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1. INTRODUCCION

1. Cronobiologia

La cronobiologia es la disciplina que estudia la naturaleza y funcién de los ritmos
bioldgicos. El término ritmo bioldgico se aplica a toda oscilacion regular en el tiempo
de una variable bioldgica. Existe una amplia gama de frecuencias en los ritmos
bioldgicos, que pueden ir desde un ciclo por milisegundo hasta un ciclo cada varios
afios (Cardinali et al., 1994).

2. Sistemas circadianos

Si analizamos el significado etimoldgico del término circadiano obtendremos una
de las principales caracteristicas de estos sistemas, su extension, de aproximadamente
24 horas: “circa”, alrededor, en torno a, y “dies”, dia (Morris et al., 2012). Los ritmos
circadianos son aquellos que se dan con una periodicidad de 24 horas, pudiendo
presentar en condiciones constantes una duracién minima de 20-22 horas y maxima de
26-28 horas. Tienen caracter endégeno, es decir, son generados por el organismo, si
bien, estan sincronizados con determinados factores ambientales como el ciclo de luz-
oscuridad (LO) (Cardinali et al., 1994; Aguilar-Roblero et al., 2004).

Los sistemas circadianos se componen de una o varias entradas (sincronizadores),
un marcapasos o reloj central y una serie de vias eferentes o salidas desde los
marcapasos a los sistemas efectores (ritmo manifiesto) (Cardinali et al., 1994) (Fig.1).
La entrada principal del sistema es la luz; la alternancia del ciclo LO, el reloj central es
el ndcleo supraquiasmatico (NSQ) y una de las principales salidas es el ritmo de

melatonina.
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Figura 1. Componentes del sistema circadiano.

2.1.El Reloj Bioldgico en los mamiferos: Nucleo supraquiasmatico.

Durante la mayor parte de la evolucion de las especies la duracién de los ciclos de
LO ha sido de 24 horas, por lo que fue ventajoso para los animales modular su
metabolismo, actividad locomotora y en definitiva su fisiologia sobre un periodo de 24
horas para preservar energia, reducir la presion de depredacién y evitar la apariciéon de
procesos celulares antagonistas (Li et al., 2012; Thut et al., 2012; Reiter et al., 2013).
Por todo esto practicamente todas las especies, incluido el hombre, desarrollaron un
reloj bioldgico sensible a la luz cuya funcién esta gobernada por el ciclo LO, ya que esta
es la variable regular més recurrente en el medioambiente (Brainard et al., 1983; 1984;
Meng et al., 2011). Hemos adquirido un sistema de control temporal endégeno mediante
el desarrollo de un grupo de neuronas capaces de monitorizar el fotoperiodo ambiental
que sincroniza de forma 6ptima la fisiologia y el comportamiento de los organismos con

el dia solar.

En mamiferos, el reloj maestro o generador de ritmos central encargado de
controlar la ritmicidad tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en los tejidos
periféricos se encuentra en el NSQ del hipotalamo. Su funcion es orquestar todos los
ritmos circadianos conocidos (Fig.2) (Swanson y Cowan, 1975; Gillette y Tischkau,
1999; Li et al., 2012; Reiter et al., 2013).



Figura 2. Nucleo supraquiasmatico: marcapasos circadiano central. EI NSQ recibe la informacion
fotoperiddica y actla sobre una gran cantidad de procesos fisiolgicos y de comportamiento. Tomada de
Voigt et al., (2013).

ElI NSQ estéa localizado en el hipotalamo anterior, en el area predptica mediobasal,
justo en la unién del diencéfalo y el telencéfalo y directamente sobre el quiasma dptico
(Reiter etal., 2013). Esta constituido por una gran cantidad de células gliales y
neuronas, células que expresan una ritmicidad endégena muy precisa en su
funcionamiento. Este grupo de neuronas presenta un ritmo de actividad intrinseco que

es algo superior a la duracion del dia, préximo a las 25 horas.

Una caracteristica del reloj biolégico es su capacidad para reajustarse ante
cambios en el medioambiente (Maronde y Stehle, 2007). Esta capacidad es importante
en el contexto de los ajustes estacionales a la duracion del dia y sobre todo para las
personas que se ven obligadas a trabajar y a dormir fuera de los horarios normales,

como son los trabajadores a turnos, o a viajar a diferentes zonas horarias.

La ritmicidad endogena que presentan los ritmos circadianos y que les permite
seguir funcionando correctamente a pesar de que se alteren las condiciones ambientales
se genera a nivel celular. Cada neurona del NSQ tiene la maquinaria molecular

necesaria para generar ritmicidad circadiana. Los ritmos en el NSQ estdn mediados por



los bucles de retroalimentacion transcripcionales y traduccionales de los genes reloj,
como perl, per2, per3, cryl, cry2, Clock, Bmall, decl, dec2 y Rev erb a. Los genes
reloj clave son Bmall y Clock, ya que sus productos genicos forman un heterodimero
que se une a una secuencia génica especifica, conocida como “E-box”, en la region
promotora de otros genes reloj como perl, per2, cryl y cry2 induciendo su expresion
(Kennaway, 2005; Zawilska et al., 2009; Reiter et al., 2011; Voigt et al., 2013). Ademés
de los genes reloj hay otros que también son regulados por el heterodimero Bmal-Clock,

como dbp, usf, myc, sox 3, el gen de la vasopresina, pai-1... (Kennaway, 2005).

Ademaés del NSQ el resto de tejidos del organismo presentan relojes internos que
controlan los eventos moleculares que se dan cada 24 horas. Todas las células del
organismo presentan ritmos circadianos que son sincronizados por el NSQ de forma
directa, mediante la comunicacion con células nerviosas o la liberacion de hormonas
como la melatonina, oxitocina o vasopresina al torrente sanguineo. Pueden ser
regulados también por otros factores externos ademas de la luz, como la ingesta de
alimentos. Un patrén de alimentacién anormal puede causar alteraciones en los ritmos
circadianos periféricos del intestino e higado, por ejemplo, que se veran desincronizados
de los ritmos centrales. Los tejidos periféricos expresan ritmos autosostenidos capaces
de funcionar independientemente del NSQ, ya que aunque se produzca una lesién en el
NSQ que acabe con la ritmicidad circadiana los relojes periféricos continian mostrando
ritmicidad, sin embargo estos ritmos periféricos acabaran desincronizados entre si a lo
largo del tiempo (Voigt et al., 2013) (Fig.3).
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Figura 3. Efecto de la desincronizacion sobre los relojes central y periféricos. Tomada de Voigt et
al., (2013).

2.2.Glandula pineal

La glandula pineal es un transductor neuroendocrino situado en la linea media del
cerebro. Su funcidn principal es transducir la informacion de luz y oscuridad a todo el
organismo mediante la sintesis y secrecion de melatonina (Lerner et al., 1959; Reiter,
1991; Magller y Baeres, 2002; Borjigin et al., 2012).

El 80% del componente celular de la glandula pineal estd constituido por
pinealocitos. Se trata de células poliédricas con prolongaciones citoplasmaticas que
terminan en los espacios perivasculares e intercelulares (Aguilar-Roblero et al., 2004).
En los mamiferos, estas células proceden de células fotorreceptoras similares a las
células retinianas, pero a lo largo de la evolucion fueron perdiendo esta capacidad
sensorial para convertirse en células endocrinas con actividad secretora (Maronde y

Stehle, 2007). Los pinealocitos son las células encargadas de producir indolaminas a



partir del Triptofano (Trp), la principal de las cuales es la melatonina. El resto de
componentes celulares de la glandula pineal son elementos vasculares, terminaciones

nerviosas y células de la glia.

La glandula pineal estd conectada con el NSQ del hipotalamo, del cual recibe
impulsos nerviosos a través de una via multisinaptica mediante fibras nerviosas
simpaticas. Esta también inervada por el sistema nervioso parasimpatico, aunque aun no

esta claro cual es su funcion (Borjigin et al., 2012).

2.3.Via nerviosa. Inervacion de la glandula pineal.

La funcion de los ciclos de LO es ajustar el periodo de actividad del NSQ a 24
horas. Para que esta sincronizacion se pueda llevar a cabo es necesaria la percepcion de
la luz por unas células fotosensibles altamente especializadas. Estas células son las
células ganglionares de la retina. Las células ganglionares implicadas en este proceso
representan solo un 1-2% de la poblacion total de células ganglionares (Reiter et al.,
2011). Son células que presentan su propio fotopigmento especializado: melanopsina, y
tienen la capacidad de convertir las sefiales luminosas en sefiales eléctricas. Estas
células entran en contacto con una serie de neuronas especializadas que forman parte
del tracto retinohipotalamico, que conecta la retina con el NSQ (Mason y Lincoln, 1976;
Aguilar-Roblero et al., 2004; Reiter et al., 2013). Los axones de las células ganglionares
envian su informacion principalmente hacia el nervio Optico, en lugar de proyectarla
hacia el nucleo geniculado lateral y otros centros visuales. Los axones viajan por el
nervio dptico hasta el quiasma optico, desde donde divergen hasta penetrar en el NSQ,

donde sinapsan con las neuronas reloj.

El circuito que conecta la glandula pineal con el NSQ es uno de los mas
conocidos del cerebro, con unos componentes muy bien definidos. Los axones de las
neuronas del NSQ proyectan hacia el ndcleo paraventricular (NPV) del hipotalamo,
entre otros lugares. Las fibras nerviosas, que son neuronas preganglionares simpaticas,
descienden a través del tronco cerebral sin hacer otros contactos sinapticos hasta llegar a
la columna celular intermediolateral (IML) del corddn toracico superior. Tras hacer

sinapsis con estas células los axones preganglionares abandonan la médula espinal y



atraviesan la cadena simpatica hacia el ganglio cervical superior (GCS), donde hacen la
ultima sinapsis. Desde aqui los axones de las neuronas postganglionares acompafian a
los vasos sanguineos hacia la glandula pineal. Una vez en ella, las fibras
postganglionares quedan en estrecha proximidad con los pinealocitos (Mgller y Baeres,
2002; Reiter et al., 2011) (Fig.4).

En oscuridad el NSQ envia un impulso nervioso que produce una descarga de
noradrenalina (NA) desde las terminaciones nerviosas postganglionares cercanas a los
pinealocitos. La NA actia sobre los receptores B-adrenérgicos de la membrana de los
pinealocitos (Reiter etal., 2011). Esta accién culmina en una serie de eventos
moleculares que conducen al aumento de la sintesis y liberacion de melatonina por la

glandula pineal asociado con la oscuridad (Huang et al., 2008; Reiter et al., 2011).
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Figura 4. Inervacién de la glandula pineal. Tomada de Reiter et al., (2009).



3. Melatonina

3.1.Sintesis de melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona neuroendocrina de
naturaleza lipofilica. Se sintetiza a partir del aminoécido Trp a través de una ruta
compuesta por cuatro reacciones enzimaticas, los pinealocitos toman el Trp de la sangre
y lo transforman en serotonina mediante una hidroxilacion y una descarboxilacion. La
hidroxilacion da lugar a la conversion de Trp en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) por la
enzima triptéfano hidroxilasa 1 (TPH1) y la descarboxilacion da lugar a la sintesis de 5-
hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina por la enzima 5-hidroxitriptéfano descarboxilasa.
La serotonina es transformada en N-acetilserotonina (NAS) por la enzima
arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT) y a continuacion la N-acetilserotonina es
metilada a melatonina en una reaccién catalizada por la hidroxiindol-orto-
metiltransferasa (HIOMT) o N-acetilserotonina metiltransferasa (ASMT) (Axelrod y
Weissbach, 1960; Klein, 1985) (Fig.5).

o HO HO
TPH1 o 5-Hidroxitriptofano
[ " OH | oH descarboxilasa
N -
N ‘ B N NH; - N l NHz
H
H

Triptéfano 5- Hidroxitriptéfano Serotonina
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/O
o HO Y
HIOMT Qj’\lj\
= i
N l NH; N NH;
H

N-Acetilserotonina

Melatonina

Figura 5. Biosintesis de melatonina.

Tras su sintesis, la melatonina no queda almacenada en los pinealocitos sino que
es liberada rapidamente a los capilares presentes en la glandula y desde aqui a otros
fluidos corporales como al liquido seminal, liquido folicular, bilis, fluido

cerebroespinal, saliva y liquido amniotico (Wilkinson et al., 1977; Zawilska et al., 2009;



Reiter et al., 2011; Tamura et al., 2014). Es decir, a medida que aumenta la sintesis de
melatonina en la gldndula pineal aumentaran del mismo modo los niveles de dicha

indolamina en estos fluidos.

Los niveles de melatonina en sangre se encuentran bajos a lo largo del dia,
produciéndose un aumento significativo durante la noche, siendo el periodo de
secrecion de melatonina proporcional a la duracion del periodo de oscuridad (Fig.6)
(Maronde y Stehle, 2007; Zawilska et al., 2009). En roedores se ha visto que no solo la
melatonina, sino que los cuatro intermediarios de la reaccion y principalmente las
enzimas AANAT e HIOMT presentan ritmicidad circadiana con niveles maximos
durante la noche (Klein y Weller, 1970; Klein et al., 1996; Zawilska et al., 2009;
Borjigin et al., 2012).

Niveles de melatonina en sangre

22:00 10:00
Noche biolégica

Figura 6. Ritmo de la secrecién de melatonina.

Durante el dia se detectan altos niveles de serotonina en la glandula pineal. En los
casos en los que no hay sintesis de melatonina la cantidad de serotonina sigue
aumentando durante la noche, pero en los casos en los que si se sintetiza tanto sus
niveles como los de 5-HTP caen a valores por debajo de los detectados durante el dia,
ya que son usados para la sintesis de melatonina. La enzima limitante, clave, en la

sintesis de serotonina es la TPH1. La modificacion postraduccional de dicha enzima



mediante la fosforilacion de la serina-58 la estabiliza y conduce a un aumento en la
sintesis de serotonina durante la noche (Huang et al., 2008).

Clasicamente se ha considerado que la AANAT es la enzima limitante en la
produccién de melatonina debido a su actividad ritmica (Klein et al., 1996; Klein 2007;
Zawilska et al., 2009). Durante el dia la actividad enzimética de la AANAT es muy baja
debido a los bajos niveles presentes de esta enzima, lo que limita la produccion de
melatonina. El ritmo de transcripcion de la AANAT esta regulado por el circuito
nervioso que dirige la actividad circadiana en la glandula pineal. La NA liberada por las
fibras nerviosas procedentes del GCS sobre la glandula pineal actia sobre receptores a-
y B-adrenérgicos incrementando los niveles de AMPc. EI AMPc produce la
fosforilacion de protein-kinasas dependientes de AMPc, lo que conduce a un aumento
de los niveles de ARNm de la enzima AANAT (Vanecek etal., 1985; Klein, 1985;
Roseboom et al., 1996; Ho y Chik, 2010).

También son importantes las mutaciones en las HIOMT, que dan lugar a bajos
niveles de melatonina, y cada vez estan centrando mas el interés de las investigaciones
(Borjigin et al., 2012).

Ademas de la glandula pineal, otros tejidos periféricos como la retina, el tracto
gastrointestinal, la piel, leucocitos, médula dsea... producen melatonina, aunque a
diferencia de la glandula pineal no la producen de forma ritmica. De hecho es muy
posible que todos los 6rganos sean capaces de producirla ya que su sintesis podria darse
en las mitocondrias, organulos presentes en todas las células eucaridticas (Tan et al.,
2013). En el aparato reproductor femenino se ha visto que se puede producir melatonina
en los ovarios, en los ovocitos, en las células del cumulus y en la placenta (Itoh et al.,
1999; Lanoix et al., 2008; El-Raey et al., 2011; Sakaguchi et al., 2013).

En el organismo no hay barreras morfofisiologicas para la melatonina. Es capaz,
por ejemplo, de atravesar sin problemas la barrera hematoencefalica y la placenta,
alcanzando al feto. Es una molécula muy ubicua y capaz de ser transferida facilmente
entre los diferentes compartimentos celulares. Esta caracteristica es la que le permite
ejercer efectos protectores sobre todos los rganos maternos, sobre la placenta y el feto
(Klein, 1972; Reppert et al., 1979; Schenker et al., 1998; Reiter et al., 2013).



