene una duracion de 4 a 6 dias (Barfield y Breeman, 1968,
Nishino y Totsukawa, 1996) con 5 fases (Nishino y Totsukawa, 1996, Almeida et al.,
2001) que pueden ser identificadas por medio de la observacion de los cambios del
epitelio vaginal (Goldman et al., 2007). Se ha reportado que el estro en esta especie
tiene una duracion de 12 a 15 horas y su periodo de receptividad empieza
ligeramente mas temprano que el de la mayoria de los roedores (Nishino vy
Totsukawa, 1996). Su gestacion dura normalmente 24 dias y sus camadas varian
entre 2 y 10 crias, siendo poco habitual que haya mas de 7. La hembra de esta
especie puede quedar prefiada inmediatamente después del parto, de ser asi, la
gestacion se alarga hasta 48 dias, manteniendo una relacion lineal con el numero
de crias en lactancia (Norris y Adams, 1981).

Se considera un roedor monégamo. En vida libre se ha observado que dentro
de los grupos sociales, la pareja dominante tiene preferencia reproductiva y las
madres pueden retrasar la maduracién sexual de sus hijas (Payman y Swanson,
1980, Agren et al., 1989).

1.7.2 Fotoperiodismo reproductivo en Jerbo
Se ha reportado un ciclo circanual en la reproduccién del jerbo en el cual

se presentan dos picos, el mayor en mayo-junio y uno menor en agosto-septiembre
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(revisado en (Clark et al., 1986), lo cual corresponde a meses con dias largos. La
exposiciéon a hembras adultas a dias cortos (L/O 8:16) provoca una disminucion
significativa en el peso de ovarios, oviductos y utero en comparacién a hembras
expuestas a fotoperiodo L/O 12:12 (Devries et al., 1989). En los machos se observa
regresion gonadal en fotoperiodo corto y el fotoperiodo largo, promueve el desarrollo
de testiculos mas grandes, asi como la actividad de las vesiculas seminales
(Gunduz 2002). El fotoperiodo L/O 14:10 es en el que se ha reportado el mayor
desarrollo gonadal para esta especie (Glnduz y Karakas 2001). También se ha
reportado (He et al., 2016) que el desarrollo reproductivo de los jerbos prepuberales
macho es influenciado por el fotoperiodo, por lo que se propone como un buen
modelo para estudios de regulacion ambiental de ciclicidad reproductiva estacional
(Karakas y Gunduz, 2002). Se ha propuesto que la respuesta ante el fotoperiodo
esta mediada por la melatonina que ejerce un efecto antigonadal en esta especie
(Vaughan et al., 1976, Devries et al., 1989).

1.7.3. Ritmos en el jerbo
Hay mucha variabilidad sobre el patron de ritmo de actividad locomotriz de Meriones
unguiculatus, se han reportado patrones de actividad diurna, nocturna vy
crepuscular. Roper (1976) describidé que su actividad correspondia a un solo pico el
cual mostraba diferencias sexuales, las hembras mostraban mas actividad por cada
24 horas en comparacion con los machos, asi como durante la fase oscura, mientras
que los machos eran mas activos en la fase luminosa. También menciona en su
estudio una contribucion por parte del ciclo estral en el patron de actividad como se
ha observado anteriormente en rata y hamster.

Por otro lado Pietrewitz, et al., (1982) reportaron que el jerbo presenta un
ritmo crepuscular en su actividad locomotriz, de suefio, excavado, alimentacién y
acicalamiento que no presenta diferencias sexuales y sugieren que la diferencias
encontradas en los diferente estudios al respecto se deben a las condiciones
ambientales a las que los Jerbos estan expuestas en cada protocolo. Juarez-Tapia
(2015) también reporta un patron de actividad bimodal en fotoperiodo 12:12 con un

componente que responde al encendido de las luces en el cambio de fotoperiodo a
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dias largos. Weiner, et al., (2006) también reportaron un patron bimodal de actividad
en fotoperiodo 14:10 que solo se presentaba en ausencia de rueda de actividad, en
presencia de esta, la actividad era predominantemente nocturna.

La variabilidad del patrén diario de actividad que se ha reportado y su gran
susceptibilidad a los cambios ambientales hacen del Jerbo un buen modelo para
investigar los factores que determinan el ritmo de actividad de un animal (Weinert
et al., 2006).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En mamiferos, la regulacién de la funcién reproductiva en la hembra exhibe
una ritmicidad infradiana en parte modulada por el NSQ como estructura que forma
parte del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario y al mismo tiempo del sistema circadiano;
el cual recibe la senal de luz-oscuridad, que a través de una regulacion
neuroendocrina la manda al resto del organismo. Esta cambia a lo largo del afio en
respuesta a los cambios en la proporcion de luz y oscuridad generados por el
movimiento de translacion y rotacion de la tierra en latitudes fuera de los tropicos.

Se ha reportado que el jerbo es fotosensible y que presenta regresion
gonadal en dias cortos, esta respuesta a los cambios de fotoperiodo esta mediada
en parte por la melatonina que cambia su patron de sintesis de acuerdo con la
duracion de la escotofase y que actua sobre el eje hipotalamo hipofisis gonada, en
el caso del jerbo de manera antigonadotropica.

El estradiol (E2) y la progesterona (P4) son hormonas esteroides gonadales
las cuales son un elemento clave en la retroalimentacion tanto estimulatoria como
inhibitoria que el ovario ejerce sobre otros elementos del eje reproductivo y son los
responsables de los cambios de la citologia vaginal a lo largo del ciclo estral. A su
vez su patrén de secrecion esta regulado por el hipotalamo y la hipdfisis, los cuales
como ya se menciono se ven modificados con los cambios de fotoperiodo.

Entonces,

¢En el jerbo se veran modificadas las concentraciones de E2 y P4 y a su vez

la citologia vaginal al exponerlo en fotoperiodo de dias cortos y largos?
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Il. HIPOTESIS

Si el fotoperiodo afecta la concentracion de estradiol y progesterona, las
cuales forman parte importante de la regulacién del ciclo estral, entonces, durante
dias largos o cortos, éstas se alteraran y perturbaran a su vez la expresién del ciclo

estral, lo que se vera reflejado en la citologia vaginal.

lll. OBJETIVOS

lll.1. General:
Evaluar el efecto del fotoperiodo sobre las concentraciones de estradiol,
progesterona y la regularidad del ciclo estral en el jerbo de Mongolia (Meriones

unguiculatus).

lll.2. Especificos:

Determinar la duracion de cada una de las fases estrales, asi como su
regularidad en jerbos sometidos a fotoperiodo de dias cortos (LO8:16), largos
(LO16:8) y de referencia (12:12 y 14:10).

Determinar el fotoperiodo bajo el cual el ciclo estral se presenta con mayor
regularidad.

Determinar las concentraciones de estradiol y progesterona en plasma y

relacionar las diferencias encontradas en la citologia vaginal con estas.

