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Resumen

La desincronizacion circadiana esta vinculada a patrones irregulares de actividad e
ingesta y estos a su vez se vinculan con el desarrollo de obesidad. En el raton
Neotomodon alstoni existen subpoblaciones que se mantienen delgados y otros
que desarrollan obesidad. En los obesos esta alterada la organizacion del sistema
circadiano que se refleja en cambios en los patrones de actividad motora e
ingesta. Este trabajo buscé determinar si en ratones machos delgados N. alstoni la
exposicidon a un fotoperiodo irregular induce alteraciones en la distribucion de
actividad locomotriz en foto y escotofase, patrones alterados de ingesta y su
relacion con la curva de tolerancia a la glucosa (CTG), asi como en la expresion
relativa de genes de prepro-orexinas, Perl y Bmall en tejido diencéfalico.

Los resultados indican que la exposicion durante doce semanas a ciclos
irregulares de iluminacion no causa efecto significativo en el peso corporal, ni en la
expresion relativa del gen de prepro-orexinas. Sin embargo, los ratones mostraron
reduccion en la cantidad de actividad locomotriz, mejor movilizacién de la glucosa
al minuto 60 en la curva de tolerancia a la glucosa, reduccion de la expresion
relativa en la fase nocturna de Perl y Bmall en diencéfalo y mayor ingesta de
alimento durante la fase diurna. Esto sugiere la posible existencia de algun
mecanismo compensatorio que evita que el fotoperiodo irregular cause aumento
en el peso.

Palabras clave: ritmos circadianos, desincronizacion, fotoperiodo irregular,

Neotomodon alstoni.



Abstract

Circadian desynchronization is linked to irregular patterns of activity and intake,
which in turn are associated with the development of obesity. In the Neotomodon
alstoni mouse, there are subpopulations; some remain lean while others develop
obesity. The obese individuals have altered organization of the circadian system,
reflected in changes in patterns of motor activity and intake. This study aimed to
determine whether exposure to an irregular photoperiod induces alterations in the
distribution of locomotor activity during light and dark phases, altered intake
patterns, and their relationship with glucose tolerance curve (GTC), as well as the
relative expression of prepro-orexin genes, Perl, and Bmall in diencephalic tissue
in lean male N. alstoni mice.

The results indicate that exposure to irregular lighting cycles for twelve weeks does
not have a significant effect on body weight, nor on the relative expression of the
prepro-orexin gene. However, the mice showed a reduction in the amount of
locomotor activity, improved glucose mobilization at the 60-minute mark in the
glucose tolerance curve, reduced relative expression of Perl and Bmall during the
nocturnal phase in the diencephalon, and increased food intake during the diurnal
phase. This suggests the possible existence of a compensatory mechanism that
prevents irregular photoperiods from causing weight gain.

Keywords: circadian rhythms, desynchronization, irregular photoperiod,
Neotomodon alstoni.



Introduccion

Caracteristicas generales de los ritmos circadianos

Las funciones fisioldgicas de los seres vivos oscilan a lo largo del dia segln un
programa temporal interno conocido como “el reloj circadiano”. Estos mecanismos
enddgenos permiten anticipar ciertas condiciones periddicas del ambiente, lo que
brinda una ventaja para adaptarse al entorno (Aguilar-Roblero et al., 2015; Madrid,
2013). Estos ritmos presentan 3 caracteristicas fundamentales: deben ser
producidos por procesos enddgenos, se deben sincronizar con los ciclos diarios
del medio externo (zeitgeber) y el periodo del reloj se mantiene con poca variaciéon
si los ritmos se observan en condiciones constantes a distintas temperaturas

(Aguilar-Roblero et al, 2015; Buhr et al., 2013).