3.2.Funciones de la melatonina

La secrecion ritmica de melatonina a su vez ejerce una influencia sobre otros
ritmos circadianos como el de vigilia/suefio o la temperatura corporal, y esta implicada
en otras muchas funciones generales como la reproduccion, el metabolismo,
carcinogenesis y la regulacion del sistema inmunitario (Fig.7). Ademas puede actuar
contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS) debido a su efecto
antioxidante, capacidad que explica los grandes beneficios que tiene a nivel del aparato
reproductor y como agente antienvejecimiento (Tamura etal., 2014). La melatonina
también ejerce un papel critico en la sincronizacion de las actividades reproductivas en
especies reproductoras estacionales. En humanos, variaciones en los niveles de
melatonina estan relacionadas con alteraciones del suefio, depresion psicoldgica,
alteraciones metabdlicas en la regulacién del peso corporal, déficit de atencion,
hiperactividad... Aunque las investigaciones sobre la melatonina y los ritmos
circadianos estan avanzando mucho y es muy probable que los descubrimientos hasta la
fecha sean solo una pequefia fraccion de las funciones reales de la melatonina y la
ritmicidad circadiana (Reiter et al., 2009; 2013).
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Figura 7. Algunas de las funciones fisioldgicas con ritmicidad circadiana. Tomada de

http://portadordeluz.wordpress.com/



3.3.Receptores de melatonina

Muchas de las acciones de la melatonina estan mediadas por su actuacién sobre
receptores de membrana especificos, aunque también puede actuar a través de

mecanismos no mediados por receptor.

Hay diferentes subtipos de receptores de melatonina: MT1, MT2, MT3 y

receptores nucleares.

- Los receptores MT1 y MT2 pertenecen a la familia de receptores con siete
regiones transmembrana acoplados a proteina G. La activacion de la proteina G conduce
a una disminucion de los niveles de AMPc, ya que inhibe a una adenilato ciclasa (AC).
En algunas células la proteina G activa a una fosfolipasa C (PLC) B y PLCg, lo que
aumenta los niveles de Ca™ y activa una sefializacion mediada por calmodulina, una
calmodulina kinasa y calreticulina. Ademas MT1 también puede estar asociado con el
canal de potasio KIR3. Se ha visto que estos receptores también pueden promover la
actividad de una c-Jun-N-terminal Kinasa, aunque la ruta precisa de sefializacién no se
conoce. Estos receptores pueden actuar como mondmeros o formar homodimeros y
heterodimeros, aunque aun no esta claro si los efectos de la melatonina al actuar sobre
estos dimeros son diferentes a los que tiene al actuar sobre los monémeros (Slominski
et al., 2012). Se ha encontrado la expresién del receptor MT1 en tejido nervioso (sobre
todo en el hipotalamo, en concreto en el NSQ, NPV, nucleo sexual dimoérfico del area
predptica o nucleo intermedio del hipotalamo anterior, nicleo arcuato, eminencia
media...), en la hipofisis (en gran cantidad en la pars tuberalis, y con menor intensidad
en las células glandulares de la adenohipdfisis y en las fibras nerviosas de la
neurohipdfisis, mientras que en la regién intermedia no se expresa), y en 6rganos como
testiculos y ovarios, entre otros. El receptor MT2 se expresa en el cerebro (NSQ e
hipotdlamo), hipofisis, testiculos, retina y glandula mamaria, entre otros (Wu et al.,
2006; Slominski et al., 2012).

- El receptor MT3 es una enzima citosélica, una quinona reductasa Il. Se trata de
un receptor no acoplado a proteina G con una alta afinidad por la melatonina. Este
receptor se ha encontrado en especies como hamster y conejo, pero ain no se ha
encontrado en humanos. Se expresa en higado, rifién, corazon, tejido adiposo, retina y
cerebro (Slominski et al., 2012).



- Los receptores de melatonina nucleares pertenecen al grupo ROR/RZR (Retinoid
Orphan Receptor/Retinoid Z receptor). Se han encontrado en tejido nervioso, adiposo,
piel, testiculos, cartilago e higado. Hay investigadores que afirman que la melatonina
regula los receptores nucleares mediante el receptor de membrana MT1 (Slominski
etal., 2012).

4. Eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonadal

El hipotdlamo se encuentra ubicado en el diencéfalo, debajo del talamo. Ocupa
menos del 1% del volumen encefalico total pero tiene una gran importancia ya que es el
centro de la homeostasis y ademas contiene centros para varios impulsos conductuales.
Recibe aferencias de mudltiples origenes como el cerebro, la formacion reticular y
distintos receptores sensitivos. Las eferencias del hipotadlamo influyen en muchas
funciones de la division autdbnoma del sistema nervioso y en diversas funciones
endocrinas. Las neurohormonas hipotalamicas controlan la liberacién de hormonas de la
adenohipofisis y son conocidas como hormonas liberadoras o inhibidoras (Silverthorn,
2007).

La hipdfisis es una glandula conectada con el hipotdlamo mediante un tallo
delgado, la eminencia media. Esta formada por dos tipos de tejidos diferentes que se

unen durante el desarrollo embrionario:

- La adenohipdfisis o hipofisis anterior es una verdadera glandula endocrina de
origen epitelial. Las hormonas secretadas por ella son las hormonas adenohipofisarias y
se conocen como hormonas tréficas, ya que la mayoria de ellas tienen como diana otra
glandula o célula endocrina. Las hormonas de la adenohipofisis controlan tantas
funciones vitales que esta glandula es conocida como “gldndula maestra”. Controlan

procesos tan complejos como la reproduccion, el crecimiento o el metabolismo.

- La neurohipdfisis o hipdfisis posterior es una extension del tejido nervioso del
cerebro. Las hormonas que secreta se conocen como neurohormonas y son producidas
en el hipotdlamo. A través del sistema porta hipotalamo-hipofisis las neurohormonas
alcanzan la hipofisis, donde se almacenan y son liberadas en el momento adecuado.

Estas neurohormonas son dos: oxitocina y vasopresina.



4.1.Eje hipotalamo-hipofisis gonadal y reproduccion

La reproduccion estd controlada a nivel central. EI control hormonal de la
reproduccion sigue el patron bésico hipotdlamo, lobulo anterior de la hipofisis y
glandulas periféricas. Las vias que regulan la reproduccion comienzan con la secrecion
de hormonas peptidicas en el hipotdlamo y el I6bulo anterior de la hipdfisis. Las
hormonas troficas adenohipofisarias controlan la secrecion en las gonadas de hormonas
esteroideas sexuales, como androgenos, estrégenos y progesterona. Si bien el control
principal de la funcion gonadal se encuentra en el encéfalo, las gonadas también
influyen en su propio funcionamiento, ya que tanto los ovarios como los testiculos

secretan hormonas que acttian en forma directa sobre la hipdfisis (Silverthorn, 2007).

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) del hipotdlamo controla la
secrecion de las gonadotropinas del 16bulo anterior de la hipofisis. La GnRH se libera
en forma de pulsos que se dan cada 1-3 horas por las neuronas GnRH. Alcanza la
adenohipofisis a través del sistema porta hipotalamo-hip6fisis y actla sobre las células
gonadotropas, encargadas de producir las gonadotropinas. Estas gonadotropinas son la
hormona foliculoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). La FSH es
necesaria, junto con las hormonas sexuales esteroideas para iniciar y mantener la
gametogénesis. La LH actda principalmente sobre las células endocrinas estimulando la
sintesis de hormonas sexuales esteroideas (Silverthorn, 2007).

Cuando las concentraciones circulantes de esteroides gonadales son bajas la
adenohipofisis secreta FSH y LH, pero cuando la concentracion de esteroides alcanza
cierto nivel se da un ciclo de retroalimentacién negativa que inhibe la liberacion de
gonadotropinas. Los andrdgenos siempre influyen sobre la liberacién de gonadotropinas
mediante retroalimentacion negativa, es decir, si los niveles de andrdgenos se elevan la
liberacion de FSH y LH se ve inhibida. Por otro lado, bajas concentraciones de
estrégenos activan un ciclo de retroalimentacion negativa, mientras que si la
concentracion de estrogenos aumenta rapidamente hasta un valor superior a un umbral
durante al menos 36 horas la retroalimentacion se modifica de negativa a positiva

estimulandose la secrecion de gonadotropinas, en particular de LH.



4.2.Ciclo reproductor en la rata: Ciclo del estro.

La progresion del ciclo reproductor en la mujer y en la rata es diferente. En
mujeres se trata de un ciclo menstrual de 28 dias, mientras que en la rata el ciclo se
conoce como ciclo estral, es mas corto que en la mujer, con una duracién de 4-5 dias, y
no se produce sangrado (Fig.8) (Hagenauer y Lee, 2012; Fernandez et al., 2013). Se
diferencian ademas por la ausencia, en rata, de fase luteal (excepto en los casos de
estimulacion vaginocervical, lo que se conoce como pseudoprefiez). El ciclo estral
presenta cuatro fases: diestro, proestro, estro y metaestro. Los dos primeros estadios del
ciclo, metaestro y diestro, se caracterizan por bajos niveles de estradiol y los foliculos
reclutados durante el ciclo estral previo progresan de foliculos antrales tempranos a
foliculos preovulatorios. Al final del diestro e inicio del proestro, los foliculos ovéricos
se encuentran en estadio preovulatorio y secretan altas cantidades de estradiol,
apareciendo un pico de dicha hormona. Este aumento en los niveles de estradiol
conduce a una serie de cambios moleculares y morfoldgicos en las neuronas GnRH y en
las interneuronas que las rodean y modulan. EIl resultado final es que en la tarde del
proestro, las neuronas GnRH liberan un pico de GnRH, que conduce a la liberacion de
un bolo de FSH y LH en la hipdfisis. Tanto la FSH como la LH acttan en el ovario,
produciendo la FSH el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos antrales,
mientras que la LH inducen la ovulacién. Las aferencias sobre las neuronas GnRH que
regulan la liberacion del pico de GnRH son el aumento de los niveles de estrogenos en
el dia del proestro producidos por los foliculos ovaricos en maduracion, que se produce
unas 12 horas antes de la ovulacién, y la informacién del momento del dia aportada por
el NSQ. Este pico de estrégenos va seguido unas horas méas tarde por un pico de
progesterona. La ovulacidn se da ese dia por la noche y, a pesar de la disminucion de los
niveles hormonales, va seguida de un periodo de receptividad sexual conocido como
estro (Becker, 2002; Fernandez et al., 2013; Miller y Takahashi, 2013).
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Figura 8. Niveles hormonales a lo largo del ciclo estral de la rata. Tomada de Miller y Takahashi,
(2013).

4.3.Evolucién del eje HHG a lo largo del desarrollo. Diferentes periodos del
desarrollo sexual en la rata.

A medida que se da el desarrollo sexual de la rata se produce de forma paralela la
evolucion del eje HHG. El comportamiento del eje varia en las diferentes etapas del
desarrollo. En base a la clasificacion de Ojeda (1986) los periodos del desarrollo de la

rata son:

- Periodo neoatal: entre el nacimiento y el dia 7 de vida.

- Periodo infantil: desde el dia 8 al 21 de vida.

- Periodo juvenil o prepuberal: entre los dias 21 y 32 de edad.
- Periodo puberal: desde el dia 32 hasta la apertura vaginal.

- Periodo adulto: desde el dia de la apertura vaginal.

El dia 12 de gestacién el feto comienza a producir GnRH y desde el dia 17 se
detecta la produccién de gonadotropinas, que permanecen a unos niveles muy bajos
hasta el momento del nacimiento (Chiappa y Fink, 1977; Salisbury et al., 1982; Begeot
etal., 1984; Aubert et al., 1985). Durante el periodo neonatal aumenta la secrecion de
gonadotropinas debido a que la madre aporta mediante leche materna una sustancia
similar a la GnRH (Smith-White y Ojeda, 1984). Pero en esta etapa, hasta los 4-5 dias

de vida, la rata no presenta receptores para gonadotropinas en el ovario (Funkenstein et



al., 1980), por lo que no responde a ellas, y el mecanismo feedback negativo de los
estrogenos tampoco es funcional (Smith-White y Ojeda, 1981). A lo largo de esta etapa
el cerebro va adquiriendo el control sobre la funcion ovérica, observandose un aumento
en la cantidad de receptores en el ovario para gonadotropinas (Smith-White y Ojeda,
1981; Ojeda et al., 1986), sobre todo para FSH, asi como una mayor respuesta de
esteroides sexuales a las gonadotropinas hacia el final de este periodo (Funkenstein et
al., 1980). En el periodo infantil los cambios que se dan en el eje HHG afectan al
comienzo de la pubertad (Ojeda et al., 1986). Se da un aumento de los niveles de FSH,
alcanzando un pico a los 12 dias de vida (Ojeda y Ramirez, 1972; Meijs-Roelofs et al.,
1973). La actividad de las neuronas GnRH es mayor, aunque descargan de forma
asincronica. Puntualmente producen descargas de forma sincronica y esto junto con la
ineficacia del feedback negativo de los estrogenos permiten mantener elevados los
niveles de gonadotropinas. El dia 16 comienzan a detectarse niveles de estradiol libre en
sangre (Andrews et al.,1981). Tras el dia 12 el mecanismo feedback de estradiol
comienza a funcionar, quedando completamente operativo a los 15 dias de vida, las
neuronas GnRH muestran una mayor sincronizacion y los niveles de FSH comienzan a
disminuir (Ojeda et al., 1986; Sokka y Huhtaniemi, 1995). Al comienzo del periodo
juvenil o prepuberal el eje se encuentra en estado quiescente, lo que se manifiesta con
unos niveles de FSH disminuidos, ausencia de los picos de LH (aungue su secrecion es
pulsatil) y un aumento de los niveles de estradiol en sangre. El eje HHG tiene la
capacidad de responder a los estrogenos con un aumento en la secrecion de
gonadotropinas, aunque no se produce el pico preovulatorio (Ojeda et al., 1986). Hacia
el final de esta fase los niveles de LH comienzan a aumentar y se hace patente un
aumento en la amplitud del pulso que tiene lugar durante la tarde (Meijs-Roelofs et al.,
1983). Se produce la maduracion del ovario gracias a la accion de las gonadotropinas y
de otras hormonas como prolactina y hormona del crecimiento. El desencadenamiento
de la pubertad en la hembra se caracteriza por la apertura vaginal, la primera ovulacion
y la iniciacion de los ciclos del estro, entre otros hechos. Para que se produzca es
necesario el desarrollo de un mecanismo de feedback esteroideo sobre las

gonadotropinas a nivel hipofisario (Pinilla, 1992).

En roedores el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios se va produciendo

de forma progresiva durante el periodo juvenil, acelerandose cuando el momento de



adquisicién de la competencia reproductiva se acerca (Ojeda y Urbanski, 1994).
Ademaés, a diferencia de en los humanos, la estacionalidad puede jugar un papel
importante en la determinacion del momento y rapidez del desarrollo sexual secundario

(Hagenauer y Lee, 2012).

5. Melatonina, pubertad y reproduccion

La melatonina tiene efectos importantes en el desarrollo de la pubertad y en el
comportamiento y fisiologia reproductivos en muchas especies debido a su actuacion a
nivel del eje HHG (Fig.9) (Kennaway, 2005; Navara y Nelson, 2007; Tamura et al.,
2014). La presencia de MT1, antes descrita, en las neuronas del NSQ indica que la
melatonina actla sobre esta subpoblacion de neuronas ejerciendo una importante
influencia sobre su ritmicidad. Ademés la melatonina refuerza la ritmicidad circadiana
enddgena en otros sistemas hipotalamicos. De hecho, ademas de su funcion circadiana
la melatonina esta implicada en la regulacion de la reproduccion, suefio, estrés, humor,
temperatura corporal y cognicion, funciones mediadas por el hipotdlamo. En roedores,
lesiones en el NSQ acaban con la ovulacion y conducen a un estado de estro permanente
(Raisman y Brown-Grant, 1977; Chappell, 2005). EI NSQ envia sefiales a las neuronas
GnRH que permiten que se produzca el pico de LH cuando los niveles de estrogenos
son altos, lo que conduce a la ovulacion. Ademas la expresion de los genes reloj en los
diferentes niveles del eje permiten que se produzca de forma sincronizada la secrecion
pulsatil de las hormonas y prepara al ovario para la ovulacion (Sellix y Menaker, 2010;

Hagenauer y Lee, 2012).
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Figura 9. Influencia de la melatonina sobre el eje HHG.