19



IV. MATERIAL Y METODO

IV.1. Animales

Se utilizaron 24 Jerbos (Meriones unguiculatus) hembras adultas de entre
cuatro y cinco meses de edad obtenidas del bioterio de la Facultad de Ciencias de
la Universidad Nacional Autonoma de México, alimentadas con Nutri-cubo (Purina).
El agua y alimento estuvieron disponibles ad libitum durante todo el experimento.

Se dividieron en cuatro grupos, cada uno de los cuales fue expuesto a
diferentes fotoperiodos: 1. Fotoperiodo de dias cortos con un patron de luz
oscuridad (L/O) 8:16 2. Fotoperiodo de dias largos L/O, 16:8 y fotoperiodos de
referencia 3. L/O, 12:12 y 4. L/O, 14:10. Los jerbos fueron mantenidos en cada
condicion de 15 a 20 dias antes de comenzar el monitoreo del ciclo estral. En todos
los fotoperiodos las luces se encendieron a las 6 am (ZT 0) y se apagaron a las 2
pm (ZT 8), 6 pm (ZT12), 8 pm (ZT14) y ZT16 10pm (ZT16) respectivamente.

IV.2. Monitoreo del ciclo estral

El ciclo estral se monitoreo diariamente por medio de frotis vaginales que
fueron tomados con asa y tefidos con violeta de cresilo, cada cuatro horas en los
ZT 2, 6, 10, 14, 18 y 22 hasta completar 3 ciclos completos de cada jerbo. Se
determinaron ciclos completos cuando la presencia de proestro-estro-metaestro y
diestro se encontraron presentes en dicha secuencia.

Se considero establecida a la fase estral cuando la citologia vaginal mostraba
el 100% de células caracteristicas (Fig. 3 y 4), es decir: cornificadas para el estro,
nucleadas para el proestro y leucocitos para el diestro, se consideré establecido el

metaestro cuando el numero de leucocitos sobrepasoé el 50%.
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Figura 4. Representacion de los tipos celulares encontrados en cada una de las fases del ciclo estral.

IV. 3. Medicién de hormonas

Para la medicion de hormonas, se sincroniz6 a tres animales con cada
fotoperiodo por al menos dos semanas, se les tomé una muestra de sangre de
maximo 0.2 mL por medio de una puncion del seno retroorbital con capilares
heparinizados en los ZT7 y ZT19 en las fases de estro y diestro para la medicion de
progesterona y de proestro y diestro para la de estradiol. Estas fases fueron elegidas
por ser en donde se ha reportado que se encuentra el valor maximo y minimo de
cada hormona a lo largo del ciclo estral (Lv y Shi, 2010).

La muestra de sangre fue centrifugada a 10000rpm durante 10 minutos para
separar el plasma, el cual se recolecté y se mantuvo a -40°C hasta la realizacion
del analisis.

La cuantificaciéon de hormonas fue realizada por medio de un ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) competitivo de kits comerciales (DRG
Instruments GmbH, Germany). Para estradiol se utilizé el kit EIA-2693 con una
sensibilidad de 10.6 pg/mL a 2000 pg/mL y para progesterona el kit EIA-1561 con
una sensibilidad de 0.045ng/mL a 40ng/mL. La variaciéon intraensayo para ambos
es menor al 10%, mientras que la variacion interensayo para estradiol es menor al
15% y para progesterona menor al 10%.

En la ELISA competitiva, los pocillos estan recubiertos con el anticuerpo
policlonal dirigido a un sitio antigénico del E2 y P4 respectivamente.

Para la cuantificacion de E2 se agreg6é la muestra de plasma al kit
correspondiente y un conjugado de E2-peroxidasa de rabano picante que competira

con el E2 contenido en la muestra. Estos fueron incubados por 90 min y
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posteriormente lavados para eliminar los antigenos que no reaccionaron. Se agrego
Tetrametilbenzidina (TMB) como sustrato y se dejo incubar por 30 minutos, tas los
cuales se agregd acido sulfurico (H2SOa4), para detener la reaccion e
inmediatamente se realizé la lectura de la absorbancia en un lector de placas a 450
nm. La intensidad del color desarrollado es inversamente proporcional a la

concentracion de E2 en la muestra.

Para la cuantificacion de P4 se agregdé la muestra de plasma al kit
correspondiente y un conjugado de P4- peroxidasa de rabano picante que competira
con la P4 contenida en la muestra. Estos fueron incubados por 60 minutos y
posteriormente lavados para eliminar los antigenos que no reaccionaron. Se agregé
TMB como sustrato y se dejo incubar por 15 minutos, tas los cuales se agregoé
H2SOs4, para detener la reaccién e inmediatamente se realizé la lectura de la
absorbancia en un lector de placas 450 nm. La intensidad del color desarrollado es

inversamente proporcional a la concentracién de P4 en la muestra.

IV.4. Analisis estadisticos

Se realizé la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene y debido a la
heterogeneidad de los datos una prueba de Kruskall Wallis y una U de Mann
Whitney como pos hoc para comparar la duracién del ciclo, asi como de cada una
de sus fases y una prueba de Games-Howel como post hoc para un nivel de alfa de
0.05.

Se realiz6 una prueba de Kruskall Wallis y una prueba de U de Mann Whitney
como pos hoc para comparar las concentraciones de estradiol y progesterona en
los diferentes ZT y fases del ciclo estral (intragrupos) y entre el mismo ZT en la
misma fase entre los diferentes fotoperiodos (intergrupos).

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS
Statistics 22.
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V. RESULTADOS

V.1 Determinacion de la duraciéon de fases estrales

Al monitorear la duracién de los ciclos estrales de jerbo, fue evidente que
estos eran mas cortos y regulares en el fotoperiodo 14:10, en comparacién con el
resto (Fig. 5). En fotoperiodo 8:16, el 11.1% de los ciclos fueron de 3 dias, mientras
que para los fotoperiodos 12:12, 14:10 y 16 8 solo el 5.5% mostr6 esta duracion. El
38% de los ciclos fueron de cuatro dias en el fotoperiodo 8:16, mientras que en
12:12 solo el 11.1% presentd esa duracién, en 14:10 el 33.3% y en 16:8 el 27.7%.
Los ciclos de cinco dias fueron los dominantes en el fotoperiodo 12:12 y 14:10 ya
que el 44.4% y 61% respectivamente presentaron esta duracion, mientras que en el
fotoperiodo 8:16 representaron el 11.1% y en 16:8 el 16%. En fotoperiodo 16:8, el
50% de ciclos fueron de 6 o mas dias, mientras que en fotoperiodo 8:16 y 12:12

estos ciclos representaron el 38.8%.

Duracion del ciclo estral

100% B2 6 dias

05 dias
80%
W4 dias

60% B3 dias

40%

% de ciclos

20%

8:16 12:12 14:10 16:8
Fotoperiodo

Figura 5. Gréfica en la que se muestra el porcentaje de ciclos de 3, 4, 5 y 6 0 mas dias que en los fotoperiodos
8:16, 12:12, 14:10 y 16:8. N=24.