Los pardmetros a medir en un ritmo biolégico son equivalentes a los usados para
estimar una sinusoide (Fig. 1), como su periodo que corresponde al tiempo en que
tarda en completarse el ciclo; la frecuencia, que es inverso del periodo y
corresponde al nimero de veces en que se repite un ciclo completo en un
intervalo de tiempo definido; la amplitud, definida como la variacion de la
intensidad de la oscilacién entre el valor mas alto, o del mesor, que es el valor
medio del ajuste sinusoidal de todos los valores medidos en un ritmo; y la fase,
que representa al valor dado de amplitud que corresponde a un instante del ciclo,
donde al valor mas alto se le denomina acrofase y al mas bajo batifase (Aguilar-

Roblero et al, 2015).
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Figura 1. Pardmetros a medir en un ritmo bioldgico sincronizado. En el eje de las
abscisas esta representado con barras oscuras los periodos de oscuridad y con barras
claras los periodos de luz, ademas de las unidades de tiempo (horas) correspondientes.
El periodo, la frecuencia, la amplitud, el mesor, la fase, la acrofase, y la batifase. Figura
modificada de (Koukkari et al. 2006).

A nivel molecular, los ritmos circadianos ocurren en todas las células nucleadas
del cuerpo, su funcién ocurre mediante una doble asa transcripcional-traduccional
de activacion e inhibicion entre distintos “genes del reloj circadiano” y sus
correspondientes proteinas. En mamiferos este proceso se puede separar en dos
vias principales. La primera que actia como el asa positiva comienza con la union
del heterodimero de factores de transcripcion que forman las proteinas CLOCK y
BMAL1, a la caja E presente en los promotores para activar la transcripcion de los
genes Perl, 2y 3y Cryly 2. Las proteinas traducidas de estos genes constituyen
el asa negativa; fuera del nucleo celular se acumulan y como un heterodimero

que, se fosforila, se transloca al ndcleo e inhibe la actividad del heterodimero
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CLOCK/BMALL, lo que induce la represion de la transcripcion, y por lo tanto, la
traduccion de PERs y CRYs. Una vez que se reducen los niveles del dimero
PER/CRY, la represion de CLOCK/BMALL1 disminuye y se activa de nuevo su
sintesis. La expresion de Bmall depende de una segunda asa de
retroalimentacion, sin embargo, la expresion del Clock es constitutiva (Weaver,

2016; Patke, et al., 2019).

En la segunda via CLOCK/BMAL1 actuan también como factores de transcripcion
positivos de los genes de Dbp y de los receptores nucleares Reverba y Reverbf.
La proteina REVERa y B funcionan como inhibidores de la expresién de Bmall,
generando retroalimentacion negativa; mientras tanto las proteinas de los genes
de Dbp regulan positivamente la expresion del receptor huérfano a relacionado
con retinoides RORa, RORB y RORy que son factores positivos de transcripcion
de Bmall, asegurando asi la ritmicidad en su expresion (Fig. 2). En esta via
también participa el gen E4BP4, cuya proteina NFIL3 inhibe la transcripcion de los
genes que contienen caja D (Buhr, et al., 2013, Mitsui, et al., 2001; Patke, et al.,
2019). Estas asas de retroalimentacidon entrelazadas y cooperativas controlan la
transcripcion de cerca del 10% del genoma y optimizan el tiempo de expresion
génica al mantener robustez en los ritmos circadianos de diversas funciones
fisiologicas, mediante el control de la expresibn de otros genes también

“controlados por reloj” (Hardin et al., 2013; Partch et al., 2014).
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Figura 2: Mecanismo molecular del reloj circadiano. El dimero CLOCK y BMAL1 se une a
la E-box y activa la transcripcion de los genes Perl, 2y 3y Cryl y 2. El asa negativa se
forma fuera del nacleo celular con el heterodimero de PER y CRY e interactia con el
dimero de CLOCK y BMALL1 reprimiendo la transcripcion de sus genes blanco. En una
segunda via, CLOCK/BMALL regulan la transcripcion de Reverba. REVERB inhibe la
expresion de Bmall. RORa, RORB y RORy (RORa/B/y) activan la transcripcion de Bmall.
Period (Per), Criptocromo (Cry), Receptor huérfano relacionado con retinoides a, f o y
(RORO0/Bly). (Modificado de: Partch et al., 2014).