La primera evidencia que se tiene de que esta molécula altera la funcion
reproductiva data de finales del siglo XIX, cuando se demostr6 que tumores en la
glandula pineal alteran el desarrollo de la pubertad (Carlomagno et al., 2011), aunque no
fue hasta unos afios méas tarde con el descubrimiento de la melatonina cuando se
comprendié el mecanismo que media estos efectos. Se han encontrado niveles de
melatonina mas altos de lo normal en nifios con pubertad precoz y méas bajos en nifios
con retraso en la pubertad (Silman et al., 1979). En 1993 se descubri6 que la melatonina
tiene la capacidad de estimular la actuacion de enzimas antioxidantes, reduciendo los
niveles de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, lo que tienen una gran
importancia para el correcto funcionamiento de las células y oOrganos, incluido el

sistema reproductivo.

La principal funcion del sistema circadiano sobre el sistema reproductor es
coordinar la ovulacion, la receptividad y vigilia de la hembra y la actividad y vigilia en
el macho (Kennaway, 2005). Cualquier alteracion de los estimulos que sincronizan a los
ritmos circadianos se relaciona con los cambios estacionales en el inicio de la pubertad

y los ciclos de fertilidad e infertilidad.



5.1.Melatonina y pubertad

Los ritmos de melatonina normales estan estrechamente relacionados con los de
las hormonas reproductivas durante la infancia y la pubertad. Los altos niveles de
melatonina que se observan durante el periodo prepuberal pueden ayudar a mantener al
eje HHG en un estado quiescente ya que a mayores niveles de melatonina los niveles de
LH, FSH y testosterona seran mas bajos (Bellastela et al., 1987; Tamura et al., 2008),
aungue durante la noche se observa una disminucion en los niveles de dicha hormona en
ciertos estadios del desarrollo puberal (Murcia Garcia et al., 2002). Hay estudios en
humanos que tratan de determinar si la aparicién de la menarquia se da de forma
estacional en funcion de las caracteristicas circadianas y del fotoperiodo que se estan
viendo muy dificultados ya que intervienen ademas otros factores como el tamafio al

nacer, nutricion, clima, estrés, condiciones de vida...

Durante la pubertad hay una importante ritmicidad en la secrecion de
gonadotropinas y de esteroides sexuales en ambos sexos, alcanzandose los niveles méas
altos durante la noche. En la vida adulta desaparece esta ritmicidad (Bellastela et al.,
1987; Tamura et al., 2008).

5.2.Melatoninay reproduccién

En general se considera que los humanos, como algunos roedores, tenemos la
capacidad de reproducirnos todo el afio, aunque lo cierto es que en parte tenemos una
cierta estacionalidad en cuanto al momento del nacimiento debido a las fluctuaciones
estacionales que se dan en el momento de la concepcion (Tamura et al., 2008). Esta
variabilidad estacional se pone de manifiesto en las tasas de fertilizacion, en la calidad
embrionaria, concentracion espermatica, condensacion de la cromatina... presentando
picos importantes durante el final del invierno y el inicio de la primavera. Estos cambios
estacionales de la fertilidad tienen su origen en los cambios que sufre la secrecion de
melatonina (Bronson, 1995; Rojansky et al., 2000; Henkel et al., 2001; Tamura et al.,
2008).

Se ha determinado la expresion de receptores de melatonina en las neuronas

GnRH vy en diferentes células del aparato reproductor. Se ha encontrado también la



presencia de melatonina, de sus precursores NAS y serotonina y de las enzimas
AANAT e HIOMT, implicadas en su sintesis, en los ovarios. En el liquido seminal y en
el liquido folicular también se ha detectado la presencia de melatonina, siendo en este
ultimo los niveles diez veces méas altos que los detectados en plasma (Tamura et al.,
2014). Esta melatonina procede en parte de la sangre y en parte de los ovarios,
probablemente de las células de la granulosa, que tienen la capacidad de sintetizar
melatonina. Ademas, los niveles de melatonina en el ovario y liquido folicular presentan
variaciones en funcién del momento del dia, de modo similar a lo que ocurre en la

glandula pineal.

5.3.Aparato reproductor masculino

El aparato reproductor masculino puede definirse como un sistema excretor

conectado a un sistema de maduracion y almacenamiento de los espermatozoides.

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual se producen los
espermatozoides y se lleva a cabo en los tubulos seminiferos de los testiculos una vez
que se ha alcanzado la pubertad. Los testiculos estan compuestos por una serie de
lobulillos, dentro de los cuales se encuentran los tUbulos seminiferos. Todos ellos
desembocan a través de los tabulos rectos en la rete testis, y desde aqui alcanzaran el
epididimo a través de los conductos eferentes. El epididimo es un conducto muy
contorneado situado entre el testiculo y el conducto deferente y dividido en cabeza,
cuerpo y cola (Fig.10). En la cabeza del epididimo se produce la maduracion y
concentracion de los espermatozoides, en el cuerpo se produce un aumento en su
motilidad y desde aqui pasan a la cola, donde se almacenan hasta ser eyaculados y
donde son eliminados tras largos periodos de abstinencia sexual. La via seminal se
continda con los conductos deferentes, que alcanzan la ampolla deferencial, la cual se
comunica con el conducto eyaculador, que atraviesa la préstata y desemboca en la
uretra. Las vias seminales son dobles hasta las ampollas deferenciales. Ademas de los
testiculos y las vias seminales, forman parte del aparato reproductor masculino las
glandulas accesorias, que son las vesiculas seminales, prostata, glandulas bulbouretrales
o0 glandulas de Cowper y glandulas uretrales o de Littré. Contribuyen de forma muy

decisiva a la formacién del plasma seminal, ya que aportan el 80% del total del volumen



del eyaculado. Por altimo, el pene es atravesado por la uretra y su funcion es depositar

los espermatozoides en la vagina de la hembra.
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Figura 10. Detalle del aparato reproductor masculino: testiculo y epididimo. Tomada de Curso de
analisis de semen segun criterios OMS-2010. Banco de semen Ceifer (Granada).

5.4.Capacitacion espermatica e hiperactivacion

En mamiferos, la fertilizacion implica una serie de eventos que se dan de forma
secuencial y que incluyen la migracion de los espermatozoides a lo largo del tracto
genital femenino, la penetracion espermatica a través de las células del cumulus, su
unién a la zona pelucida, la exocitosis del contenido del acrosoma, la penetracion de los
espermatozoides a través de la zona pelucida y la fusién de las membranas plasmaticas
del ovocito y del espermatozoide. Sin embargo, los espermatozoides del eyaculado en
fresco son incapaces de fertilizar los ovocitos, sino que deben sufrir una serie de
cambios conocidos como capacitacion que les permitan unirse y penetrar en el ovocito
(Signorelli et al., 2012).

La capacitacion es un proceso que se produce de forma natural en el tracto genital
femenino, aunque también puede producirse in vitro, y que consiste en la adquision por

parte de los espermatozoides de la capacidad de fertilizar los ovocitos. Se trata de un



proceso complejo que implica una serie de cambios estructurales y funcionales en los
espermatozoides, incluyendo la eliminacién de factores estabilizantes adquiridos
mientras residen en el plasma seminal, modificaciones de membrana, modulacion de la
actividad enzimatica y fosforilacion de proteinas. El proceso de capacitacion se divide
en eventos tempranos y rapidos, que incluyen la activacion de movimientos flagelares
vigorosos y asimeétricos y que comienzan tras el abandono del epididimo, segundos
después de la eyaculacion, y eventos tardios y lentos, que comprenden cambios en el
patron de movimientos (hiperactivacion), y la capacidad de llevar a cabo la reaccion

acrosomica (Signorelli et al., 2012).

En cuanto a la hiperactivacion de los espermatozoides, no hay consenso al
respecto de si se trata de un evento que forma parte de la capacitacion o si se trata de un
proceso independiente que ocurre de forma paralela. Lo que esta claro es que se trata de
un proceso imprescindible para la fertilizacién de los ovocitos. Se caracteriza por un
incremento en la amplitud del batido flagelar. Estos cambios en la motilidad permiten
que los espermatozoides puedan atravesar el Gtero, los ayudan a nadar a través del moco

oviductal y a penetrar la zona pellcida del ovocito tras la reaccidn acrosomica.

La capacitacion se considera completada cuando los espermatozoides presentan
hiperactivacion, responden a estimulos quimiotacticos procedentes del ovocito y son
capaces de responder a ligandos de la zona peldcida tras sufrir la reaccion acrosémica
(De Jonge, 2005; Signorelli et al., 2012; Ferramosca y Zara, 2014 ).

6. Melatonina durante la gestacién

La melatonina tiene la capacidad de ejercer efectos protectores sobre la madre y el
feto. Se ha demostrado que su sintesis se ve aumentada en la etapa periconcepcional y
durante la gestacién, ya que en estas etapas hay unos mayores requerimientos de esta
molécula (Carlomagno etal., 2011). Se ha observado una marcada ritmicidad en la
concentracion de melatonina en sangre a lo largo de la gestacion, encontrandose hacia el
final de la misma un aumento en los niveles de melatonina en sangre, que no es
significativo durante el dia pero si durante la noche. En humanos este aumento
comienza a ponerse de manifiesto a partir de la semana 24 de gestacién y alcanza

valores significativamente més altos tras la semana 32. Los niveles normales de no



gestante se recuperan desde el dia 2 tras el parto. Los datos indican que el aumento de
los niveles de melatonina basales producidos por la glandula pineal durante la gestacion

son debidos a la melatonina producida en la placenta (Tamura et al., 2014).

En el feto hay ritmicidad circadiana en procesos fisioldgicos como la produccion
de varias hormonas, el ritmo cardiaco, el comportamiento y el suefio. Estos ritmos estan
mediados por la melatonina, cuyos receptores se expresan en el cerebro y otras areas del
SNC del feto. Los tejidos periféricos también presentan receptores para melatonina, lo
que nos indica su implicacién en una gran cantidad de funciones en el desarrollo fetal.
Las fluctuaciones diarias de los niveles de melatonina estdn implicadas en la
proliferacion de diferentes tipos celulares como osteocitos, osteoblastos, celulas
epiteliales, de la médula désea, mieloides y eritroides, siendo mayor durante la noche y
menor a primeras horas de la tarde. En ratas se demostré que la neurogénesis se ve
inhibida en ausencia de un ritmo circadiano de melatonina y en primates se vio que

estimula el crecimiento de la glandula adrenal (Tamura et al., 2008).

La principal fuente de melatonina durante la gestacion, tanto en la circulacion

materna como en la fetal, es la glandula pineal materna (Tamura et al., 2008).

6.1.Influencia de la melatonina materna sobre los descendientes.

La organizacion del sistema circadiano fetal no es muy conocida actualmente. La
componente endégena de los sistemas circadianos permite el desarrollo de la ritmicidad
en el feto, no obstante la sincronizacion de los ritmos viene dado por sefiales
controladas por el NSQ materno (Reppert, 1985; Davis y Reppert, 2001; Tamura et al.,
2008; Méndez et al., 2012; Serdn-Ferré et al., 2012).

La conexion entre los sistemas circadianos de la madre y el feto viene dada por el
ritmo materno de melatonina en sangre gracias a su capacidad de atravesar la placenta
(Klein, 1972; Reppert etal., 1979; Tamura et al., 2008; Reiter et al., 2013). De este

modo el feto es expuesto de forma indirecta a la informacién de LO (Fig.11).
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Figura 11. Influencia de la melatonina materna sobre el feto. Tomada de Reiter et al., (2013).

Los organos fetales funcionan de forma diferente a como lo hacen en la vida
adulta, y lo mismo ocurre con los ritmos circadianos. Las oscilaciones que se dan en el
NSQ del feto son de menor amplitud que las que se dan en adultos. Hacia el final de la
gestacion, el NSQ fetal recibe sefiales nerviosas procedentes del tracto
retinohipotaldmico, pero hasta después del nacimiento las salidas desde el NSQ hacia la
glandula pineal son incompletas, por lo que no acaba produciéndose un ritmo de
melatonina (Tamura et al., 2008; Reiter et al., 2013).

En fetos, los relojes circadianos periféricos se desarrollan mas temprano que el
reloj central. Se ha determinado en ratas que varios 6rganos fetales se comportan como
osciladores periféricos a pesar de que el NSQ adn no sea un reloj funcional (Méndez
etal., 2012).



Un drgano clave que orquesta los procesos de maduracion en el feto para la
transicion a la vida extrauterina es la glandula adrenal. La correcta maduracion del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal es esencial para conseguir una fisiologia normal durante la
vida adulta. Tal es su importancia que se ha sugerido que el reloj adrenal es necesario
para mantener al resto de relojes periféricos (Méndez et al., 2012). Esto se apoya en la
presencia de ritmos de 24 horas de cortisol y de dehidroepiandrosterona sulfato en fetos,

ambas hormonas producidas por la glandula adrenal (Seron-Ferré et al., 2001; 2007).

7. Cronodisrupcion

La cronodisrupcion se define como una alteracion relevante del orden temporal
interno de los ritmos circadianos fisiolégicos y conductuales. Es una alteracién de la
relacion de los ritmos circadianos internos y los ciclos ambientales de 24 horas. En
nuestra sociedad, la cronodisrupcion se produce principalmente por la exposicion a luz
durante la noche, aunque otras situaciones como el jet-lag, el trabajo a turnos, la ingesta
de alimentos durante la noche o la privacion de suefio provocan cronodisrupcion
(Fig.12) (Garaulet et al., 2010; Garaulet y Gomez-Abellan, 2013). En oscuridad
continua o con intensidades de iluminacion débiles y en ausencia de otros
sincronizadores externos los ritmos humanos se dan en forma de curso libre o se
desincronizan de un patron circadiano, de 24 horas (Rajaratham et al., 2001). Todas
estas situaciones se relacionan con un aumento en el riesgo de desarrollar ciertas
enfermedades como céncer, obesidad, sindrome metabolico, insomnio, trastornos

cognitivos y afectivos y envejecimiento prematuro (Garaulet y Gomez-Abellan, 2013).

Figura 12. Cronodisrupcion. Tomada de http://blog.ciencias-medicas.com/



7.1.Luz artificial durante la noche

Los humanos somos animales diurnos, es decir, hemos evolucionado para estar
activos durante el dia y dormir durante la noche. A lo largo de nuestra evolucién nunca
desarrollamos la capacidad de ver bien en la oscuridad y para corregir este defecto y
poder desarrollar actividades durante el mayor tiempo que estamos despiertos hemos
creado un ambiente que corrige nuestra relativa ceguera en la oscuridad. La
sincronizacioén de muchos de nuestros comportamientos se complementa con nuestro
nicho ecologico, con las actividades que llevamos a cabo a lo largo del dia, con nuestra
homeostasis interna y ayuda a nuestra supervivencia (Fonken y Nelson, 2011). El
aumento de las demandas sociales y econdmicas ha hecho que evolucionemos a una
sociedad de 24 horas. Pero este cambio en la sociedad ha superado nuestra capacidad de

adaptacion ambiental (Rajaratham y Arendt, 2001).