La prueba de homogeneidad de varianzas para cada fase (Tabla 1) mostré
que estas no son homogéneas en la duracion de las fases de estro (p=0.000),

diestro (p=0.009) y en la total del ciclo estral (p=0.00). La variacién de la duracién
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de las fases de proestro (p=0.421) y metaestro (p=0.073) no son estadisticamente

significativas.

Tabla 1. Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene. *Presenta diferencias significativas,

p< 0.05.
Estadistico de p

Levene
Proestro 0.9 0.421
Estro 8.3 0.000*
Metaestro 24 0.073
Diestro 4.2 0.009*
Ciclo estral 6.9 0.000*

La prueba de homogeneidad de varianzas entre cada fotoperiodo (Tabla 4
Anexos) mostrd que existen diferencias en la homogeneidad de la varianza de la
duracion del ciclo estral entre el fotoperiodo L/O 14:10 y el resto de los fotoperiodos,
8:16 (p=0.000), 12:12 (p=0.003) y 16:8 (p=0.000).

Al igual que la duracion total del ciclo, la varianza de la duracion del estro no
presenta homogeneidad entre el fotoperiodo 14:10 y el resto, 8:16 (p=0.012), 12:12
(p=0.026) y 16:8 (p=0.000). Adicionalmente el fotoperiodo 16:8 tampoco presento
homogeneidad con ningun otro, 8:16 (p=0.006) y 12:12 (p=0.031).

Las varianzas del metaestro fueron muy homogéneas en casi todos los
fotoperiodos, solo se encontraron diferencias entre los fotoperiodos 14:10 y 16:8
(p=0.007).

Para el caso de diestro, al igual que en la duracién total del ciclo las varianzas
mostraron diferencias para todos los fotoperiodos en comparacion con 14:10, 8:16
(p=0.00), 12:12 (p=0.011) y 16:8 (p=0.003).

En el proestro todas las fases y la duracion total del ciclo mostraron
homogeneidad de varianzas al compararse en todos los fotoperiodos.

En general, tanto en las fases como en la duracion total del ciclo se observa

mucha variacion, se puede apreciar que las varianzas del fotoperiodo 14:10 difieren
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a la de los otros fotoperiodos en todas las fases exceptuando el proestro, asi como
en la duracion total, lo que refleja una menor variacion de los datos en comparacién

con los demas fotoperiodos analizados.

Tabla 2. Comparacioén de la duracién del ciclo estral de jerbo en horas (h), asi como cada una de

sus fases en diferentes fotoperiodos. Se presenta media + desviacion estandar y valores

minimo/maximo. Presenta diferencias significativas a un nivel de alfa de 0.05.

Fotoperiodo/
8:16 12:12 14:10 16:8 F o]
Fase
165 217 174 18+6
Proestro (h) 1.972 0.126
12-28 12- 36 12-24 12-32
187 21+8 163 28 +13 *
Estro (h) 6.385 0.001
12-32 12 - 44 12-24 12-52
Metaestro 28+9 297 26+5 30+ 10
0.891 0.450
(h) 16 - 48 20 - 44 16 - 36 16 - 52
60 + 32 6127 47 + 14 53 +28
Diestro (h) 0.753 0.524
28-112 24 -120 24 - 82 24 -120
Ciclo estral 123 £ 40 131+ 32 106 + 14 129 + 36
2.103 0.108
(h) 80 - 196 76 - 188 72-130 80-212

En fotoperiodo 12:12 el ciclo estral de jerbo mostré una duraciéon promedio
de 130.93 horas (5.5 dias) con una variabilidad de entre 76 y 188 horas (3.2y 7.8
dias), el proestro mostré un promedio de 20.80 horas con un rango entre 12 y 36
horas, la fase de estro tuvo una duracién promedio de 18.22 horas con un rango
entre 12 y 32 horas, la fase de metaestro tuvo una duracion promedio de 28.53
horas, con un rango entre 20 y 44 horas y el diestro mostré una duracion promedio
de 60.80 horas con una variacion bastante notable de entre 24 y 120 horas (1y 5

dias). Solo el 44% de los ciclos fueron de entre 4 y 5 dias (Fig. 5).
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Figura 6. Gréafica en la que se compara la duracién total del ciclo estral en hora en los fotoperiodos 8:16, 12:12,
14:10 y 16:8. * Presenta diferencias significativas, H3=3.11, p=0.37. N=24

En fotoperiodo 14:10 los ciclos fueron mas estables que en todos los demas
fotoperiodos, lo cual se ve reflejado en una menor desviacidon estandar, tanto en la
duracién total del ciclo estral, que mostré un promedio de 106.33 con un rango entre
76 y 168 horas, como en cada una de sus fases (Tabla 2). El 94.5% de los ciclos en
este fotoperiodo fueron de 4 y 5 dias (Figura 5), siendo mas abundantes los de 5
dias, solo 1 animal present6 ciclos de 3 dias, debido a un diestro muy corto (24
horas) en relacion con los que se presentaron en el resto (ente 28 y 32 horas) y fue
el unico fotoperiodo en el que no se presentaron ciclos de 6 o mas dias. La fase de
proestro duré en promedio de 17.33 horas, con un rango entre 12 y 24 horas, el
promedié de duracién de la fase de estro fue de 15.78 horas con un rango entre 12
y 24 horas y la fase de metaestro presentd un promedio de 26 horas con un rango
entre 16 y 36 horas.

Con respecto al fotoperiodo de dias cortos (8:16) el ciclo estral del jerbo
mostré una duracién total promedio de 122.67 horas en un rango de entre 80 y 196

horas (3.33 y 8.16 dias), la fase de proestro presenté una duraciéon promedio de
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16.22 en un rango de 12 y 28 horas, la duracion promedio del estro fue de 18.22
con un rango de entre 12 y 32 horas, el metaestro mostré una duracién promedio
de 27.78 horas en un rango de entre 16 y 48 horas y para el diestro, el promedio
fue de 122.67 horas con un rango entre 80 y 196 horas. Es importante mencionar
que se observo en casi todos los jerbos un ciclo con un diestro especialmente largo,
a pesar de que uno o dos fueran de duracién “promedio”, lo que refiere a la

irregularidad presentada en todos los individuos bajo este fotoperiodo.

a Cc
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Figura 7. Comparacion de la duracién de cada una de las fases del ciclo estral en horas, entre los fotoperiodos
8:16, 12:12, 14:10 y 16:8. * Presenta diferencias significativas, p< 0.05 U de Mann Whitney. ° Valor atipico.
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En el fotoperiodo de dias largos (16:8) el promedio de la duracion total del
ciclo fue de 128.67 horas (5.36 dias) en un rango de entre 80 y 212 horas (3.33 y
8.83 dias), para la fase de proestro el promedio fue de 17.56 horas con un rango
entre 12 y 32 horas, el estro mostré una duracion promedio de 17.56 horas en un
rango de entre 12 y 52 horas, el metaestro tuvo un promedio de 30.44 en un rango
de entre 16 y 52 horas, el cual es muy parecido al presentado por el estro y
finalmente el diestro ostro un promedio de 53.11 horas con un rango entre 24 y 120
horas (1 y 5 dias). En este fotoperiodo fue en el unico en el cual se presento un ciclo
de casi 9 dias en el cual tanto la fase de estro y diestro mostraron un alargamiento.