Aunque la maquinaria molecular del reloj circadiano se encuentra en todas las
células nucleadas del organismo, existen tejidos que dominan en la organizacién
circadiana. Estos tejidos tienen la capacidad de generar ciclos circadianos
regulares, por lo que se les denomina osciladores periféricos. En mamiferos la
estructura que funge como el principal oscilador circadiano es el ndcleo

supraquiasmatico (NSQ) ubicado en la base del hipotdlamo. En condiciones

adecuadas de cultivo, neuronas que conforman el NSQ pueden mantener de



manera autonoma ciclos circadianos dependientes de disparos de potenciales de

accion espontaneos.

El NSQ aislado oscila en su actividad eléctrica de forma independiente, pero en
conjunto con los ndcleos hipotaldmicos asociados tiene la capacidad de
sincronizarse con sefiales del entorno y proveer diferentes sefiales de fase a otros
tejidos via el sistema neuroendocrino (Morgado et al, 2014; Okamura et al, 2002;
Welsh et al. 2010). EI NSQ (Fig. 3) se puede dividir en dos subregiones: 1) la zona
del nucleo o médula, que recibe la informacion fotica del tracto retinohipotalamico
(TRH) y donde se expresan varios neuropéptidos como el péptido vasoactivo
intestinal (VIP) y el péptido liberador de gastrina (GRP) y 2) la corteza, que es la
zona con oscilaciones mas robustas, con numerosas proyecciones eferentes y
poblado principalmente de neuronas que expresan arginina vasopresina (AVP)
(Hastings, et al.,, 2018; Mieda, 2020). Esta clasificacion esta dada por los
principales neurotransmisores que participan en estas zonas, sin embargo, no son
los Unicos. EI mas abundante en el NSQ es el acido gamma-aminobutirico
(GABA), presente en todas sus células, también en menor cantidad se presentan
neurotensina (NT), somatostatina (SS), calretinina (CALR), encefalina (ENK) y el
neuromodulador péptido activador de la adenilil ciclasa hipofisaria (PACAP). Las
interacciones entre las neuronas que producen estos neurotransmisores son
complejas, especificas y jerarquicas, tal como el neuropéptido VIP que al dictar la
respuesta a la luz también modula en gran medida las demas interacciones

neuronales en el NSQ (Moore, et al., 2002; Varadarajan, et al., 2018).
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Figura 3: Esquema del NSQ. La corteza, con neuronas gue expresan AVP y GABA como
neurotransmisor excitador, que tiene las proyecciones de salida del NSQ. La zona del
nacleo, recibe informacion fética del TRH y expresa VIP, GLU, PACAP y GABA inhibitorio.
Las flechas amarillas corresponden a la via excitatoria y las rojas a la inhibitoria. Arginina
vasopresina (AVP), tracto retinohipotalamico (TRH), péptido vasoactivo intestinal (VIP),
glutamato (GLU). Modificado de: Lu, et al., 2021).

El NSQ tiene conexiones multisinpticas con neuronas motoras y del sistema
simpético y parasimpatico de diferentes tejidos, mediante las cuales sincroniza a
los 6rganos periféricos, asi como obtiene retroalimentacion de ellos (Buijs, et al.,
2016). Las principales salidas aferentes del NSQ se transmiten a través del nucleo
subparaventricular (sSPVN) y el nucleo dorsomedial del hipotdlamo (DMH), donde
se regula en buena parte el ciclo de suefio/vigilia mediante las proyecciones
excitatorias a las neuronas de orexina y las inhibitorias al area predptica (POA).
Dentro del hipotalamo medial existen 3 tipos de neuronas blanco del NSQ, las
primeras son neuronas endocrinas, como las liberadoras de hormona de

corticotropina (CRH), la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la hormona

liberadora de gonadotropina (GnRH). El segundo grupo son las neuronas del



sistema nervioso autonomo (SNA) y el tercero son las neuronas intermedias del
area preoptica medial (MPOA), sPVN y DMH a las que llegan eferentes del
sistema nervioso central (SNC) (Buijs, et al., 2001; Kalsbeek, et al., 2002, 2011,
Scammell, et al., 2017). Asimismo, el NSQ también tiene proyecciones directas de
ndcleos sensoriales como el del tracto solitario, MPOA y el arcuato (ARC), este

altimo regula la ritmicidad de las funciones metabdlicas (Buijs, et al., 2017).