La invencion de la luz eléctrica hace méas de un siglo ha supuesto una alteracion
de la organizacion temporal mediada por los ciclos de luz natural a los que responden
los humanos y otras especies animales. Cada noche nuestras casas, lugares de trabajo y
calles se ven iluminadas por la luz eléctrica, cuyo uso cada vez esta mas extendido (Fig.
13). De forma natural siempre estamos iluminados por las estrellas y la luna, pero la
mayoria de la luz a la que nos vemos expuestos por la noche no es natural. EI desarrollo
urbano ha conducido a la necesidad de luz artificial. Parte de esta luz se dispersa en la
atmosfera produciendo una iluminacion superior a los niveles basales, es lo que se
conoce como contaminacion luminica, que tiene importantes efectos en la vida diaria de
las personas, ya que se ve alterado el ambiente natural al que estdn adaptados los
organismos. En 2001 el porcentaje de poblaciébn mundial expuesta a este tipo de
contaminacion era del 62%, siendo del 99% en Estados Unidos (EEUU) y la Unién
Europea (UE). Ademas, mas del 80% de la poblacion de EEUU y 2/3 de la poblacion de
la UE experimentan de forman regular una intensidad luminica més alta que la méaxima
de forma natural en las noches de luna llena. El tipo de luz artificial también ha sufrido
cambios a lo largo del tiempo, desde una bombilla incandescente con luz amarilla de
baja longitud de onda a otras de alta intensidad con longitudes de onda en el espectro
azul. No todos los tipos de iluminacion ejercen los mismos efectos sobre el sistema

circadiano, siendo la luz del espectro azul/violeta la mas perjudicial debido a la mayor



sensibilidad de las células ganglionares de la retina a este tipo de luz que a otras, como
por ejemplo a la luz roja. La exposicion a luz incandescente durante menos de 1h puede
producir una disminucion del 50% en los niveles de melatonina circulantes mientras que
la exposicion a niveles incluso méas bajos del espectro de luz azul, comparables con el
brillo de la luz de la luna, dan lugar a la supresion total de la melatonina en humanos
(Navara y Nelson, 2007; Fonken y Nelson, 2011; Dominoni et al., 2013).

Figura 13. Contaminacién luminica. Tomada de http://www.veoverde.com

Como se ha mencionado anteriormente, la produccion de melatonina se da
fundamentalmente durante la noche, y esta produccion estd muy influida por la
intensidad de la luz, hasta el punto de poder suprimir por completo la liberacion del pico
nocturno de melatonina en mamiferos. Incluso intensidades luminicas muy bajas son
capaces de reducir la liberacién de melatonina. Ademas la exposicién a largos pulsos de
luz durante la noche ejerce efectos mas perjudiciales que pulsos cortos de luz, aunque el
conocimiento que se tienen sobre el nivel de intensidad luminica durante la noche que
altera la amplitud del ritmo de melatonina y el papel adicional del contraste f6tico en la
intensidad de la luz entre el dia y la noche subjetivos siguen siendo muy pobres
(Dominoni et al., 2013).



Los efectos de la exposicion a luz sobre los relojes bioldgicos internos dependen
del momento de exposicion. El uso de la luz artificial tiene importantes consecuencias
sociales, ecoldgicas, a nivel de comportamiento y de salud, que cada vez estan
poniéndose mas de manifiesto (Fonken y Nelson, 2011). Ha conducido a un profundo
cambio en nuestro estilo de vida, aportdndonos importantes beneficios tanto a nivel
econdmico, ya que permite la extension del trabajo que realizamos durante el dia a la
noche, como a nivel social. Los trabajos a turnos, que implican una alternancia entre el
trabajo durante el dia y durante la noche, se estan viendo aumentados debido a la gran
cantidad de beneficios que suponen, tanto a nivel de productividad como de salarios,
flexibilidad horaria, capacidad de proveer bienes y servicios las 24 horas del dia y la

mayor oferta de trabajos.

7.2.Influencia de la luz sobre el sistema circadiano

La exposicion a luz durante la noche no solo aporta ventajas, sino que también
tiene una gran cantidad de efectos negativos tanto para las personas como para otras
muchas especies. Produce la alteracion del fotoperiodo medioambiental, lo que afecta al
sistema circadiano, ya que se modifica su sefial de sincronizacion mas poderosa o
Zeitgeber principal: la luz diaria. La fuerza de este sincronizador viene dada por su
amplitud y se ve debilitada por la exposicion a luz durante la noche, ya que se ve
disminuida la diferencia entre la iluminacion que hay durante la noche y durante el dia
(Reiter etal., 2011; Dominoni et al., 2013). Esto hace que se envie una informacion
erronea al NSQ, de modo que las neuronas reloj dejan de enviar informacion a los
pinealocitos y por tanto cesa la sintesis de melatonina en la glandula pineal. Esto afecta
al ritmo circadiano de melatonina, produciendo una disminucién de sus niveles durante
el periodo en el que deberian ser elevados. El resultado es que las células periféricas van
a recibir una informacion inadecuada del momento del dia y de su duracion,

produciéndose cronodisrupcion (Reiter et al., 2011).

La exposicion a luz durante la noche, y por tanto la disrupcion del marcapasos
circadiano, conduce a la desincronizacion entre los relojes circadianos enddgenos vy el

ciclo natural LO con profundos efectos negativos para procesos fisioldgicos como la



reproduccion, los patrones de suefio, la ritmicidad de la produccion de muchas
hormonas, como la corticosterona o la expresion de los genes reloj. Como consecuencia
la salud se ve afectada, produciéndose la aparicion y el crecimiento de tumores,
depresion, cambios de humor y comportamiento debido a alteraciones en el hipocampo,
enfermedades gastrointestinales, problemas cardiovasculares, intolerancia lipidica
evidenciada por un aumento en la concentracion de triacilglicerol, diabetes, cambios en
el metabolismo conducentes a un aumento del indice de masa corporal (IMC) debido a
la relacion entre el metabolismo y el reloj circadiano con la actividad fisica y la ingesta
de alimentos, que se ve alterada por la desincronizacién de los genes reloj periféricos...
(Fonken y Nelson, 2011).

7.3.Cronodisrupcion y obesidad

Hay una importante relacion entre la cronodisrupcion y la obesidad. La
cronobiologia nos permite dar un nuevo enfoque a la obesidad, ya que nos permite
consideran cuéles son los factores implicados en la obesidad y cuando se producen estos
factores (Garaulet y Gémez-Abellan, 2013).

Como consecuencia de nuestro estilo de vida actual se esta poniendo de
manifiesto un importante aumento en el nimero de personas con obesidad, hasta el
punto de convertirse en una nueva epidemia del siglo XXI (Egger y Dixon, 2014). Una
de las causas de este aumento es la pérdida de horas de suefio. Dormimos 1,5 horas
menos que el siglo pasado y 1/3 de los adultos duermen menos de seis horas al dia.
Existe una relacion entre un suefio inadecuado y alteraciones en las hormonas leptina y
grelina, lo que es indicativo de un aumento del apetito. Ademas un menor nimero de
horas de suefio conduce a un aumento en el tiempo disponible para comer, lo que va a
favorecer la ganancia de peso y la obesidad. Ademas se produce una disminucion del
gasto de energia, ya que el cansancio es mayor, y cambios en la termorregulacion, lo

que puede explicar la aparicion de obesidad (Garaulet y Gomez-Abellan, 2013).

Estudios recientes muestran que hay una conexion entre la regulacion energética y
el reloj circadiano y ponen especial énfasis en el momento de la ingesta de alimentos, ya

que juega un papel muy significativo en la regulacion del peso (Moore, 1996; Lax et al.,



1998; 1999). La melatonina es la responsable del adecuado balance energético. Se
encarga de regular el almacenamiento y consumo de energia actuando a nivel del tejido
adiposo y como consecuencia interviene en la regulacion del peso corporal (Cipolla-
Neto et al., 2014).

El trabajo a turnos es considerado un factor de riesgo para la aparicion de
obesidad. Una serie de estudios muestran que el sobrepeso y la obesidad se dan con
mayor prevalencia en trabajadores a turnos que en trabajadores durante las horas del dia
(van Drongelen et al., 2011; Kim et al., 2013). La obesidad a su vez aumenta el riesgo
de enfermedades crénicas, enfermedades gastrointestinales, cardiovasculares, diabetes,
varios tipos de cancer y enfermedades metabdlicas (Knutsson, 2003; Wang et al., 2011).
Los mecanismos que conectan el trabajo a turnos con los problemas de salud no estan
claros, pero algunos mediadores pueden ser los cambios en los ritmos circadianos,
problemas de suefio, estrés, estilos de vida y cambios en el comportamiento, como en la
dieta y el tabaco (Kim et al., 2013).

7.4.Cronodisrupcion y reproduccion

La cronodisrupcion materna es una sefial deletérea para el feto que puede conducir
a problemas en la fisiologia en la edad adulta. La cronodisrupcion durante el embarazo,
y en particular la supresion del ritmo de melatonina materno, como consecuencia por
ejemplo de la exposicion a luz durante la noche, tiene efectos en el desarrollo y en la
funcién adrenal fetal. En primates no humanos se ha demostrado que la exposicién
materna a luz continua durante la gestacion induce la maduracién precoz de la glandula
adrenal fetal, conduce a la expresién circadiana de los genes reloj fetales en el NSQ y de
los genes controlados por los genes reloj y aumenta los niveles en plasma de cortisol en
neonatos muy temprano tras el nacimiento (Méndez et al., 2012). En roedores se ha
demostrado que cuando se alteran los ritmos circadianos durante el embarazo también
se altera el comportamiento de los ritmos postnatales de la descendencia (Reiter et al.,
2013).



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Justificacion

En la sociedad actual se esta poniendo de manifiesto un aumento de los problemas
de fertilidad. El ritmo de vida y las condiciones ambientales a las que nos vemos
expuestos son factores importantes que condicionan dicho aumento. Uno de estos
factores es la exposicion a luz nocturna, a la que nos vemos sometidos cada dia debido a
la luz artificial y al aumento de los trabajos a turnos, que nos obligan a trabajar durante
la noche. Estas situaciones generan una disrupcion en nuestro sistema circadiano que,
entre otros, puede afectar a la funcionalidad del sistema reproductor. El objetivo de este
trabajo es imitar, en un modelo animal, las condiciones de vida a las que nos vemos
expuestos en la sociedad actual para determinar su efecto sobre la gestacion y sobre la

descendencia de las madres que se ven sometidas a estas condiciones.

Hipotesis

La hipotesis que planteamos en este trabajo es que la exposicién a luz artificial
durante la noche afectara al desarrollo de la gestacién y al sistema reproductor de la
descendencia, siendo por tanto una posible causa de infertilidad. Ademas nos
planteamos que el suplemento con melatonina a las madres expuestas a fotoperiodo

alterado puede revertir los efectos asociados a dicha alteracion.

Por otro lado, nos planteamos también que la melatonina exdgena puede mejorar

los parametros de motilidad espermatica.

Objetivos
Para llevar a cabo el estudio los objetivos que nos planteamos son los siguientes:

1.  Estudiar la ganancia de peso total de las madres durante la gestacion.
2.  Estudiar la duracion de la prefiez.

3. Valorar el momento del dia en el que se produjo el parto.



10.

Determinar el nimero de crias nacidas vivas y muertas.

Estudiar el peso en el momento del nacimiento de los descendientes y su
evolucion durante la vida posnatal.

Determinar el momento de inicio de la pubertad en las descendientes
hembra.

Estudiar la ciclicidad estral de las descendientes hembras.

Estudiar la glucemia de las descendientes hembra en el periodo juvenil y en
la edad adulta.

Valorar el peso de la glandula pineal, hipofisis y aparato reproductor de
todas las descendientes en el periodo juvenil y en la etapa adulta.

Estudiar el efecto de la melatonina sobre la motilidad espermatica de los

descendientes macho.



3._MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo el estudio se utilizaron ratas de la cepa Wistar. Se utilizaron un
total de 13 hembras y 2 machos. Se dispusieron de forma aleatoria en la misma jaula un
macho con dos hembras con el objetivo de conseguir que estas Ultimas quedaran
prefiadas. Las ratas tenian libre acceso a la comida y al agua de bebida. Las condiciones
ambientales de temperatura fueron constantes (T2 aproximada de 22°C). Todos los dias
cada uno de los machos estuvo en una jaula con dos hembras, excepto los fines de
semana, que se separaban machos y hembras en jaulas diferentes. Cada dia, a las 11.00
horas, se les realizé un frotis vaginal con la ayuda de una punta de pipeta y un chupén
de pipeta Pasteur con el objetivo de buscar la presencia de espermatozoides en las
hembras, lo cual es indicativo de prefiez de la rata. Los fines de semana no se pudieron
realizar frotis vaginales y por tanto no se podia garantizar el momento de inicio de la
gestacion, razon por la cual hembras y machos se separaron durante estos dias.
Finalmente se consiguid la prefiez de nueve de ellas, que se asignaron, también de forma
aleatoria, a cada uno de los grupos de estudio. Los grupos de estudio fueron los

siguientes:

- Grupo Control (N=3), expuesto a fotoperiodo normal.

- Grupo LL (N=3), expuesto a luz continua, es decir, a 24 horas de luz al dia y por
tanto a fotoperiodo alterado.

- Grupo LL+MEL (N=3), expuesto a luz continua pero suplementado con una

inyeccidn diaria de melatonina.

El resto de hembras que no consiguieron la prefiez, asi como los machos
utilizados, se desecharon. Una vez asignadas a cada uno de los grupos de estudio se
expusieron a las condiciones luminicas correspondientes a dicho grupo. De forma que
las ratas del grupo Control se mantuvieron durante toda la gestacion en condiciones de
fotoperiodo normal (12L:120), y cada dia a las 19:00 horas se les inyectdé de forma
subcutanea una solucion vehiculo compuesta de etanol y suero salino al 0,9%. Las ratas
del grupo LL quedaron en condiciones de luz continua y al igual que al grupo Control
se les inyect6 a la misma hora la solucion vehiculo. Con este grupo expuesto a LL es

con el que pretendemos imitar las condiciones a las que muchos individuos se ven



sometidos en la sociedad actual. Por ultimo, las ratas del grupo LL+MEL se
mantuvieron en condiciones de luz continua durante toda la gestacion y se les inyecto,
también a las 19:00 horas la solucion de melatonina (250ug/100gr.P.C.). La melatonina
se disolvio en 0,1ml de etanol y suero salino al 0,9%. EI volumen inyectado en los tres

grupos se determind en funcion del peso de la rata.
Ganancia de peso durante la prefiez

El estudio del peso de las madres a lo largo de la gestacion se llevo a cabo desde
el dia que se encontraron espermatozoides en el frotis vaginal, siendo este considerado
dia 1 de gestacion, hasta el dia del parto. La ganancia de peso total durante la gestacion
se determind calculando la diferencia entre el peso del ultimo dia de gestacion y el peso

al inicio de la gestacion. El peso de las ratas se midié en gramos (Q).
Duracion de la gestacion

Se determind el nimero de dias que durd la prefiez de cada una de las hembras.
Las crias se mantuvieron en la misma jaula que su madre durante 21 dias. A partir de
este dia las crias adquieren la capacidad de alimentarse por si mismas, por lo que se
separaron de su madre y entre si por sexos, quedando en una jaula todos los machos y

en otra las hembras.
Momento del parto y nimero de crias

El dia del parto se determind el momento del dia en el que este se produjo, asi
como el nimero de crias nacidas vivas y muertas, su peso en gramos Yy el sexo de las

nacidas vivas.
Evolucion del peso de las descendientes

Desde el dia del nacimiento comenzé a estudiarse la evolucion del peso de los
descendientes. Esta medida se considerd6 peso a dia 0. A partir de aqui se fue
determinando el peso de las crias cada cinco dias durante 40 dias como maximo en las
hembras y 60 dias en los machos. La determinacion de los pesos hasta dia 20 se realizd
de todas las descendientes de una misma madre en conjunto, pero a partir del dia 21,
cuando se separaron de las madres, las determinaciones de los pesos se realizaron
diferenciando los pesos de los machos y los de las hembras. En la mitad de los

descendientes del total de cada grupo, tanto de machos como de hembras, la evolucién



del peso se realiz6 hasta el dia 25 de vida, ya que el sacrificio se llevo a cabo durante el
periodo juvenil, en el dia 28 de vida.