En la figura 7 se representa la duracion de las fases en cada uno de los
fotoperiodos analizados, el proestro (H3=5.28, p=0.15) (a), metaestro (H3=1.69,
p=0.63) (c) y diestro (H3=0.89, p=0.82) (d), asi como la duracién total del ciclo
(Hs=2.103, p=0.108) (Figura 7), no present6 diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos fotoperiodos, sin embargo, la fase de estro

(H3=10.16, p=0.02) si presento diferencias significativas entre los fotoperiodos 16:8

y 14:10y 8:16 y 16:8 (b).
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Figura 8.Representacion gréfica del recambio de poblaciones celulares durante 15 dias en la citologia vaginal
de Jerbo en ZT6 y ZT18. Cada grafica representa a un individuo. Se presentan dos graficas por individuo y dos
individuos por fotoperiodo (a y b). C=Células cornificadas, N=Células epiteliales nucleadas, L=Leucocitos. Las
fases metaestro y diestro se encuentran agrupadas en L, al ser la poblaciéon de células dominantes en ambas

fases.

28



En la figura 4 se representan las poblaciones celulares que dominan la
citologia vaginal en cada una de las fases, donde se puede apreciar la diferencia
que existe en la irregularidad presente en los ciclos bajo los diferentes fotoperiodos,
en donde tanto en 16:8, como en 8:16 y 12:12 las fases donde dominan los
leucocitos (metaestro y diestro) se ven alargadas, sin embargo, solo en fotoperiodo

16:8 se observa, de manera adicional, un aumento en la duracién de la fase de

estro.

V.2. Establecimiento de fases

a) 12:12 b) 14:10
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Figura 9. Se muestra la comparacién temporal del ZT de establecimiento para la fase de proestro del ciclo estral
de jerbo en los fotoperiodos 8:16, 12:.12, 14:10, 16:8. Encendido de las luces en ZT0. La parte sombreada
representa la fase de oscuridad, mientras que la blanca representa la fase de luz. N=24

En la figura 9 se puede observar la frecuencia de ZT de establecimiento de
la fase del proestro, en la cual el ZT 6 el mas comun con el fotoperiodo 12:12 (a), lo
que corresponde a la mitad de la fotofase, mientras que para el fotoperiodo 14:10
este pareciera cambiar al ZT18 lo cual corresponde a cuatro horas después del
apagado de las luces (b). Tanto en fotoperiodo corto, como en fotoperiodo largo hay

una mayor variacion en la hora de establecimiento de esta fase (c y d
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respectivamente), sin embargo, en fotoperiodo corto pareceria mostrar dos
momentos de mayor incidencia, uno en ZT 2 y otro en ZT 18, mientras que en el

fotoperiodo largo se presenta uno entre ZT10y ZT14.

a) 12:12 b) 14:10
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Figura 10. Se muestra la comparacién temporal del ZT de establecimiento para la fase de estro del ciclo estral
de jerbo en los fotoperiodos 8:16, 12:.12, 14:10, 16:8. Encendido de las luces en ZTO0. La parte sombreada
representa la fase de oscuridad, mientras que la blanca representa la fase de luz. N=24.

En la figura 10 se puede observar la frecuencia de ZT de establecimiento de
la fase del estro en los cuatro fotoperiodos, en la cual los fotoperiodos 12:12'y 14:10
(a y b) presentan un patrén bastante similar en el cual el ZT6 es el que presenta
mayor frecuencia. En fotoperiodo corto se presenta el mayor numero de ciclos con

la fase establecida en ZT 22 (c) y en fotoperiodo largo el pico se da en ZT2 (d).
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Figura 11. Se muestra la comparacion temporal del ZT de establecimiento para la fase de metaestro del ciclo
estral de jerbo en los fotoperiodos 8:16, 12:.12, 14:10, 16:8. Encendido de las luces en ZTO. La parte sombreada
representa la fase de oscuridad, mientras que la blanca representa la fase de luz. N=24.

En la fase de metaestro (Figura 11) en fotoperiodo 12:12 la mayoria de los
ciclos se establecieron esta fase en el ZT 2 y muestra otro aumento de frecuencia
de establecimiento en ZT14 que comparte con el fotoperiodo 14:10 y que en este
ultimo fotoperiodo es el ZT con mayor incidencia. En el fotoperiodo corto la mayoria
de ciclos comenzaron esta fase en ZT14. En el fotoperiodo largo hay una mayor
variacion en el momento de inicio de la fase de metaestro, aunque pareciera haber

un pequefio aumento de establecimiento en el ZT 18.
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Figura 12. Se muestra la comparacién temporal del ZT de establecimiento para la fase de diestro del ciclo estral
de jerbo en los fotoperiodos 8:16, 12:.12, 14:10, 16:8. Encendido de las luces en ZTO0. La parte sombreada
representa la fase de oscuridad, mientras que la blanca representa la fase de luz. N=24
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En el diestro (Figura 12) se encontré que el fotoperiodo 12:12 muestra una
mayor frecuencia del establecimiento de esta fase en el ZT2 (a), mientras que en el
fotoperiodo 14:10 este se muestra en ZT22 (b). Tanto para el fotoperiodo corto como
para el largo la mayor frecuencia de establecimiento coincide en el ZT10 (c y d
respectivamente), sin embargo, el fotoperiodo largo presenta otro aumento de la

frecuencia en el ZT2 y no se presento ningun diestro que se estableciera en el ZT6.