La interaccion NSQ-ARC es necesaria para conservar los ritmos de la ingesta de
alimento, donde el Neuropéptido Y (NPY) tiene una liberacion circadiana del ARC
hacia el nucleo paraventricular (PVN) (Bechtold, et al., 2013). También participa en
la regulacion de la temperatura corporal, con la liberacion de AVP durante la fase
de luz, lo que produce una disminucién en la temperatura, mientras que, en la fase
oscura, por el incremento de la hormona estimulante de los melanocitos alfa (a-
MSH) ocurre el efecto contrario (Guzman-Ruiz, et al., 2015). De igual forma, el
ARC tiene receptores de glucocorticoides (GC) que censan sus niveles en plasma,
pero su sensibilidad varia a lo largo del dia, probablemente debido a la influencia

del NSQ (Leon-Mercado, et al., 2017).

Sincronizacién externa e interna

Dado que el asa molecular circadiana existe en diferentes tejidos que funcionan
como osciladores circadianos (Fig. 4), también estos pueden integrar sefiales del
medio externo. Las sefales eferentes de los osciladores dan lugar a una
organizacion jerarquica interna, a lo que se le denomina sistema circadiano
(Madrid, 2013). Estos relojes internos no tienen periodo de 24 horas exactamente,
sino que se ajustan diariamente con estimulos ciclicos que le brindan al organismo

9



sefales del tiempo externo denominadas “zeitgebers” (Pittendrigh, 1993). Para los
mamiferos, los ciclos de la luz son la principal sefial externa sincronizadora, la cual
se recibe en retina y se integra en el NSQ mediante el tracto retinohipotaldmico
(TRH). La luz en conjunto con otros zeitgebers como la ingesta de alimento, la
temperatura, la actividad fisica y el suefio ayudan a ajustar el tiempo del sistema

circadiano con el tiempo externo (Mohawk, J. et al., 2012).

También existen otras estructuras que funcionan como osciladores periféricos, que
a pesar de poder sincronizarse con sefales de tiempo externas, como la luz, la
temperatura, la actividad fisica, el suefio o la ingesta de alimento, se acoplan a la
fase marcada por el NSQ, que funge como oscilador maestro y asi se genera una
sincronizacion interna que se vuelve susceptible a la combinacion de mdultiples

zetigebers (Ashton, et al., 2022; Healy, et al., 2021; Tahara, et al., 2016).

Glandula
pineal

Osciladores Retina

cerebrales

Relojes periféricos

Senales Senales de Senales
— temporales ——>» melatonina —— Temporales del NSQ
O Oscilador sincronizado @ Oscilador maestro @ Oscilador sincronizable

por luz

Figura 4: Sistema circadiano en mamiferos. Esquema del sistema circadiano en
mamiferos con el NSQ como oscilador maestro sincronizado por los estimulos foticos
captados a través de la retina y coordinando los osciladores periféricos (Modificada de
Hastings et al., 2018).
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Sincronizacién fética

Existen dos modelos propuestos para explicar el mecanismo mediante el cual el
reloj circadiano se sincroniza con la luz, estos son el modelo paramétrico y el no
paramétrico. El primero propone que el sistema circadiano responde de una
manera continua al nivel e intensidad de la luz (la intensidad de la luz como
paradmetro) lo que ejerce una accion continua sobre la velocidad en la frecuencia
de los ritmos; mientras el segundo plantea que pulsos cortos de luz u oscuridad en
puntos especificos del ciclo pueden generar cambios de fase, esto es que la
respuesta del marcapasos al zeitgeber no es la misma durante toda la oscilacion
del ciclo (Aschoff 1960, 1999). Ambos modelos funcionan en la practica, pues
segun la intensidad de la luz y la fase en la que incide tienen efectos sobre el

periodo del oscilador circadiano.