Momento de inicio de la pubertad:

A partir del dia 30 de vida de las hembras se comenzé a estudiar el dia de inicio
de la pubertad. Esta determinacion se realiz6 mediante la observacion de la presencia o
ausencia de apertura vaginal. El dia en el que se vio apertura vaginal de las hembras se

considero el dia de inicio de la pubertad.
Ciclicidad estral de las hembras:

Tras la determinacion de la apertura vaginal de las hembras se comenz6 a estudiar
en cada una de ellas la ciclicidad estral mediante la realizacion de un frotis vaginal, del

mismo modo que se ha indicado anteriormente, durante dos semanas.
Determinacion de la glucemia en las hembras:

Una vez finalizada la observacion diaria de la ciclicidad estral se midid la
glucemia de cada una de las hembras utilizando un glucémetro con tiras comerciales. Se
realizd en las hembras descendientes de las madres Control, LL y LL+MEL, en dos
fases del desarrollo; periodo juvenil (a los 28 dias de edad) y durante la fase adulta (tras
haber concluido la observacion diaria de la ciclicidad estral). El dia anterior a la
determinacion de la glucemia, las ratas se mantuvieron en ayunas durante 12 horas con
acceso al agua “ad libitum”. Tras este tiempo en ayunas se realizd un corte en el
extremo de la cola con el objetivo de conseguir una gota de sangre, que fue utilizada

para determinar el nivel de glucosa en sangre. El valor obtenido se expresa en mg/dl.
Sacrificio y diseccion de la glandula pineal, hipdfisis y gonadas:

Las crias, tanto machos como hembras, fueron sacrificadas en dos periodos
diferentes: durante el periodo juvenil, a los 28 dias, y durante la etapa adulta.
Aproximadamente la mitad de machos y de hembras del total de las crias de cada uno de
los grupos fueron sacrificados durante el periodo juvenil y la otra mitad durante la edad
adulta. El dia del sacrificio las ratas fueron anestesiadas con equitesina mediante
inyeccidn intraperitoneal. La dosis de equitesina inyectada se determiné en funcion del
peso de la rata, a razon de 0,4ml de equitesina por cada 100g de peso corporal. Una vez

anestesiadas se decapitaron con ayuda de una guillotina y se disecaron la glandula



pineal, situada en la parte superior del cerebro, y la hipofisis, situada en la base del
créneo, sobre la silla turca. A continuacién se disecaron los ovarios, oviducto y Utero en
las hembras y los testiculos en los machos. Se eliminaron los restos de grasa asociados a
los 6rganos del aparato reproductor femenino. Tras la extraccion de todos los 6rganos

indicados se determind su peso con ayuda de una balanza de precision.

La edad de sacrificio de las hembras adultas vario, realizandose siempre tras
finalizar el estudio de la ciclicidad estral y determinar la glucemia. Ademas se
realizaron frotis vaginales para garantizar que la hembra estaba siempre en diestro en el
momento del sacrificio. En el caso de los machos adultos, el sacrificio se realizd entre
los 70-80 dias.

Efecto de la melatonina sobre la motilidad espermatica:

Ya que no hay ninguna sefial que nos indique el inicio de la pubertad en los
machos y por tanto no pudo determinarse el momento exacto de inicio de la misma, se
estudid si las condiciones a las que se vieron expuestas las madres durante la gestacion
afecta a la espermatogénesis de los machos descendientes. Para ello se busco la
presencia de espermatozoides en el epididimo. La presencia de espermatozoides es
indicativa de que se ha alcanzado la pubertad en los machos, ya que la espermatogénesis
comienza a producirse a partir de este momento. Esta determinacion se llevo a cabo en
torno a los 80 dias de vida de los machos, edad que garantiza la produccion de
espermatozoides en los machos, ya que en condiciones normales la pubertad comienza

en torno a los 60-65 dias.

Se realizd ademas un ensayo para determinar el efecto de la melatonina sobre la
calidad espermética, en concreto sobre la motilidad de los espermatozoides. Para
realizar este ensayo se aprovechd el momento del sacrificio de los machos adultos para

extraer el epididimo.

Se prepararon previamente tres disoluciones de melatonina a diferentes
concentraciones: OmM, 10mM y 30mM. Para la preparacion de las disoluciones se

utilizo6 etanol, necesario para diluir la melatonina, y suero salino al 0,9%.

Se separd la cola del epididimo y se dispuso en una placa de Petri con 5ml de
suero salino al 0,9%. En esta placa y con ayuda de un bisturi y unas pinzas se fragmento

la cola del epididimo para liberar a los espermatozoides contenidos en el. A

@



continuacién se tomo6 una muestra y se dispuso en un portaobjetos para observarla al
microscopio y garantizar la presencia de espermatozoides y comprobar si eran 0 no
motiles. Una vez que nos aseguramos de la presencia de espermatozoides preparamos
cinco placas de Petri con las muestras a estudiar. Cada placa se correspondia con un
tiempo de observacion de las muestras, siendo estos t=0 minutos, t=30 minutos, t=60
minutos, t=90 minutos y t=120 minutos. Ademas en cada una de las placas se
dispusieron, utilizando una pipeta, 3 gotas de 75ul de la muestra de espermatozoides
obtenidos de la cola del epididimo. Sobre la primera de estas gotas se dispuso otra de
50ul que contenia la preparacién de OmM de melatonina, sobre la segunda se dispuso
otra gota de 50ul de la preparacion de 10mM de melatonina y sobre la tercera gota se
puso otra de 50ul de la preparacion de 30mM de melatonina. Una vez preparadas las
placas se mantuvieron en una estufa a 37°C y se observaron al microscopio tras el
tiempo de incubacion correspondiente. La placa de t=0 no se metié en la estufa, sino
que representa la observacion en el momento de la extraccién. Se tom6 una muestra de
cada una de las gotas, se dispusieron en un portaobjetos y se observaron al microscopio.
Se realizd una aproximacion del porcentaje de espermatozoides maéviles y se discrimind
entre el tipo de motilidad de los mismos. Los tipos de motilidad que se discriminaron
fueron matiles sin hiperactivacion y motiles con hiperactivacion. La diferencia entre
estos dos tipos de movimiento radica en el batido de la cola, siendo los movimientos de
la cola de los motiles con hiperactivacion mucho mas amplios y enérgicos que los de los
motiles sin hiperactivacion. Se realizd la misma operacidon con cada una de las placas
tras el tiempo correspondiente en la estufa. La muestra de espermatozoides que se tomo
de las placas para su observacion al microscopio se recogié siempre de la zona mas
periférica con el objetivo de recoger el menor nimero de espermatozoides posibles y
facilitar la determinacion de los pardmetros a estudiar, ya que previamente se determind
que no hay diferencias en dichos pardmetros si se toma la muestra de la parte central o
de la parte mas externa de la gota.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media * desviacién estandar de la media. Para su
calculo vy realizacion de las gréaficas se utilizo el programa Microsoft Excell 2010. El
andlisis estadistico de los resultados se realizo utilizando el programa SPSS. Se realizo

la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar si los datos seguian la distribucion



Normal y la prueba de Levene de homogeneidad de varianzas. En los casos en los que
se confirmo la normalidad y la homogeneidad de los resultados se llevd a cabo la prueba
de Tukey para realizar las comparaciones dos a dos de los grupos estudiados. En los
casos en los que no se confirmaron estos requisitos y por tanto no se pudo usar un test
paramétrico, se realizo el test de Kruskall-Wallis para determinar si habia diferencias
entre los tres grupos. En los casos en los que se confirmo la presencia de diferencias, se
realizaron las comparaciones dos a dos de los diferentes grupos usando el test U de
Mann Whitney. Los niveles de significacion utilizados para el analisis de los resultados

fueron p<0,05 y p<0,01.



4. RESULTADOS

1. Resultados de las madres durante la gestacion

Ganancia total de peso durante la prefez

La Figura 14 muestra la ganancia total de peso de las madres gestantes durante la
prefiez. Las comparaciones realizadas entre los diferentes grupos muestran que no hay

diferencias significativas entre ellos en cuanto a la ganancia de peso durante la prefiez.
Duracién de la prefiez

Respecto a los datos mostrados en la Figura 15, encontramos que la duracién de la
prefiez (en dias) en las madres LL fue significativamente mayor que la correspondiente
a los grupos Control y LL+MEL (p<0,05).

Momento del dia en el que se produjo el parto

En lo referente al momento del dia en el que se produjo el parto, en las madres del
grupo Control tuvo lugar en dos de los tres casos durante el dia, en torno a las 14.00
horas, mientras que en la tercera madre tuvo lugar durante la noche. En las ratas
gestantes del grupo LL+MEL el parto tuvo lugar en todos los casos durante el dia, en
todos los casos a partir de las 13.00 horas y antes de las 20.00. En las madres del grupo
LL el momento del parto de dos de las tres madres fue durante la noche, y en la tercera

rata tuvo lugar durante la mafana.
NUmero de crias nacidas vivas y muertas

No se encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero de crias nacidas
vivas al comparar los diferentes grupos entre si. En cuanto al nimero de crias nacidas
muertas, encontramos un numero significativamente mayor de nacidas muertas en las
descendientes de madres LL que en las descendientes de madres Control y LL+MEL
(P<0,05). En la Figura 16 se muestran los resultados encontrados en los grupos

estudiados para el numero de crias nacidas vivas y muertas.



2. Resultados de los descendientes

2.1.Resultados de los descendientes en el periodo neonatal e infantil

Evolucion del peso

En la Figura 17 se recogen los valores medios de peso de los descendientes, tanto
machos como hembras, de cada uno de los grupos estudiados, asi como las diferencias

encontradas entre ellos desde el dia del nacimiento hasta los 20 dias de vida.

El dia del nacimiento los descendientes de madres del grupo LL presentaron un
peso significativamente mayor que el de los descendientes de los grupos Control y
LL+MEL (p<0,05). A los 5, 10, 15 y 20 dias de vida los descendientes de madres
LL+MEL presentan un peso significativamente menor que el de los descendientes de
los otros dos grupos (p<0,01). (Control: N=38, LL: N=33, LL+MEL=41).

2.2.Resultados de los descendientes en el periodo prepuberal y en la edad
adulta
2.2.1. Resultados de las hembras

Evolucion del peso

En la Figura 18 se muestran los resultados de la evolucion del peso desde los 20
dias de edad. Las descendientes de madres expuestas a LL presentaron un peso
significativamente menor que las descendientes del grupo Control (p<0,01) y
significativamente mayor que las del grupo LL+MEL (p<0,05) a los 25 y 35 dias. A su
vez, las descendientes del grupo LL+MEL presentaron un peso significativamente
menor que las descendientes de madres Control (p<0,01) tanto a los 30 como a los 40

dias.

La muestra utilizada para el grupo Control oscilé entre N=9-15, para el grupo LL
entre N=10-20 y para LL+MEL entre N=2-22.

Edad de inicio de la pubertad

En cuanto a la edad a la que se produjo la apertura vaginal, en la Figura 19 se
muestran los resultados encontrados en los diferentes grupos estudiados. La edad a la

que se produjo la apertura vaginal en las descendientes de madres LL fue



significativamente mayor que la encontrada en las descendientes de madres del grupo
Control (p<0,01).

Ciclicidad estral

Tras realizar los frotis vaginales durante dos semanas a las hembras una vez que
alcanzaron la pubertad, encontramos que el 70% de las descendientes del grupo Control
ciclaban de forma normal, el 90% de las hembras del grupo LL ciclaban de forma
normal y ninguna de las hembras estudiadas del grupo de descendientes de madres
tratadas con melatonina ciclaban de forma correcta, presentando estas ultimas periodos
de estro y proestro mas largos de lo normal (Tabla 1). Los resultados de los frotis
vaginales se muestran en el Anexo 1 al final del trabajo.

Peso de la hipdfisis de las hembras

El peso de la hipofisis de las descendientes de madres del grupo LL+MEL fue
significativamente menor que el de las descendientes del grupo LL (p<0,01) y Control
(p<0,05) a los 28 dias de edad. En cuanto al peso de la hipdfisis de las descendientes en
la edad adulta no se encontraron diferencias significativas al comparar los grupos
estudiados. En la Figura 20 se muestran los resultados encontrados para el peso de la

hipofisis en cada uno de los grupos.
Peso de la glandula pineal

En la Figura 21 se muestran los resultados del peso de la glandula pineal de las
descendientes. EIl peso de la glandula pineal fue significativamente mayor en las
descendientes del grupo LL que en las descendientes de los grupos Control y LL+MEL
(P<0,01 y 0,05; respectivamente). En cuanto al peso de la glandula pineal de las
descendientes en la edad adulta, tanto la exposicién a LL como el tratamiento con
melatonina provocaron valores significativamente mas elevados que en el grupo Control
(p<0,01).

Peso de los ovarios

El peso de los ovarios de las descendientes del grupo LL a los 28 dias de edad fue
significativamente mayor que en las descendientes del grupo Control (p<0,05). En la

edad adulta, el peso de los ovarios de las descendientes de los grupos LL y LL+MEL



fue significativamente mayor que en el grupo Control (p<0,01). En la Figura 22 se
muestran los resultados del peso de los ovarios en los diferentes grupos estudiados.

Peso del oviducto y el Gtero

En la Figura 23 se muestra que el peso del oviducto y el dtero fue
significativamente mayor en el grupo LL que en los grupos Control y LL+MEL a los
28 dias de edad (p<0,01), mientras que en la edad adulta las diferencias encontradas

entre los grupos no fueron significativas.
Glucemia

En la Figura 24 se muestran los resultados encontrados para la glucemia de las
hembras en los diferentes grupos estudiados y en los dos periodos del desarrollo. A los
28 dias de edad no se encontraron diferencias significativas entre los grupos estudiados.
Sin embargo, en la edad adulta los niveles de glucosa de las descendientes del grupo
LL+MEL fueron significativamente menores que los de las descendientes del grupo
Control (p<0,05).

2.2.2. Resultados de los machos

Evolucidn del peso

A los 25 dias de edad, los machos descendientes de madres del grupo Control
presentaron un peso significativamente mayor que el de los descendientes de madres
LL+MEL y LL (p<0,01). Ademés el peso de los descendientes de madres LL es

significativamente mayor que el de los descendientes de madres LL+MEL (p<0,01).

Los descendientes de madres expuestas a LL presentan un peso significativamente
mayor que los descendientes de madres Control y LL+MEL a los 30 y 45 dias, mayor
que los descendientes del grupo LL+MEL a los 35, 40, 55 y 60 y mayor que los
descendientes del grupo Control a los 50 dias. A su vez, los descendientes de madres
expuestas a LL+MEL presentan un peso significativamente menor que los

descendientes del grupo Control a los 30, 35 y 40 dias (p<0,01).



La muestra utilizada para el grupo Control oscil6 entre N=8-23, para LL entre
N=6-16 y para el grupo LL+MEL entre N=5-19. La Figura 25 muestra los resultados

encontrados para la evolucion del peso de los machos.
Peso de la hipdfisis

En la Figura 26 se muestran los resultados encontrados en cuanto al peso de la
hipofisis de los descendientes machos. Se observa que a los 28 dias de edad fue
significativamente menor en los descendientes del grupo LL+MEL que en los del grupo
Control (p<0,05). En la fase adulta, el peso de la hipofisis de los descendientes del
grupo LL+MEL fue significativamente menor que en los descendientes de los otros
grupos estudiados (p<0,01).

Peso de la glandula pineal

La Figura 27 muestra que el peso de la glandula pineal de los descendientes
machos no se diferencia de forma significativa entre los diferentes grupos estudiados en
el periodo juvenil ni en la edad adulta.