V.3. Concentracién plasmatica de hormonas

Debido a la destacada regularidad de los ciclos en fotoperiodo 14:10, el
analisis de las concentraciones hormonales ya no se llevd a cabo en fotoperiodo
12:12 y el fotoperiodo 14:10 se tomé como grupo control. Por lo tanto, se hicieron
comparaciones intergrupos; donde se compar6 misma fase y ZT de los fotoperiodos
de dias largos y cortos contra misma fase y ZT del fotoperiodo control y
comparaciones intragupos donde se compararon en un mismo fotoperiodo entre ZT

y fase del ciclo. Las concentraciones obtenidas, se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Concentraciones plasmaticas de estradiol y progesterona en los ZT7 y ZT19 en las fases

de acrofase y batifase para estradiol y progesterona de las jerbas en los fotoperiodos 14:10, 8:16 y

16:8.
Fase del ciclo
Proestro Estro Diestro
estral
Hormona | Fotoperiodo/ZT 7 19 7 19 7 19
14:10 22+6 45 + 41 - - 215 1814
E2
8:16 319 19+10 - - 28+ 16 17 £ 14
(pg/ml)
16:08 1812 164 - - 164 12+ 3¢
14:10 - - 9 + 4abc 2+ 1a¢ 23 + gab.c 2 +1ac
P
8:16 - - 6+3b 2+1¢ 50 + 3%abc | 0.46 + 0.292
(ng/ml)
16:08 - - 11 + 4be 6+2 54+ 3%b 4 +2¢

Se muestra media t desviacion estandar. * = Diferencias significativas con respecto a misma fase y
ZT del fotoperiodo 14:10, p<0.05 (intergrupos). a= Diferencias significativas con respecto a misma
fase y diferente ZT del mismo fotoperiodo, p<0.05 (intragrupos). b= Diferencias significativas con
respecto a diferente fase y mismo ZT del mismo fotoperiodo, p<0.05 (intragrupos). c= Diferencias
significativas con respecto a diferente fase y diferente ZT del mismo fotoperiodo, p<0.05

(intragrupos). - = no se llevé a cabo el analisis.

Como se muestra en la tabla 3, las concentraciones plasmaticas de estradiol,
solo fueron diferentes en el fotoperiodo 16:8, siendo significativamente mayores en
el ZT7 de proestro contra ZT19 de diestro (p=0.004), lo cual no difiere con lo
esperado en un grupo control. Es importante mencionar que, aunque en fotoperiodo
14:10 se encontraron concentraciones elevadas de estradiol durante el proestro
(como es de esperarse durante esta fase), estas mostraron una gran desviacion
estandar. Para el fotoperiodo 8:16, las concentraciones mas altas también se
encontraron en proestro, sin mostrar diferencias con la fase de diestro.

Con respecto a la progesterona, las concentraciones plasmaticas en los
fotoperiodos 8:16 y 16:8 mostraron diferencias con respecto al control en el ZT7 de
la fase de diestro, siendo que en 8:16, estas son significativamente mayores
(p=0.021) y en 16:8 (p=0.014) menores. En las comparaciones intragrupos se
encontré que en 14:10, en ZT7, las concentraciones son significativamente mayores
que en ZT19 de estro (p=0.032) y diestro (p=0.012), pero, significativamente

menores que en ZT7 de diestro (p=0.000); en ZT19 de estro las concentraciones

33



son menores significativamente con respecto a las de ZT7 de diestro (p=0.000) y en
ZT 7 de diestro son mayores a ZT19 de la misma fase (p=000). En fotoperiodo 8:16
se encontraron diferencias solo en el ZT7 de la fase de diestro, la cual fue
significativamente mayor con respecto todos los ZT y fases analizadas: ZT7 estro
(p=0.011), ZT19 estro (p=0.011) y ZT19 diestro (p=0.021). En fotoperiodo 16:8, las
concentraciones en ZT7 de estro fueron significativamente mayores a las de ZT 7
(p=0.027) y 19 de diestro (p=0.001), lo cual no es diferente a lo esperado en el grupo
control.
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VI. DISCUSION

De acuerdo alo reportado en la bibliografia, el jerbo ha sido catalogado como
un modelo con ciclo estral irregular y poco apropiado para estudios de reproduccion
por presentar ciclos estrales de entre 4 y 7 dias con gran variabilidad (Barfield y
Beeman, 1968, Nakane y Yoshimura, 2014), estos estudios fueron realizados en
fotoperiodo 12:12 y coincide con lo encontrado en el presente trabajo bajo este
fotoperiodo; sin embargo en el fotoperiodo 14:10, el cual es utilizado en una gran
cantidad de los estudios de reproduccion en diferentes modelos desde la
descripcion del periodo critico de secrecion de LH (Everett y Sawyer, 1950), los
ciclos fueron regulares y de duracion de entre 4 y 5 dias.

En todos los fotoperiodos, los jerbos mostraron al menos un ciclo de 3 dias
lo que se considera corto dentro de la normalidad para los roedores pero que han
sido descritos también en diferente proporcion en varias especies de roedores, en
las que se incluye la rata, el raton y Meriones tristrami que pertenece al mismo
género que el jerbo de Mongolia (Dewsbury et al., 1977).

El que los ciclos reproductivos se alarguen, asi como el que sean irregulares
disminuye la probabilidad de lograr la fertilizacion en cada ciclo (fecundabilidad)
(Fugo y Butcher, 1971, Jensen et al., 1999). A pesar de que la taza de ovulacién no
cambia, la taza de implantacion disminuye (Fugo y Butcher, 1971) y aumenta el
porcentaje de anormalidades en el desarrollo (Fugo y Butcher, 1966, Butcher y
Fugo, 1969). El que el jerbo sea regular en fotoperiodo 14:10, mientras que no lo
sea en los otros fotoperiodos sugiere que este es un factor asociado al pico
reproductivo circanual de esta especie en condiciones naturales.

A diferencia de otros roedores con reproduccion estacional como el hamster
que entran en anestro durante dias cortos y dejan de reproducirse totalmente; en
vida silvestre, el jerbo es capaz de reproducirse todo el afio. Sin embargo, el niumero
de crias que produce aumenta notablemente en dos épocas del afio, el mayor se
presenta en los meses de mayo y junio y aumenta una vez mas pero con menor
intensidad en los meses de agosto y septiembre (Clark et al., 1986)). Estos meses
corresponden a los meses con fotoperiodo de dias largos. Como ya se menciono,

se ha reportado que tanto las hembras (Devries et al., 1989) como los machos
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(Gundlz 2002) de jerbo muestran fotoperiodismo reproductivo. El fotoperiodo L/O
14:10 es en el que se ha reportado el mayor desarrollo gonadal para esta especie
(Gunduz y Karakas 2001) y coincide con la mayor regularidad de los ciclos estrales
encontrados en el presente estudio.

Es importante notar que a pesar de que los ciclos se hacen irregulares bajo
fotoperiodos tanto de dias largos como de dias cortos, los resultados muestran que
esta irregularidad se debe al aumento en la duracion de fases diferente. Mientras
que para los fotoperiodos 12:12, 8:16 y 16:8 la duraciéon de la fase de diestro
aumenta considerablemente con respecto a 14:10, solamente en 16:8 se tiene un
aumento significativo de la fase de estro. Exceptuando lo encontrado en 12:12, que
es donde la rata Sprague Dawley presenta el mayor numero de ciclos regulares, los
resultados coinciden con lo descrito por Hoffman (1970) en la rata, ya que al
aumentar las horas de luz aumentan los dias del estro hasta generarse un estro
persistente en luz constante; mientras que en el otro extremo los animales
expuestos a oscuridad constante después de su maduracidon sexual, expresan un
ciclo cada vez mas largo, con un aumento de dias de diestro hasta que
eventualmente dejan de ciclar, mostrando un diestro vaginal (Hoffman, 1967).