Para estudiar el proceso no paramétrico o discreto se utiliza la curva de respuesta
de fases (CRF) (Fig. 5), que es la grafica del cambio de direccion de la fase
inducido por el estimulo por luz en puntos especificos del ciclo (Foster, et al;
2020). La CRF puede ser diferente entre especies, sin embargo, conserva 3 zonas
caracteristicas para todas: la zona insensible o muerta (Fig. 5A), donde no hay
respuesta al pulso de luz y ocurre durante el dia subjetivo; la zona de retrasos
(Fig. 5B), en donde después del pulso de luz la actividad ocurre mas tarde y la
zona de adelantos (Fig. 5C), en la que el pulso de luz genera un avance de fase

de la actividad (Aguilar-Roblero et al., 2015; Ashton, et al., 2022).

11
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Figura 5: Esquema de curva de respuesta de fase. La CRF muestra el efecto de la
exposicion a la luz en diferentes puntos temporales del ciclo circadiano. En actogramas de
libre curso (A) pulsos de luz durante el dia subjetivo no tienen efecto en la fase del reloj
(B) pulsos de luz al inicio de la noche subjetiva provoca retrasos en la fase del reloj (C)
pulsos de luz al final de la noche subjetiva induce avances de fase. En la gréafica, la barra
negra representa el ciclo oscuro o noche subjetiva y la barra blanca el ciclo de luz o dia
subjetivo. En los actogramas, las barras negras representan periodos de actividad y las
lineas negras indican descanso (Modificada de Ashton, et al; 2022).

El NSQ recibe informacion fética de proyecciones monosinapticas del TRH que se
originan en células ganglionares fotosensibles de la retina (revisado en Buhr, et
al., 2013; Madrid, 2013). El estimulo luminico en el TRH provoca la liberacion del
neurotransmisor de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) y de glutamato,
que actua a través de sus receptores tipo NMDA y AMPA para despolarizar las
neuronas internas del NSQ aumentando su velocidad de activacion (Ashton, et al.,

2022). Esta interaccion intracelular genera una cascada de segundos mensajeros

y una entrada de calcio extracelular, seguido por el aumento de la actividad
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catalitica de la calmodulina cinasa y Oxido nitrico sintasa. A su vez también se
activa la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKS) junto con
el adenosin monofosfato ciclico (CAMP), el elemento en respuesta de CAMP (CRE)
y las proteinas de unién de CRE (CREB). Estos ultimos actuando como factores
de transcripcion modifican la expresion de los genes Perl y 2 entre otros genes

reguladores del ciclo circadiano (Aguilar-Roblero et al., 2015; Foster, et al., 2020).

Sincronizacién no fotica

Ademas de la entrada de informacién fética a través del TRH, el NSQ puede
sincronizarse con estimulos no foticos ya que recibe retroalimentacion de 6érganos
periféricos. Esto ocurre por medio de dos vias principales, los factores circulantes,
a través de los 6rganos circunventriculares (CVO), lo que integra la informacién
humoral y mediante la via de las aferentes vagales y espinales, que integran la
informacion visceral (Buijs, et al., 2019). En la integracion de esta informacién
participan la ruta de sefializacion serotoninérgica del nucleo del rafe dorsal (DRN)
y el nucleo del rafe medio (MRN), el sistema GABAérgico del NSQ y la hojuela

intergeniculada (Dibner, et al., 2010; Rosenwasser, et al., 2015).