Peso de los testiculos

El peso de los testiculos de los descendientes de madres del grupo LL+MEL, tanto
a los 28 dias como en la fase adulta, es significativamente menor que en los grupos
Control y LL (28 dias: p<0,01 y 0,05; respectivamente. Adultas: p<0,01). Los resultados

encontrados se muestran en la Figura 28.
Efecto de la melatonina sobre la motilidad espermatica

En la Tabla 2 se observa el porcentaje de machos con hiperactivacion espermatica
de cada uno de los grupos para las diferentes concentraciones de melatonina utilizadas.
Los resultados encontrados son los siguientes:

Los descendientes de madres del grupo Control en ausencia de melatonina
presentaron hiperactivacion a t=0 solo en el 12% de los casos, pero tras 30 minutos de
incubacion este porcentaje aument0 hasta el 25%. Este tipo de batido flagelar se
mantuvo solo durante 60 minutos en el 12% de los machos. A 10 y 30mM de
melatonina la hiperactivacion espermatica se observo en el 75% de los machos vy, al
igual que ocurrié en ausencia de melatonina, tras 30 minutos de incubacién esta

proporcién se aumentd hasta el 87% a 10mM y hasta el 100% a 30mM de melatonina.



Tras dos horas de incubacion siguid observandose hiperactivacion en el 75% y el 12%
de los machos a 10mM y 30mM, respectivamente.

En el caso del grupo de descendientes de madres expuestas a luz continua, el
100% de los machos presento espermatozoides con hiperactivacion desde t=0 tanto a las
diferentes concentraciones estudiadas. En ausencia de melatonina, la hiperactivacion se
mantuvo en un 71% de los machos hasta los 60 minutos, pero a partir de esta
observacion dejé de observarse este tipo de motilidad. A 10mM, se mantuvo en el 100%
de los machos durante las dos horas, mientras que a 30mM de melatonina tras dos horas

siguié observandose este tipo de movimiento, aunque solo en el 43% de los machos.

En cuanto a los descendientes de madres expuestas a LL+MEL, en ausencia de
melatonina el 62% de los machos presentd hiperactivacion desde t=0, que se mantuvo
en el 87% de los machos durante las dos horas de observacion. En la mayoria de los
casos se tratd de un movimiento de cola claro aunque débil y lento. A 10mM y 30mM
de melatonina el 100% de los machos presentaron hiperactivacion desde t=0. Todos
ellos la mantuvieron durante 120 minutos a 10mM, mientras que a 30mM se mantuvo
en el 87% de los machos. En general, el batido del flagelo fue mas intenso en las

observaciones a tiempos 30, 60 y 90 minutos.

Las Figuras 29, 30 y 31 muestran la proporcién de espermatozoides mdtiles
totales (MT) de cada uno de los machos estudiados de los grupos Control, LL y
LL+MEL, respectivamente. En todos los casos se observa una proporcién mucho mas
elevada de MT al afiadir melatonina a las muestras de espermatozoides. Este efecto se
ve tanto a 10mM como a 30mM de melatonina, sin embargo a 10mM la cantidad de MT
es mayor que a 30mM practicamente en todos los casos. Ademas tienden a permanecer
activos durante mas tiempo a 10mM que a 30Mm. En el Anexo 2 se muestran de forma
detallada los porcentajes de MT de cada uno de los machos de los tres grupos a las

concentraciones y tiempos estudiados.
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Figura 14. Ganancia de peso (g) durante la prefiez de madres Control, expuestas a luz
continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la gestacién
(250u90/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media. (N=3 en
todos los grupos).
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Figura 15. Duracion de la gestacion (dias) en madres Control, expuestas a luz continua

(LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la prefiez (250ug/100g P.C.).

Los datos representan la media £ desviacion estdndar de la media. (N=3 en todos los grupos). *:

p<0,05 vs. Control y LL+MEL.
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Figura 16. Numero de crias nacidas vivas y muertas de madres Control, expuestas a luz
continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la prefiez
(250ug/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media. (N=3 en

todos los grupos). *: p<0,05 vs. Control y LL+MEL.
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Figura 17. Evolucidn del peso (g) de las descendientes de madres Control, expuestas a
luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la prefiez
(250u90/100g P.C.). Los datos representan la media £ desviacion estandar de la media. (Control:
N=38; LL: N=33; LL+MEL: N=41). *: p<0,05 vs. Control y LL+MEL; **: p<0,01 vs. Control
y LL.



Evolucion del peso de las descendientes
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Figura 18. Evolucidn del peso (g) de las hembras descendientes de madres Control,
expuestas a luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la
prefiez (250ug/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media.

(Control: N=9-15; LL: N=10-20; LL+MEL: N=2-22). 25y 35 dias, *: p<0,05 vs. LL+MEL, **:
p<0,01 vs. Control; 30 y 40 dias, **: p<0,01 vs. Control.
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Figura 19. Edad de inicio de la pubertad de las descendientes de madres Control,
expuestas a luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la
prefiez (250ug/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacién estandar de la media.

(Control: N=10, LL: N=11, LL+MEL: N=10). **: p<0,01 vs. Control.



Tabla 1. Porcentaje de hembras que ciclan de forma adecuada en cada uno de los grupos
estudiados. (Control: N=10; LL: N=10; LL+MEL: N=6).

Hembras ciclicas (%)
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0
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Figura 20. Peso (g) de la hipofisis de las descendientes de madres Control, expuestas a

luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la prefiez

(2509/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media. (28 dias:
Control: N=5, LL: N=11, LL+MEL: N=9. Adultas: Control: N=10, LL: N=11, LL+MEL: N=9).
*: p<0,05 vs. Control; **: p<0,01 vs. LL.
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Figura 21. Peso (g) de la glandula pineal de las descendientes de madres Control,
expuestas a luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la
prefiez (250ug/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media.

(28 dias: Control: N=5, LL: N=11, LL+MEL: N=9. Adultas: Control: N=10, LL: N=11,
LL+MEL: N=11). 28 dias,*: p<0,05 vs. LL+MEL; **: P<0,01 vs. Control. Adultas, **: p<0,01

vs. Control.
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Figura 22. Peso de los ovarios (g) de las descendientes de madres Control, expuestas a
luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la prefiez
(250u0/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media. (28 dias,
Control: N=5, LL: N=11, LL+MEL: N=9. Adultas, Control; N=10, LL: N=11, LL+MEL:
N=11). 28 dias, *: p<0,05 vs. Control. Adultas, **: p<0,01 vs. Control.
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Figura 23. Peso del oviducto y Utero (g) de las descendientes de madres Control,
expuestas a luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la
prefiez (250ug/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media.

(28 dias, Control: N=5, LL: N=11, LL+MEL: N=9. Adultas, Control: N=10, LL: N=11,
LL+MEL: N=11). 28 dias, **: p<0,01 vs. Control y LL+MEL.
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Figura 24. Glucemia (mg/dl) de las descendientes de madres Control, expuestas a luz
continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la prefiez
(250u0/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media. (28 dias,
Control: N=5, LL: N=9, LL+MEL: N=11. Adultas, Control; N=10, LL: N=10, LL+MEL:
N=11). *: p<0,05 vs. Control.
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Figura 25. Evolucidn del peso (g) de los machos descendientes de madres Control,
expuestas a luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la
prefiez (250ug/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media.

(Control: N=8-23, LL: N=6-16, LL+MEL: N=5-19). 25 dias, **: p<0,01 LL vs. Control; y
LL+MEL vs. Control y LL. 30 dias, **: p<0,01 LL vs. Control y LL+MEL; y LL+MEL vs.
Control. 35y 40 dias, **: p<0,01 LL+MEL vs. Control y LL. 45 dias, **: p<0,01 vs Control y
LL+MEL. 50 dias, **: p<0,01 vs Control. 55 y 60 dias, **: p<0,01 vs. LL+MEL.
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Figura 26. Peso de la hipdfisis (g) de los machos descendientes de madres Control,

expuestas a luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la

prefiez (250ug/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media.

(28 dias, Control: N=4, LL: N=6, LL+MEL: N=9. Adultas, Control: N=16, LL: N=7, LL+MEL._:
N=10). 28 dias, *: p<0,05 vs. Control. Adultas, **: p<0,01 vs. Control y LL.
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Figura 27. Peso (g) de la glandula pineal de los machos descendientes de madres
Control, expuestas a luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo
de la prefiez (25019/100g P.C.). Los datos representan la media £ desviacion estandar de la
media. (28 dias, Control: N=7, LL: N=6, LL+MEL: N=9. Adultas: Control: N=16, LL: N=7,
LL+MEL: N=10).
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Figura 28. Peso (g) de los testiculos de los descendientes de madres Control, expuestas a
luz continua (LL) durante la noche y LL tratadas con melatonina a lo largo de la prefiez
(250u0/100g P.C.). Los datos representan la media + desviacion estandar de la media. (28 dias,
Control: N=7, LL: N=6, LL+MEL: N=9. Adultos, Control: N=16, LL: N=7, LL+MEL: N=10).
28 dias, *: p<0,05 vs. LL; **: p<0,01 vs. Control. Adultos, **: p<0,01 vs. Control y LL+MEL.

Tabla 2. Porcentaje de machos que presentan hiperactivacion de la motilidad espermatica
a las concentraciones de melatonina estudiadas (OmM, 10mM y 30mM) durante dos horas
(tiempos de observacion: t=0 minutos, t=30 minutos, t=60 minutos, t=90 minutos y t=120

minutos).
Machos con hiperactivacion (%)
Concentracion t=0 t=30 t=60 t=90 t=120
CONTROL omM 12,5 25 12,5 0 0
10mm 75 87,5 87,5 75 75
30mM 75 100 50 50 12,5
LL omM 100 42,85 71,42 0 0
10mm 100 100 100 100 100
30mM 100 100 85,71 57,14 42,85
LL+MEL omM 62,5 37,5 50 37,5 87,5
10mM 100 100 100 100 100
30mM 100 75 37,5 25 87,5
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Figura 29. Porcentaje de espermatozoides motiles totales de los machos descendientes
del grupo Control a las diferentes concentraciones (OmM, 10mM y 30mM) y tiempos estudiados
(t=0, t=30, t=60, t=90, t=120 minutos).
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Figura 30. Porcentaje de espermatozoides matiles totales de los machos descendientes

del grupo LL a las diferentes concentraciones (OmM, 10mM y 30mM) y tiempos estudiados
(t=0, t=30, t=60, t=90, t=120 minutos).
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Figura 31. Porcentaje de espermatozoides métiles totales de los machos descendientes

del grupo LL+MEL a las diferentes concentraciones (OmM, 10mM y 30mM) y tiempos
estudiados (t=0, t=30, t=60, t=90, t=120 minutos).



5. DISCUSION

La exposicion a luz artificial durante la noche da lugar a una mayor ganancia de
peso, mientras que el tratamiento con melatonina exdgena conduce a una menor
ganancia. Esto nos muestra la importancia de la melatonina en la regulacion del peso
corporal durante la gestacion, ya que en una situacion en la que carecemos de sintesis
ritmica de melatonina hay un mayor aumento de peso que en condiciones normales.
Nuestros resultados coinciden con los de trabajos realizados previamente por otros
autores, también en rata, en los que se muestra que la ausencia de melatonina conduce a
una mayor ingesta de alimentos que justificaria el aumento en dicha ganancia (Wolden-
Hanson et al., 2000). Es necesario que los niveles de melatonina circulantes sean los
adecuados para que se produzca en el organismo un metabolismo energético eficiente,
por lo que en situaciones en las que se produce exposicién a luz continua, como es
nuestro caso, se favorece una mayor ganancia de peso. Ademas vemos en la melatonina

exogena el efecto contrario, dificultando dicha ganancia.

Varios estudios muestran que el aumento de peso como consecuencia de la
exposicion a luz nocturna puede ser normalizado por el tratamiento con melatonina
(Mendes et al., 2013) de forma independiente de las condiciones ambientales a las que
se vean sometidos los individuos tratados. Incluso se ha demostrado que cuando los
individuos dejan de tomar melatonina vuelven a recuperar su peso, y viceversa
(Wolden-Hanson et al., 2000). En nuestro trabajo, los resultados obtenidos apoyan a los
citados anteriormente, ya que el tratamiento con melatonina a lo largo de la prefiez a las
madres expuestas a luz durante la noche revierte el aumento en la ganancia, siendo de

hecho las gestantes de este grupo quienes menos peso ganan durante la gestacion.

La exposicion a luz nocturna aumenta el riesgo de parto prematuro. Numerosos
estudios llevados a cabo, sobre todo en trabajadoras a turnos, por otros autores,
muestran un adelanto en el momento del parto como consecuencia de la exposicion a un
fotoperiodo alterado (Armstrong et al., 1989). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo muestran, al contrario que los anteriores, que la exposicién a luz continua
produce un retraso en el dia del parto. Estos contrastes pueden ser debidos a diferencias

en el disefio experimental, ya que en nuestro caso la exposicion a luz artificial fue



permanente durante toda la prefiez. En este sentido Zhu et al. (2004) encontraron que en
trabajadoras nocturnas permanentes el parto se retrasaba hasta la semana 41 de
gestacion. La situacion de las trabajadoras del trabajo de Zhu es mas parecida a las
condiciones a las que estaban expuestas las madres gestantes de nuestro trabajo (luz
continua, las 24 horas del dia) que las de los trabajos anteriormente citados, ya que en la
mayoria de los casos las trabajadoras a turnos alternan el trabajo en turnos de noche y de
dia. La duracion de la gestacion en el grupo LL+MEL fue idéntica a la del grupo
Control, lo que nos indica que el tratamiento con melatonina revierte los efectos que la
exposicion a luz continua tiene sobre la duracion de la gestacion. Igualmente, en
roedores, tampoco se encontraron diferencias significativas en la duracion de la
gestacion entre el grupo control y el grupo tratado con melatonina (Dominguez Rubio
etal., 2013).

La exposicion a un fotoperiodo alterado conduce a una disminucion en el tamafio
de la camada. Sin embargo, estd demostrado que el tratamiento con melatonina da lugar
a un numero de crias que no se diferencia del encontrado en condiciones naturales
(Mousa-Balabel y Mohamed, 2011). En el presente trabajo la tendencia que muestran
los datos es comparable a los resultados encontrados en otros estudios, ya que
observamos que el nimero de crias nacidas vivas de madres LL es menor que en los
otros dos, mientras que el tratamiento con melatonina corrige esta situacién. De hecho,

el tamafio de la camada es mayor en el grupo LL+MEL que en el grupo Control.

En cuanto al nimero de crias nacidas muertas, hay estudios que muestran que la
cronodisrupcién aumenta el riesgo de aborto, muchos de estos estudios se han llevado a
cabo en trabajadoras a turnos, y en ellos se pone de manifiesto una alta tasa de aborto
(McDonald et al., 1988). En nuestro caso no se produjo muerte de las crias en los
grupos Control y LL+MEL, mientras que en el grupo LL si que se encontraron crias
nacidas muertas. Si bien el tratamiento con melatonina al que sometimos a las madres
del grupo LL+MEL fue capaz de corregir los efectos sobre la mortalidad asociados a la
exposicion a luz continua, aunque es importante indicar que esto no siempre es asi
debido al efecto bifasico que presenta la melatonina y que fue puesto de manifiesto por
Singh et al., (2013), donde apuntaron que los efectos de la melatonina sobre la
mortalidad de las crias era debida a las concentraciones usadas. En funcion de la dosis

de melatonina utilizada sus efectos sobre el tamafio de la camada y la mortalidad varian



(Singh etal., 2013). Es sabido que la exposicion a luz continua afecta a la tasa de
implantacion, mientras que el tratamiento con melatonina restaura esta situacion y
ademas favorece el desarrollo embrionario temprano (Ishizuka et al., 2000). Ademas
hay que tener en cuenta que el fotoperiodo afecta a la tasa de ovulacion y a su vez esto

se relaciona con el numero de crias (Mousa-Balabel y Mohamed, 2011).

El desencadenamiento del parto presenta un fuerte caracter ritmico. La exposicion
a luz durante las horas de la noche hace que este caracter ritmico se pierda, pudiendo
producirse en cualquier momento del dia, mientras que la melatonina exdgena favorece

el ritmo circadiano del momento del parto.