Debido a la corta duracion de algunas de las fases del ciclo estral que son
menores a 24 horas (Goldman et al., 2007), es de suma importancia monitorear el
ciclo estral a la misma hora del dia para tener resultados significativos, ésto es
evidente al comparar los resultados del presente estudio en dos diferentes puntos
temporales.

Las hormonas esteroides ovaricas juegan un papel fundamental en la
regulacion de los eventos reproductivos, estan involucradas en la regulacion del
desarrollo folicular y en el caso de los estrogenos, funcionan como una senal de la
maduracion folicular en el hipotaldamico y son los responsables de estimular la
secrecion preovulatoria de GnRH/LH. Se ha descrito que en ciclos estrales
irregulares, largos o ambos el patrén de estradiol a lo largo del ciclo presenta un
adelanto de fase, acompanado de un retraso de fase en la ovulacién, en
comparacion con ciclos regulares y cortos, por lo tanto, el estradiol permanece mas

tiempo en altas concentraciones (Page y Buthcher, 1982), esto nos sugiere una
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desincronizacion en los eventos que regulan la fisiologia reproductiva en la hembra
que en este caso esta desencadenada por el fotoperiodo.

Dentro de los factores que se relacionan con la disminucion de fecundabilidad
en los ciclos irregulares se ha propuesto la sobremaduracién del ovocito (Fugo y
Butcher, 1966), Esta nos refiere desincronizacion entre los eventos que ocurren a
lo largo del eje, ya que sugiere que los eventos que ocurren a todo lo largo del eje
reproductivo que de manera normal tienen que estar sincronizados entre si, no lo
estan.

Por otro lado, los estudios sobre los efectos de la iluminacién constante sobre
el ciclo estral reportan la generacion de un estro persistente debido a un aumento
de estradiol sobre el umbral de cornificacion vaginal, sin llegar al umbral
hipotalamico que desencadena la ovulacion (Takeo et al., 1986), ademas de que
disminuye el numero de receptores a estradiol en el hipotalamo (lllei-Donhoffer et
al., 1974) y por lo tanto la sensibilidad a esta hormona sobre esta estructura.

Debido a lo anteriormente mencionado se esperaba que la concentracién de
E2 aumentara en fotoperiodo de dias largos; inesperadamente, las concentraciones
de esta hormona fueron similares al grupo control y a lo anteriormente reportado en
fotoperiodo 14:10 (Lv y Shi, 2010), aunque debe mencionarse que en este trabajo
solo se utilizé un punto temporal por dia a diferencia del nuestro, por lo que es
necesario continuar este tipo de mediciones, sobre todo en modelos no
tradicionales. Debido a que solo se tomaron las muestras el primer dia de cada fase
no es posible saber si aumentd el periodo de secrecién de E2, aunque el aumento
de dias de estro lo sugiere. Es importante recordar que el ciclo estral fue
monitoreado a través de citologia vaginal y a pesar de que ésta se considera un
indicador del estado endocrino del individuo (Goldman et al., 2007), ésta es regulada
principalmente por los estrogenos que inducen a la proliferaciéon y queratinizacion
de las células del epitelio vaginal (Buchanan et al., 1998) y la progesterona que
modula esta respuesta. Ya que las concentraciones de estradiol no parecen estar
alteradas, se sugiere que puede haber un aumento en la sensibilidad del epitelio
vaginal a la queratinizacion por el estradiol, ocasionando el aumento de dias de

estro bajo este fotoperiodo. A pesar de que en el epitelio vaginal la modificacién de

37



la sensibilidad a estrogenos no ha sido descrita, en hipotalamo se ha reportado una
disminucién en ésta, en diferentes especies, que presentan reproduccidn estacional
o no (lllei-Donhoffer et al., 1974).

En el fotoperiodo de dias cortos, en el ZT7, la progesterona estaba elevada,
en comparaciéon con ZT19, con ZT7 y 19 de la fase de estro y con el mismo ZT y
fase del fotoperiodo 14:10 y con lo anteriormente reportado (Lv y Shi, 2010). Este
aumento en la concentracion de progesterona ejerce un efecto inhibitorio sobre el
hipotalamo, que puede alargar el ciclo estral mostrando un diestro vaginal. Por otro
lado, se ha reportado que la concentracion de melatonina en el ovario es mayor a
las concentraciones séricas tanto en humanos (Ronnberg et al., 1990), como en
ratas, o que sugiere un papel importante en la regulacién de la fisiologia ovarica
(Tamura et al., 2009). Entre los efectos que esta hormona ejerce en el ovario, es
importante notar el que se ha reportado sobre la esteroidogénesis, ya que ejerce un
efecto estimulante sobre la secrecién de progesterona e inhibitorio sobre la de
estradiol (Soares et al., 2003).

En fotoperiodo de dias cortos el periodo de secrecion de melatonina es
mayor que en 12:12, 14:10 y 16:8, en el hipotalamo del jerbo, ésta ejerce un papel
inhibitorio ya que se ha reportado un efecto antigonadotrépico por esta hormona en
esta especie (Devries et al., 1989), sin inhibir el ciclo estral por completo, ya que
esta especie se reproduce todo el afio, pero muestra una disminucion considerable
en condiciones de dias cortos (Clark et al., 1986). La presencia de la melatonina
por un periodo mayor sobre el ovario, puede estar estimulando el aumento de
progesterona seérica encontrado en el presente estudio y, por lo tanto, al aumento
de dias de diestro. Resultados similares se han encontrado en ratas y ratones
suplementados con melatonina, en donde el ciclo se alarga con una disminucién de
la fase de estro (Chu et al., 1964, Bondi et al., 2014, Negro-Lima et al., 2015).

De acuerdo a Hoffman (1968), la longitud del ciclo estral esta dada en funcion
de dos factores: 1) La tasa de maduracion de los foliculos y 2) El umbral al cual los
estrogenos generan el pico preovulatorio de LH, por lo que uno o ambos factores
podrian estar siendo modificados por el fotoperiodo, generando irregularidad y

alargamiento del ciclo tanto en fotoperiodos de dias cortos como largos.
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En rata se ha reportado que el fotoperiodo no cambia el periodo critico de
sensibilidad para generar el pico de LH descrito por Everett en 1950, tanto en
fotoperiodo 14:10, como en 12:12 y 16:8, este se da alrededor de dos horas después
de la mitad de la fotofase, independientemente del fotoperiodo (Hoffmann, 1969),
esta ventana temporal esta dada por el NSQ el cual al recibir la sefial estrogénica
suficiente, de manera directa o indirecta, estimula la liberacién de GnRH-LH
(Simonneaux et al., 2017). Se ha descrito también que el pico de LH esta
relacionado con el inicio de actividad locomotriz (Moline et al., 1981).