A lo largo de la evolucion humana la mayor probabilidad de supervivencia tanto
de las madres como de las crias ha conducido a la produccion del parto durante la
noche, momento en el que la presion de depredacion era la mas baja (Reiter etal.,
2013). Un comportamiento similar se ha encontrado en otras especies, como la rata
(Lincoln y Porter, 1976). Si bien, estd ritmicidad circadiana en el momento de
producirse el parto se esta viendo seriamente afectada como consecuencia del mal uso
que estamos haciendo de la luz durante la noche, ya que el fotoperiodo es un importante
factor en el control del momento del parto (Golombek et al., 2013). En humanos el
momento més frecuente de producirse el parto es durante las Gltimas horas de la noche y
primeras horas del dia, mientras que en la rata el momento de producirse el parto es
durante el dia subjetivo, incluso en las situaciones en las que hay alteraciones en el ciclo
LO (Tamura et al., 2008). En mamiferos el ritmo circadiano del parto se sincroniza en
su fase nocturna o diurna adecuada gracias al NSQ (Olcese, 2012). La eliminacion del
ritmo de melatonina enddgeno afecta al momento en el que se desencadena en parto,
que en rata debe ser durante el dia. Sin embargo, se ha visto que la suplementacién con
melatonina en las Gltimas horas de la tarde es capaz de restaurar el momento del parto
(Takayama et al., 2003; Olcese, 2012). Nuestros resultados apoyan estos datos, ya que
el parto de las hembras del grupo Control se produjo en general durante el dia. Por el
contrario, en las madres expuestas a LL esta ritmicidad se vio alterada, produciéndose
en la mayoria de los casos el parto durante la noche. Ademas en el grupo de madres
expuestas a LL y tratadas con melatonina el ritmo del parto se normalizd, produciéndose
en todos los casos durante las horas del dia. VVarios autores han estudiado el efecto de la

melatonina sobre el momento del parto y han mostrado que ejerce su efecto actuando de



forma local a nivel de sus receptores de membrana presentes en las células miometriales
uterinas (Zhao et al., 2002). La via de sefializacion intracelular que activa la melatonina
es la misma que la activada por la oxitocina, de modo que acttan de forma sinérgica
(Sharkey etal., 2009; 2010). La melatonina actia favoreciendo las contracciones
uterinas, aumentando su intensidad y sensibilizando al Utero a la oxitocina (Olcese,
2012; Olcese et al., 2013). La exposicion a luz nocturna hace las contracciones uterinas

sean mucho maés débiles (Revell y Skene, 2007; Reiter et al., 2013).

Respecto al peso de los descendientes, la exposicion a luz continua durante la
gestacion conduce a un aumento en el peso de los descendientes al nacer, que no se
corresponde con los resultados encontrados por otros autores, ya que muestran que la
exposicion a luz artificial durante la noche provoca un menor peso en el momento del
nacimiento (Amaral et al., 2014). La melatonina administrada a las madres expuestas a
LL durante la gestacion hace que el peso de los descendientes al nacer se normalice y
alcance valores similares a los del grupo Control. Dicha normalizacion fue
recientemente descrita por Singh et al. (2013), en un estudio muy similar al nuestro, en
el que no hallaron diferencias significativas en los pesos de las crias al nacer de los

grupos Control y las madres tratadas con melatonina.

Estos resultados nos hacen pensar que la exposicion a luz artificial durante la
noche no solo afecta a la ganancia de peso de los individuos expuestos a ella, sino que
también afecta a la evolucion del mismo durante la vida fetal, produciendo un aumento
en el peso de los descendientes de madres expuestas a estas condiciones, ya que, como
ya hemos mencionado, el nimero de crias nacidas en el grupo LL fue menor que el
encontrado en los otros dos grupos, por lo que cabria esperar que la ganancia de peso de
las madres durante la gestacion también fuera menor en este grupo que en el resto. Sin
embargo la ganancia de peso de las madres durante la gestacién fue mayor en las
expuestas a LL, lo que se corresponde con el mayor peso de las descendientes y no con

el nimero de crias.

Si nos fijamos en la evolucion del peso de los descendientes hasta los 20 dias de
edad observamos un cambio en el comportamiento de los descendientes de madres
expuestas a luz continua durante la gestacion, ya que tanto la ganancia de peso de las

madres durante la gestacion como su peso al nacer fue significativamente mayor que en



los otros dos grupos. Sin embargo durante el periodo infantil y juvenil el efecto de la luz
artificial durante la noche deja de ponerse de manifiesto, ya que la evolucién de su peso
no se diferencia del grupo Control. El tratamiento con melatonina, sin embargo, si
afecta durante estas fases del desarrollo, reflejandose su influencia en un menor peso
corporal, coincidiendo de nuevo con los resultados de Singh et al., (2013). Si bien, no
valoramos la ingesta de alimento, parece que esta influencia de la melatonina se ejerce
sin afectar a la ingesta de alimento (Wolden-Hanson et al., 2000; Prunet-Marcassus et
al., 2003; Terron et al., 2013; Depner et al., 2014).

Al estudiar la evolucion del peso de los descendientes macho hasta los 60 dias de
edad, observamos un cambio en el comportamiento justo a partir de los 20 dias, donde
de nuevo la cronodisrupcion vivida por la madre durante la gestacion provoca en los
descendientes de madres expuestas a LL el mayor peso, mientras que en general en
todos los periodos de edad estudiados el grupo que menos peso consiguié fue LL+MEL.
Los grupos LL+MEL y LL se comportan de acuerdo a lo referido en la bibliografia
citada previamente, donde se muestra que la exposicion a luz durante la noche da lugar
a una mayor ganancia de peso y el tratamiento con melatonina disminuye dicha

ganancia (Amaral et al., 2014).

En el caso de las hembras encontramos el menor peso en el grupo tratado con
melatonina, al igual que en los machos. Sin embargo, a diferencia de lo observado en
los machos, las descendientes de madres expuestas a luz continua no muestran un peso
mayor que el grupo Control. Este comportamiento difiere de lo encontrado en estudios
sobre trabajadores a turnos citados anteriormente, en los que hay una mayor ganancia de
peso que en trabajadores durante el dia (Io que puede ser debido a los factores sociales
que entran en juego al trabajar con humanos y que no se dan en trabajos con animales,
como puede ser la ingesta de alimentos durante el tiempo que estan despiertos por la
noche, que no ocurre en animales) o en otros estudios llevados a cabo en ratas jovenes
en los que no hay diferencias en la evolucion del peso entre ratas control y tratadas con
melatonina (Diaz et al., 2001). Ademas, la contaminaciéon luminica supone una fuente
de estrés, que a su vez es una importante causa de ganancia de peso. Si bien, no todos
los tipos de estrés afectan al peso del mismo modo, e incluso se observan efectos
diferentes en funcion del sexo (Garcia-Céaceres et al., 2010). La funcion metabolica de

los descendientes se ve afectada al someterlos a este tipo de situaciones tanto en la vida



prenatal como posnatal. El aumento del estrés al que nos vemos sometidos como
consecuencia de nuestro ritmo de vida, tanto en la vida prenatal como durante la vida
posnatal, es una importante causa de aumento de peso y obesidad (Dallman et al., 2004;
Tamashiro et al., 2009). Aungue existe controversia al respecto ya que algunos articulos
apoyan la idea de que el estrés al que nos vemos sometidos durante la vida prenatal es
una causa de menor peso durante la vida posnatal, mientras que otros muestran que
conduce a un aumento de peso e incluso algunos autores no encuentran efectos del
estrés sobre el peso (Lesage etal., 2004). ElI hecho de someter a las madres a un
fotoperiodo alterado (jet lag social) es una situacion estresante que esperamos afecte a
las descendientes en la vida posnatal.

Del analisis llevado a cabo sobre la influencia de la luz nocturna y el tratamiento
con melatonina sobre la evolucion del peso corporal a madres sometidas a esta

situacion, deducimos que la melatonina exdgena previene la ganancia de peso excesiva.

Las condiciones a las que se ven expuestas las madres durante la gestacion pueden
conducir a una alteracion en el momento de inicio de la pubertad de los descendientes
(Smith y Spencer, 2012). Nuestros resultados nos indican que la cronodisrupcion sufrida
por las madres gestantes produce un retraso en la edad de la apertura vaginal de sus
descendientes.

Hay estudios que muestran que alteraciones en el ritmo de melatonina afectan al
momento de inicio de la pubertad, pudiendo producir un adelanto o un retraso
(Waldhauser et al., 1991). En este sentido, la ingesta de melatonina exdgena, que tiene
como consecuencia un aumento en los niveles normales de melatonina, produce un
retraso en el momento de inicio de la pubertad (Srinivasan et al., 2009), sin embargo
otros muestran que tratar a nifios incluso durante un largo periodo de tiempo con
melatonina no afecta al desarrollo normal de la pubertad (van Geijlswijk et al., 2011), y
en roedores se ha visto que el tratamiento con melatonina produce un adelanto de la
apertura vaginal (Colmenero et al., 1994). Ademas, Silman et al. (1979) mostraron que
los niveles de melatonina en nifios que presentaron retraso en la pubertad eran mas bajos
de lo normal, mientras que en nifios con adelanto en la pubertad los niveles de

melatonina eran mas altos.



Nuestros resultados, junto con los de Silman et al., (1979) ponen de manifiesto
una clara dependencia del momento de inicio de la pubertad de la melatonina, ya que la
carencia de melatonina a la que se vieron sometidas las ratas estudiadas durante la
gestacion parece la responsable de este retraso. Ademas se comprobd que el tratamiento
con melatonina revierte en parte esta situacion producida como consecuencia de la luz
artificial durante la noche, ya que las descendientes de madres tratadas con melatonina
presentaron la apertura vaginal a una edad algo mas retrasada que las descendientes del

grupo Control, pero no tanto como las del grupo expuesto a luz continua.

El tratamiento con melatonina a las madres durante la gestacion afecta de forma
negativa a la ciclicidad estral de sus descendientes. Numerosos articulos ponen de
manifiesto el efecto regulador de la melatonina sobre la funcién reproductora (Chuffa
etal., 2011; Fernandez et al., 2013). Se ha demostrado la capacidad de la melatonina de
reparar la funcion reproductora de ratas pre-aciclicas, ya que el tratamiento con
melatonina a estas ratas permitié un mantenimiento de los niveles de estradiol similares
a los de ratas jovenes ciclicas, encontrdndose ademas la resincronizacién de la
periodicidad estral. El tratamiento con melatonina altera la duracion del ciclo estral,
aungue depende del momento de administracion, del periodo de vida de la rata y de la
duracién del tratamiento (Ferndndez et al., 2013). Hay estudios que muestran que el
efecto ejercido por la melatonina sobre la ciclicidad estral es beneficioso (Horton y
Yellon, 2001), Chuffa et al., (2011) indican que la melatonina aumenta la duracién del
ciclo estral y conduce a una alta frecuencia de metaestro y diestro, mientras que otros
autores muestran que en ratas la exposicion a luz continua y su tratamiento con
melatonina produce periodos de estro mas largos (Prata Lima et al., 2004) y de proestro
y estro mas largos (Colmenero et al., 1994). En todos estos estudios el tratamiento con
melatonina tuvo lugar durante la vida postnatal, pero en nuestro caso mostramos que el
tratamiento a las madres durante la gestacion también produce alteraciones en el ciclo
estral de las descendientes, aumentando la duracion del ciclo estral, ya que se alarga la
fase de estro. Nuestros resultados coinciden con los encontrados por Prata Lima et al.,

(2004) ya que es la fase de estro la que se ve afectada.

De los resultados obtenidos en las descendientes de ratas expuestas a LL,
deducimos que el ciclo estral no se ve alterado como consecuencia de la exposicion a

luz continua. Resultados similares fueron obtenidos por Takayama (2003).



Sin embargo, la exposicion a luz artificial en las horas de la noche durante la
gestacion afecta al desarrollo gonadal de las descendientes hembra en todas las etapas
del desarrollo estudiadas, existiendo un efecto reparador en la infancia y el periodo
juvenil de la melatonina exdgena con la que tratamos a las madres durante la gestacion.
Sin embargo, la influencia reparadora de la melatonina desaparece en la vida adulta.
Otros trabajos ponen de manifiesto que la melatonina, tanto enddgena como exdgena,
produce una disminucién del peso de los ovarios (Chuffa et al., 2011). A priori estos
resultados se contradicen con los nuestros, pero hay que tener en cuenta que la
melatonina ejerce un efecto u otro sobre diferentes pardmetros corporales, entre ellos el
peso de los ovarios, en funcion de la edad a la que se administre y a la que se estudien
dichos parametros (Diaz-Rodriguez et al., 2001). Por esta razon, las diferencias en
nuestros resultados con los de otros autores pueden deberse a la diferencia en las edades
a las que se realizaron los estudios, a la dosis de melatonina administrada y al hecho de
que en nuestro caso las que se vieron sometidas a los tratamientos aplicados fueron las
madres de los individuos estudiados. Se podria pensar que el peso de los ovarios esta en
funcién del peso corporal, es decir, que a mayor peso corporal mayor peso de los
ovarios, pero si comparamos los pesos de los ovarios y el peso corporal aparentemente
no se correlacionan. Esto nos muestra un efecto directo de la melatonina materna sobre

el eje neuroendocrino-reproductor de las descendientes.

Esta influencia se ve reforzada ya que los resultados de nuestro trabajo ponen de
manifiesto un importante efecto del fotoperiodo materno en el periodo juvenil sobre el
peso del oviducto y el Gtero de las descendientes de madres expuestas a luz continua, ya
que muestran un peso significativamente mayor de dichas estructuras que los otros dos
grupos estudiados. Ademas se pone de manifiesto de nuevo el efecto reparador de la
melatonina exogena, ya que disminuye el peso del oviducto y el Gtero de los
descendientes de madres tratadas hasta valores similares a los encontrados en el grupo
Control. Previamente otros autores pusieron de manifiesto que niveles alterados de
melatonina afectan al peso del tracto reproductor femenino. Este efecto se mostré en
roedores que estuvieron expuestos a fotoperiodo corto, donde se vio una disminucion
del peso de los ovarios, oviducto, utero y vagina (Devries et al., 1989). Justo el efecto
contrario se puso de manifiesto en el trabajo de Benson (1989) con ratas, donde mostro

que el tratamiento con melatonina aumenta de forma significativa el peso del utero.



Estas ideas nos indican que niveles elevados de melatonina enddgena disminuyen el
peso del tracto reproductor femenino, mientras que la melatonina exdgena lo aumenta.
Hay que tener en cuenta que en nuestro experimento el grupo tratado con melatonina no
presenta unos niveles excesivos de dicha hormona, sino que la inyeccion administrada
aporta la melatonina que no pueden producir de forma natural como consecuencia de su
exposicion a luz artificial constante. Por esta razon el resultado que encontramos no se
contradice con lo citado anteriormente, ya que el aumento del peso que observaron se
produjo en roedores expuestos a fotoperiodo normal y que por tanto no tenian alterada

la produccion de melatonina.

En base a nuestros resultados podemos afirmar que la exposicion de las madres a
luz artificial durante la noche, a lo largo de la gestacion, no afecta al metabolismo de la

glucosa en las descendientes durante el periodo infantil y juvenil.

Situaciones de estrés durante la vida prenatal puedan dar lugar a un aumento de
los niveles de glucosa durante la vida posnatal (Garcia-Céceres et al., 2010). Como la
exposicion a luz artificial durante la noche puede ser considerada como una situacion de
estrés en la que se ven afectados los niveles de melatonina, la glucemia puede verse en
consecuencia afectada. Hay trabajos que apuntan que la ausencia total de esta hormona
0 una disminucién de sus niveles normales en ratas da lugar a una alteracion del
metabolismo que conduce a situaciones como resistencia a la insulina e intolerancia a la
glucosa, produciéndose un aumento en los niveles de glucosa en plasma (Lima et al.,
1998). Ademas se ha demostrado que estas disfunciones metabolicas se ven
compensadas por el tratamiento con melatonina (Zanquetta et al., 2003). Este efecto
inhibidor de la melatonina sobre el metabolismo de la glucosa en roedores (Dauchy
etal., 2010) no se pone de manifiesto en nuestros resultados. No obstante, hay que
indicar que las condiciones experimentales no son las mismas en nuestro estudio que en
los citados previamente, ya que en ellos la exposicion a fotoperiodo alterado se produjo
en los propios sujetos experimentales, mientras que en nuestro caso fueron las madres

de las hembras estudiadas las expuestas a luz artificial durante la noche.