En el jerbo se ha reportado que el estro conductual inicia ligeramente mas
temprano que en la rata (Barfield y Breeman, 1968) y la ovulacién se produce entre
las 9 pm del dia de proestro y la 1am del dia de estro (Marston y Chang, 1966). El
momento en el que se produce la fase de estro es de suma importancia debido a
que es durante esta que se dara la receptividad de la hembra y la ovulacion, para
aumentar la probabilidad de que se lleve a cabo la copula y con esta la fertilizacién,
esta fase debe sincronizarse con la fase de actividad de la especie, por lo que, en
la rata, que es un animal nocturno, su fase de receptividad se da en la noche.

En el presente estudio, se consideré como establecimiento de estro vaginal
el primer ZT que mostrara en su totalidad células cornificadas. El establecimiento
de esta fase en los fotoperiodos 12:12 y 14:10 se dio mayoritariamente en el ZT6 lo
que corresponde para el fotoperiodo 12:12 a la mitad de la fotofase. En el
fotoperiodo de dias largos el establecimiento del estro se da con mayor frecuencia
en ZT2 que se acerca mas al encendido de las luces y en fotoperiodo de dia corto
la mayoria de las fases de estro se establecieron en el ZT22, el cual es dos horas
antes del encendido de las luces. De acuerdo a Juarez-Tapia et al. (2015) el jerbo
en fotoperiodo 12:12 exhibe actividad crepuscular, por lo que presenta dos
acrofases de actividad en 24 horas, una cerca del encendido de las luces y otra
cerca del apagado de estas, sin embargo, el que esta cercano al encendido de las
luces es mas robusto y podria explicar los resultados encontrados en el presente
estudio indicando asi una sincronizacion de la actividad locomotriz con la fase de
estro vaginal. De acuerdo a lo reportado por Juarez-Tapia, et al., (2015) en

fotoperiodo 16:8 este patrédn crepuscular se vuelve mas claro, pero con mayor
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actividad en el pico cercano al apagado de las luces; sin embargo, el estro que estan
presentando los jerbos en este fotoperiodo parece corresponder al pico del
encendido de las luces. Con respecto al fotoperiodo de dias cortos los componentes
que conforman la actividad bimodal del jerbo parecen estar distribuidos a lo largo
del dia, mostrando el pico cercano al apagado de las luces ligeramente marcado,
esto podria en parte ser una de las razones por la cual el éxito reproductivo del jerbo
disminuye en dias cortos, reflejando parte de la desincronizacion de los eventos
reproductivos que podrian estar siendo alterados por el fotoperiodo. En fotoperiodo
14:10 la actividad del jerbo también ha sido reportada como crepuscular, con un
pico mas evidente cercano al encendido de las luces (Weinert et al., 2006) que
podria indicar actividad cuando la jerbo esta en estro, de acuerdo a lo encontrado
en el presente estudio.

En fotoperiodo 12:12, 14:10 y 16:8 parece probable que el ciclo de actividad
locomotriz coincide, al menos en uno de sus picos con el estro, por lo que en caso
de haber copula habria mas probabilidades de haber fertilizacidon si la ovulacion
ocurre entre el ZT2 y el ZT15 como fue reportado por Marston y Chang (1966),
aunque desconocemos si esto esta siendo modificado por el fotoperiodo.

Tanto los cambios en el establecimiento del estro, como la irregularidad del
ciclo que estan respondiendo al fotoperiodo nos sugiere una desincronizacion entre
los eventos fisioldgicos que podrian estar regulando el indice reproductivo que el
jerbo de Mongolia expresa a lo largo del ano. Para que el éptimo funcionamiento del
eje reproductivo ocurra en el momento del afio con condiciones éptimas para el
desarrollo de las crias, este debe sincronizarse con las sefiales ambientales, por lo
que el fotoperiodo esta generando una desincronizacion al cambiar el patron de
secrecion de melatonina o en la expresion de los genes reloj en cualquier parte del

eje reproductivo y por una via que no he quedado clara hasta ahora.
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VII. CONCLUSIONES

El ciclo estral del jerbo es mas regular en el fotoperiodo 14:10, ya que varia
menos, en la duracion total y en la de cada una de sus fases en comparacién con
el que se expresa en los otros fotoperiodos.

En los fotoperiodos largo y corto los ciclos son muy variables, es decir,
irregulares y con una tendencia a ser mas largos en comparacion con el fotoperiodo
control.

La fase de estro vaginal dura mas en el fotoperiodo 16:8, pero no esta
relacionado con un aumento en la concentracion plasmatica de estradiol.

La fase de diestro dura mas en los fotoperiodos 8:16 y 16:8 En 8:16 parece
estar relacionada con un aumento en la concentracion de progesterona en la fase
de diestro.

La hora de establecimiento del estro vaginal presenta un patrén que se
mantiene en los fotoperiodos 12:12 y 14:10 (ZT 6), que se acerca mas al momento
en que se encienden las luces (ZT2) al alargar las horas de luz, mientras que, al
reducirlas, pasa a la fase de oscuridad (ZT22.

El fotoperiodo parece estar generando una desincronizacion de los eventos

que regulan la expresién del ciclo estral.
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VIIl. RESUMEN DE RESULTADOS

Resultados obtenidos

Fotoperiodo/Parametro 12:12 14:10 8:16 16:8
Duracion del ciclo (dias) 511 4+0.5 515 | 5+1.5
Regularidad del ciclo ++ +++ - -
Citologia vaginal _ D(1) E(1),
(En comparaciéon con 14:10) D(1)
P ZT6 ZT18 = =
Establecimiento de fases
E ZT6 ZT6 7722 ZT2
(ZT de maxima
M ZT2 ZT14 ZT14 | ZT18
frecuencia)
D ZT2 ZT22 ZT10 | ZT10
Concentraciones p ZT7 = = =
plasmaticas de E2 ZT19 = = =
(En comparacién con el b ZT7 = = =
mismo ZT y fase de 14:10) ZT19 = = =
Concentraciones E ZT7 = = =
plasmaticas de P4 ZT19 = = =
(En comparacién con el b ZT7 = 1 !
mismo ZT y fase de 14:10) ZT19 = = =

Tabla 4. Se muestra el resumen de los resultados encontrados en el presente estudio. +++=muy

regular ++=regular - = irregular. P=Proestro. E=Estro. M=Metaestro. D=Diestro. 1=Aumento.

l=disminucion.
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IX. ANEXOS

Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene. *Presenta diferencias significativas, p< 0.05

Variable Fotoperiodo Fotoperiodo Estadistico o]
dependiente N (J) de Levene
Ciclo estral 8:16 12:12 1.969 0.170
14:10 24.505 0.000*
16:8 0.381 0.541
12:12 8:16 1.969 0.170
14:10 10.153 0.003*
16:8 0.610 0.441
14:10 8:16 24.505 0.000*
12:12 10.153 0.003*
16:8 16.533 0.000*
16:8 8:16 0.381 0.541
12:12 0.610 0.441
14:10 16.533 0.000*
Proestro 8:16 12:12 1.575 0.218
14:10 0.099 0.755
16:8 1.444 0.238
12:12 8:16 1.575 0.218
14:10 1.300 0.262
16:8 0.039 0.845
14:10 8:16 0.099 0.755
12:12 1.300 0.262
16:8 1.171 0.287
16:8 8:16 1.444 0.238
12:12 0.039 0.845
14:10 1.171 0.287
Estro 8:16 12:12 0.122 0.729
14:10 7.045 0.012*
16:8 8.587 0.006*
12:12 8:16 0.122 0.729
14:10 5.415 0.026*
16:8 5.063 0.031*
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Variable Fotoperiodo Fotoperiodo Estadistico p
dependiente ) ) de Levene
Estro 14:10 8:16 7.045 0.012*
12:12 5.415 0.026*
16:8 25.607 0.000*
16:8 8:16 8.587 0.006*
12:12 5.063 0.031*
14:10 25.607 0.000*
Metaestro 8:16 12:12 0.373 0.546
14:10 3.697 0.063
16:8 0.594 0.446
12:12 8:16 0.373 0.546
14:10 1.633 0.210
16:8 2.002 0.166
14:10 8:16 3.697 0.063
12:12 1.633 0.210
16:8 8.327 0.007*
16:8 8:16 0.594 0.446
12:12 2.002 0.166
14:10 8.327 0.007*
Diestro 8:16 12:12 0.440 0.512
14:10 16.189 0.000*
16:8 0.559 0.460
12:12 8:16 0.440 0.512
14:10 7.275 0.011*
16:8 0.000 1.000
14:10 8:16 16.189 0.000*
12:12 7.275 0.011*
16:8 10.138 0.003*
16:8 8:16 0.559 0.460
12:12 0.000 1.000
14:10 10.138 0.003*
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Tabla 6. Valores de la prueba Kruskal Wallis que compara la concentracion de estradiol y progesterona entre

los diferentes fotoperiodos, fases y ZT. *Presenta diferencias significativas, p< 0.05.

X? P
Estradiol 24.918 0.009*
Progesterona 50.95 0.000*

Tabla 7. Valores de la prueba U de Mann Whitney que compara la concentracion de estradiol entre las

diferentes fases y ZT en un mismo fotoperiodo (Comparaciones intragrupo). *Presenta diferencias

significativas, p< 0.05.

Variable Fotoperiodo Fase/ZT Fasel/ZT
dependiente U] (J) P
Proestro/19 0.109
Proestro/7 Diestro/7 0.631
Diestro/19 0.150
Proestro/7 0.109
Proestro/19 Diestro/7 0.262
8:16 Diestro/19 0.631
Proestro/7 0.631
Diestro/7 Proestro/19 0.262
Estradiol Diestro/19 0.109
Proestro/7 0.150
Diestro/19 Proestro/19 0.631
Diestro/7 0.109
Proestro/19 0.123
Proestro/7 Diestro/7 0.754
Diestro/19 0.201
14:10 Proestro/7 0.123
Proestro/19 Diestro/7 0.697
Diestro/19 0.241
Diestro/7 Proestro/7 0.754
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Variable Fotoperiodo Fasel/ZT Fasel/ZT
dependiente U] (J) P

Diestro/7 Proestro/19 0.697

Diestro/19 0.465

14:10 Proestro/7 0.201

Diestro/19 Proestro/19 0.241

Diestro/7 0.465

Proestro/19 0.687

Proestro/7 Diestro/7 0.286
Diestro/19 0.004*

Estradiol Proestro/7 0.687
Proestro/19 Diestro/7 1.000

16:8 Diestro/19 0.054

Proestro/7 0.286

Diestro/7 Proestro/19 1.000

Diestro/19 0.087
Proestro/7 0.004*

Diestro/19 Proestro/19 0.054

Diestro/7 0.087

Tabla 8. Valores de la prueba U de Mann Withney que compara la concentracién de progesterona entre las

diferentes fases y ZT en un mismo fotoperiodo (Comparaciones intragrupo). *Presenta diferencias

significativas, p< 0.05.

Variable Fotoperiodo Fase/ZT Fase/ZT
dependiente ()] (J) P
Estro/19 1.000
Estro/7 Diestro/7 0.011*
Diestro/19 0.270
Progesterona 8:16 Estro/7 1.000
Estro/19 Diestro/7 0.011*
Diestro/19 0.270
Diestro/7 Estro/7 0.011*
Estro/19 0.011*
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Variable Fotoperiodo Fasel/ZT
dependiente U] FaselzT p
()

Diestro/7 Diestro/19 0.021*

Estro/7 1.000

Diestro/19 Estro/19 1.000

Diestro/7 0.021*

Estro/19 0.032*
Estro/7 Diestro/7 0.000*
Diestro/19 0.012*
Estro/7 0.032*
Estro/19 Diestro/7 0.000*

1410 Diestro/19 0.475
Estro/7 0.000*
Diestro/7 Estro/19 0.000*
Diestro/19 0.000*
Estro/7 0.012*

Diestro/19 Estro/19 0.475
Diestro/7 0.000*

Estro/19 0.149
Estro/7 Diestro/7 0.027*
Progesterona Diestro/19 0.001*
Estro/7 0.149

Estro/19 Diestro/7 0.361

16:8 Diestro/19 1.000
Estro/7 0.027*

Diestro/7 Estro/19 0.361

Diestro/19 0.584
Estro/7 0.001*

Diestro/19 Estro/19 1.000

Diestro/7 0.584
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Tabla 9. Valores de la prueba U de Mann Whitney que compara la concentracion de estradiol entre los

fotoperiodos 8:16 y 16:8 con 14:10 en la misma fase y ZT (Comparaciones intergrupo). *Presenta diferencias

significativas, p< 0.05.

Variable Fotoperiodo Fasel/ZT Fotoperiodo
dependiente U] (J) P
8:16 0.520
Proestro/7
16:8 0.100
8:16 0.300
Proestro/19
16:8 0.122
Estradiol 14:10
8:16 0.855
Diestro/7
16:8 0.221
8:16 0.865
Diestro/19
16:8 1.000

Tabla 10. Valores de la prueba U de Mann Whitney que compara la concentracién de estradiol entre los

fotoperiodos 8:16 y 16:8 con 14:10 en la misma fase y ZT (Comparaciones intergrupo). *Presenta diferencias

significativas, p< 0.05.

Variable Fotoperiodo Fase/ZT Fotoperiodo p
dependiente N (J)
8:16 0.109
Estro/7
16:8 0.262
8:16 0.475
Estro/19
16:8 1.000
Progesterona 14:10
8:16 0.021*
Diestro/7
16:8 0.014*
8:16 1.000
Diestro/19
16:8 1.000
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