El efecto del tratamiento con melatonina a ratas expuestas a fotoperiodo alterado
descrito previamente si se pone de manifiesto en este trabajo, ya que los niveles de

glucosa en sangre de las descendientes de madres del grupo LL+MEL son menores que



los de las descendientes del grupo LL en la edad adulta. A pesar de que las diferencias
encontradas entre ellas no sean significativas se observa una tendencia a una mayor
actividad del metabolismo de la glucosa. De modo que podemos deducir que la
exposicion de las madres a luz artificial durante la gestacion no afecta al metabolismo
de la glucosa de las descendientes y que, a diferencia del efecto inhibidor de la
melatonina enddgena sobre el metabolismo de la glucosa (Diaz y Blazquez, 1986; la
Fleur etal., 2001) el tratamiento con melatonina exdgena activa dicha actividad

metabdlica.

La melatonina ejerce una importante influencia en el desarrollo testicular (Amano
et al., 2000; Flynn et al., 2000; Horton y Yellon, 2001). Si analizamos los resultados que
encontramos en cuanto al peso de los testiculos, la ausencia de diferencias entre los
grupos Control y LL nos indica que la exposicion a luz artificial durante la gestacion no
afecta al peso de los testiculos de los descendientes. Sin embargo, se observa un claro
efecto del tratamiento con melatonina exdgena, ya que encontramos que tanto a los 28
dias como en la edad adulta hay un peso significativamente mas bajo de los testiculos de
machos descendientes de madres del grupo LL+MEL. Otros trabajos realizados en
roedores apoyan nuestros resultados, ya que encontraron que el aumento en los niveles
de melatonina como consecuencia de la exposicién a dias cortos o al tratamiento con
melatonina produce atrofia testicular, es decir, un menor peso de los testiculos
(Colmenero et al., 1994; Horton y Yellon, 2001).

En cuanto al peso de la glandula pineal, en los descendientes machos de nuestras
madres sometidas a los diferentes tratamientos durante la gestacion no se observa
ningun efecto de la exposicion a luz continua ni del tratamiento con melatonina
exogena. Estos resultados se apoyan en los encontrados por Colmenero (1991; 1994) en

trabajos también realizados en ratas.

Por el contrario, en las descendientes hembra la alteracion del fotoperiodo en las
madres da lugar a un mayor peso de la glandula pineal durante el periodo juvenil,
mientras que el tratamiento con melatonina durante la gestacion es capaz de revertir este
efecto. ElI mayor peso de la glandula pineal puede ser debido a que la ausencia de
melatonina materna durante la gestacion conduce a un mayor desarrollo de la glandula

pineal de las descendientes para poder producir una mayor cantidad de melatonina y



contrarrestar estas deficiencias. Esta tendencia cambia en la edad adulta ya que el
tratamiento con melatonina materna solo ejerce su efecto reparador durante el periodo

juvenil, mientras que en la edad adulta no se pone de manifiesto.

Hemos valorado también la influencia de la desincronizacion circadiana a otro
nivel del eje neuroendocrino-reproductor como es la hipofisis, si bien, no hay muchos
trabajos que estudien el peso de la hipdfisis en unas condiciones similares a las nuestras,
se ha descrito un menor peso de la hipofisis en ratas pinealectomizadas respecto a las
Control y tratadas con melatonina (Colmenero etal., 1994). En nuestro trabajo, las
condiciones experimentales son diferentes, ya que son las madres las sometidas a las
diferentes condiciones experimentales durante la gestacion, aunque también se pone de

manifiesto un efecto de la cronodisrupcion sobre el peso de la hipofisis.

En el caso de las hembras, a los 28 dias de edad, la alteracion del fotoperiodo no
produce diferencias entre las descendientes, sino que estas son debidas al tratamiento
con melatonina exdgena, produciendo un retraso en el desarrollo de la hipofisis. Sin
embargo, en la edad adulta desaparece la influencia de la melatonina. Este desarrollo
mas lento de la hipdfisis durante el periodo infantil y juvenil podria estar relacionado
con cierto retraso que se produce en el momento de inicio de la pubertad descrito mas

arriba.

En cuanto a los machos, el comportamiento del peso de la hipéfisis es el mismo a
los dos periodos de edad estudiados. Al igual que ocurria con las hembras a los 28 dias,
el tratamiento con melatonina afecta al desarrollo de la hipdfisis durante el periodo
infantil y juvenil, y que ademas en este caso se mantiene este menor desarrollo durante

la vida adulta.

Se pone de manifiesto de nuevo el diferente efecto de la melatonina exdgena, en

esta ocasién en funcién del sexo.

Finalmente comprobamos que en los descendientes de los tres tipos de madres se
producia la espermatogenesis entre los 70-80 dias de edad, o lo que es lo mismo, que

todos los machos habian alcanzado la pubertad a las edades indicadas.

Numerosos estudios muestran los efectos de la melatonina sobre los
espermatozoides humanos, sin embargo ninguno reproduce unas condiciones similares a

las nuestras. La presencia de melatonina en el liquido seminal (Bornman et al., 1989)



junto con la de receptores en la superficie espermatica hace pensar que esta molécula
ejerce algun efecto sobre los espermatozoides (van Vuuren et al., 1992).

En los descendientes del grupo Control observamos que el tratamiento con
melatonina favorece la motilidad, hiperactivacion y resistencia de los espermatozoides.
Ademaés observamos que la melatonina comienza a ejercer su efecto muy pronto, ya que
incluso a t=0 se observa una mayor proporcion de espermatozoides maéviles que en la
muestra sin melatonina y deducimos que la concentracion de melatonina debe ser tenida
en cuenta, ya que concentraciones demasiado elevadas pueden ejercer efectos negativos

sobre la motilidad espermatica.

Resultados similares encontramos en el caso de los machos descendientes de
madres de los dos grupos experimentales. Cabe destacar que incluso el porcentaje de
hiperactivacion es superior en ambos grupos gue en el Control, lo que indica que la
exposicién a luz nocturna de las madres durante la gestacién produce curiosamente un
efecto positivo sobre la motilidad espermatica de los descendientes, mientras que el
tratamiento con melatonina no modifica los efectos producidos por la cronodisrupcién
en este sentido. Ademas en esta misma situacion, los resultados que encontramos nos
indican que los espermatozoides de los descendientes del grupo LL+MEL permanecen
en movimiento méas tiempo que en los otros dos grupos. Esto nos hace pensar que el
tratamiento con melatonina a las madres durante la gestacion aumenta la resistencia de
los mismos, permitiéndoles que sigan moviéndose durante mas tiempo. La situacion que
se encontrd a 10mM fue idéntica en ambos grupos, mientras que a 30mM la proporcion
de machos que permanecen con hiperactivacion espermatica es mayor en el grupo
expuesto a LL que en el grupo LL+MEL. Deducimos de ello que la exposicion a LL
durante la gestacion hace que los espermatozoides presenten una mayor resistencia, a
altas concentraciones de melatonina, o lo que es lo mismo, que son capaces de soportar

concentraciones de melatonina mas altas.

En cuanto al porcentaje de espermatozoides MT en cada macho, los resultados
encontrados nos muestran un claro efecto de la melatonina sobre el porcentaje de
espermatozoides MT, asi como, de nuevo, una importante influencia de la concentracién

de melatonina usada.

El estrés oxidativo afecta de forma negativa a la capacitacion espermatica. La



melatonina protege a los espermatozoides de la apoptosis y del dafio oxidativo causado
por las ROS y RNS, aunque hay estudios que muestran que ejerce su efecto
fundamentalmente contra las RNS (Sénmez et al., 2007). Ademéas no afecta a los
niveles de AMPc, molécula fundamental en la hiperactivacion de la movilidad del
flagelo (Fujinoki, 2008). La melatonina favorece la hiperactivacion actuando sobre
MT1. Esta hiperactivacion de la motilidad se debe al aumento de los niveles de ATP a
nivel mitocondrial, ya que estabiliza la membrana mitocondrial interna (Fujinoki,
2008). Hay estudios que apoyan la idea de que la melatonina presente en el liquido
seminal favorece la motilidad espermética, mientras que otros apuntan que no ejerce
ningun efecto importante sobre la motilidad, ya que no hay diferencias significativas en
la concentracion de melatonina del semen de pacientes con buena y mala motilidad
espermatica (Bornman et al., 1989; van Vuuren et al., 1988; 1992). Se ha apuntado
también que la melatonina aportada por los ovarios aumenta la hiperactivacion de los
espermatozoides, por lo que la hiperactivacién no se produciria hasta alcanzar el tracto

reproductor femenino (Fujinoki, 2008).

Lo que esta claro es el efecto positivo que ejerce la melatonina sobre la calidad
seminal general y en particular sobre la motilidad espermatica. Numerosos estudios han
revelado que muestras tratadas in vitro con melatonina en concentraciones adecuadas
muestran un mayor porcentaje de espermatozoides totales y progresivos, un aumento en
la velocidad espermatica y una disminucion del nimero de espermatozoides inmdviles y
no viables (Fujinoki, 2008; Du Plessis et al., 2010; Ortiz et al., 2011), resultados que
apoyan los encontrados en nuestro trabajo.



6. CONCLUSIONES

1.- La exposicion a luz artificial durante la noche produce una mayor ganancia de
peso durante la gestacion. El tratamiento con melatonina exdgena revierte esta situacion

y conduce a una menor ganancia de peso.

2.- La exposicion a luz continua durante la gestacién produce un retraso del dia

del parto. El tratamiento con melatonina exdgena es capaz de corregir esta situacion.

3.- La ritmicidad circadiana del momento del dia en el que se produce el parto se
ve alterada por la exposicién a luz continua, mientras que el tratamiento con melatonina

exdgena permite que se produzca en el momento adecuado.

4.- La exposicion a luz continua de las madres durante la gestacion produce un
aumento en el namero de crias nacidas muertas, pero el tratamiento con melatonina

exogena puede corregir esta situacion.

5.- Tanto la exposicion a luz continua como la capacidad reparadora de la
melatonina afectan de forma diferente a la ganancia de peso corporal en funcion del

sexo y de la fase de desarrollo.

6.- La exposicion a luz continua durante la gestacion retrasa la apertura vaginal de
sus descendientes. Mientras que el tratamiento con melatonina afecta de forma negativa

a la ciclicidad estral de sus descendientes.

7.- La exposicién a luz artificial durante la gestacion no afecta al metabolismo de
la glucosa, mientras que el tratamiento con melatonina exdgena activa dicha actividad

metabolica.

8.- La influencia de la luz nocturna durante la gestacion afecta al desarrollo del eje
neuroendocrino-reproductor de las descendientes hembras, pero no de los machos. La
melatonina exogena tiene una influencia reparadora dependiente del sexo y del estado

de desarrollo.

9.- Tanto la luz nocturna como el tratamiento con melatonina favorecen la

motilidad de los espermatozoides.
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ANEXO 1. Ciclicidad estral de las descendientes.

Tabla 3. Resultados de la ciclicidad estral de las descendientes de madres del grupo

Control.
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Tabla 4. Resultados de la ciclicidad estral de las descendientes de madres del grupo LL.
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Tabla 5. Resultados de la ciclicidad estral de las descendientes del grupo LL+MEL.

Ratal Rata 2 Rata 3 Rata 4 Rata 5 Rata 6
24-mar | Proestro Estro
25-mar | Proestro Estro Estro Estro
26-mar | Proestro Estro Estro Estro Estro Estro
27-mar | Estro Metaestro | Diestro Estro Estro Proestro
28-mar | Estro Diestro Diestro Diestro Metaestro | Estro

29-mar
30-mar

31-mar | Metaestro | Estro Estro Proestro Proestro Proestro
01-abr | Estro Estro Proestro Estro Estro Estro
02-abr | Estro Metaestro | Metaestro | Estro Estro Estro
03-abr | Estro Diestro Proestro Metaestro | Metaestro | Metaestro
04-abr | Estro Diestro Estro Estro Proestro Proestro

05-abr
06-abr

07-abr

Estro

Diestro

Metaestro

Diestro

08-abr

Metaestro

Diestro




ANEXO 2. Porcentaje de espermatozoides motiles totales de cada macho.

Tabla 3. Porcentaje de espermatozoides motiles totales de cada macho del grupo Control a las

concentraciones de melatonina estudiadas (OmM, 10mM y 30mM) durante dos horas (tiempos de

observacion: t=0 minutos, t=30 minutos, t=60 minutos, t=90 minutos y t=120 minutos).

Tiempo
Rata Concentracion t=0 t=30 t=60 t=90 t=120
Macho 1 omMm 40 5 2 0 0
10mM 70 70 50 0 0
30mM 70 1 0 0
Macho 2 omM 2 1 0 0 0
10mM 40 80 70 50 40
30mM 70 80 60 5 5
Macho 3 omM 0 0 1 1 0
10mM 0 2 5 5 5
30mM 0 10 0 1 5
Macho 4 omM 0 0 1 0
10mM 0 1 1 1
30mM 0 0 0 0
Macho 5 omMm 15 1 1 1 1
10mM 40 40 40 30 20
30mM 20 1 0 0 0
Macho 6 OmM 5 5 10
10mMm 70 10 50 80 40
30mM 70 30 70 10 0
Macho 7 omM 1 1 1 1
10mM 10 60 20 30 70
30mM 10 20 5 5 0
Macho8 omM 10 1 1 5
10mMm 70 80 80 60 15
30mM 70 60 70 80 1




Tabla 4. Porcentaje de espermatozoides mdtiles totales de cada macho del grupo LL a las

concentraciones de melatonina estudiadas (OmM, 10mM y 30mM) durante dos horas (tiempos de

observacién: t=0 minutos, t=30 minutos, t=60 minutos, t=90 minutos y t=120 minutos).

% Métiles
Rata Concentracion t=0 t=30 t=60 t=90 t=120
Macho 1 OomM 40 40 5 1 0
10mM 70 90 80 50 30
30mM 50 60 40 0 0
Macho 2 omM 50 5 5
10mM 30 80 80 70 30
30mM 50 40 70 50 1
Macho 3 omMm 10 0 1 1 1
10mM 60 40 90 20 15
30mM 40 50 50 50 30
Macho 4 omM 20 0 0 0 1
10mM 40 50 40 40 20
30mM 40 40 30 40 5
Macho 5 omMm 15 0 0 1 1
10mM 70 80 40 60 60
30mM 60 70 50 40 10
Macho6 omM 70 0 1 1 1
10mM 80 90 80 20 50
30mM 70 5 1 1 1
Macho 7 omM 50 1 1 1 1
10mM 60 20 10 40 15
30mM 40 5 30 0 5




Tabla 5. Porcentaje de espermatozoides matiles totales de cada macho del grupo LL+MEL a las

concentraciones de melatonina estudiadas (OmM, 10mM y 30mM) durante dos horas (tiempos de

observacion; t=0 minutos, t=30 minutos, t=60 minutos, t=90 minutos y t=120 minutos).

% Métiles
Rata Concentracion t=0 t=30 t=60 t=90 t=120
Macho 1 OomM 40 70 30 10 5
10mM 70 70 90 70 60
30mM 70 20 0 0 0
Macho 2 omM 1 0
10mM 40 40 70 60 60
30mM 30 60 20 20 20
Macho 3 omMm 20 0 10 30 1
10mM 30 90 90 70 60
30mM 50 70 0 5 0
Macho 4 omM 70 0 15
10mM 70 70 80 60 30
30mM 60 0
Macho 5 omMm 40 0
10mM 40 60 50 50 30
30mM 30 30 0 0
Macho 6 omM 10 0 1
10mM 30 80 80 80
30mM 70 60 60 40
Macho 7 omM 5 0 0 0 60
10mM 20 60 70 50 50
30mM 1 50 50 1 40
Macho 8 omM 40 30 30 20 1
10mM 90 60 80 60 40
30mM 90 70 0 1 0