Los osciladores periféricos también pueden ser modulados por estimulos no
féticos a través de mecanismos independientes del NSQ. En mamiferos estas
sefales son principalmente la ingesta de alimento y la actividad locomotriz, ya que
son capaces de provocar un cambio de fase en los osciladores periféricos sin

afectar los ritmos del NSQ (Boulos, et al., 1980; Bechtold, et al., 2013).

13



Numerosas funciones metabdlicas y fisiologicas se ajustan a la disponibilidad de
recursos, por ello los horarios de alimentacion actian como un zeitgeber para el
sistema circadiano. Si el alimento ocurre en una fase restringida del dia, por
ejemplo, durante la fase de reposo, surge un oscilador sincronizado por el
alimento (FEO de las siglas en inglés de Food Entrained Oscillator) independiente
del NSQ. Parte de esta sincronizacidén esta caracterizada, de manera conductual
por un incremento en la actividad locomotriz antes de que se presente el alimento
(actividad anticipatoria al alimento, AAA) (Pendergast, et al., 2018; Stephan, et al.,

1979).

De igual forma, sefiales metabdlicas y fisioldgicas como los niveles de glucosa,
GC, de leptina y de grelina en el suero, la secrecién de enzimas gastricas y la
temperatura corporal, presentan oscilaciones circadianas que robustecen y
modulan las sefales del FEO (Carneiro, et al., 2009). Este oscilador es capaz de
influir o cambiar las relaciones de fase entre los tejidos periféricos, sin embargo,
esta sefial es mas fuerte en animales que han sufrido lesiones en el NSQ o que no
estan sometidos a un ciclo de luz/oscuridad (LO) (Hara, et al., 2001; Pezuk, et al.,
2010), lo que sugiere que a pesar que la llegada de alimento en ciertos horarios
repetidos diariamente es un potente sincronizador, el NSQ tiene una influencia
inhibitoria sobre el FEO para mantener al organismo sincronizado internamente

con el ciclo LO (Angeles-Castellanos, et al., 2010; Stephan, et al., 1979).

De la misma forma, la actividad fisica es capaz de sincronizar los relojes
metabodlicos mediante diferentes vias, como la activacion del sistema nervioso

simpatico y el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenales (HPA) (Mrosovsky, 1996;
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Tahara, et al., 2016). La actividad fisica inducida presenta una respuesta similar al
estrés, con un incremento de los niveles de GC y norepinefrina en sangre. Los GC
son capaces de promover la expresién de genes involucrados en la maquinaria
molecular del reloj circadiano como Perl, Per2 mediante el sitio de union de su

promotor, lo que puede inducir cambios de fase (Cheon, et al., 2013).

Otros estimulos metabolicos como los niveles de glucosa también desempefian un
papel en la regulacién del ritmo circadiano molecular en el musculo, ya que este
debe anticipar y promover los cambios en la oxidacion y captacion de glucosa
durante el ciclo suefo-vigilia (Dyar, et al., 2014; Gabriel, et al., 2022). Asi, el
metabolismo de la glucosa sufre alteraciones a lo largo del dia y esto tendra
consecuencias en el estado metabdlico y el desempefio fisico de los musculos

(revisado en Healy et al., 2021).

Un zeitgeber para el musculo es la propia contraccién muscular, que al aumentar
los niveles calcio intracelular desencadena la union de CREB al promotor de Per2,
reajustando la expresion oscilante de este gen. Estos cambios mediados por la
contraccion pueden ocurrir solo durante un periodo especifico para cada gen, esto
lo hace un zeitgeber relativamente débil en comparacion con el ciclo de LO y el

alimento (Kemler, et al., 2020; Small, et al., 2020).

Alteracidon del ciclo natural de iluminacion y la desincronizacion circadiana

Una alteracién en la sincronizacion circadiana consiste en un desajuste entre el
tiempo interno de los ritmos fisiol6gicos y conductuales con el ambiente externo,

ya sea por la incapacidad para procesar la informacién del estimulo o por
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conflictos entre éste y el ritmo interno (Golombek, et al., 2013; Reiter, et al., 2012),

este desacople de sefiales puede ocurrir a diferentes niveles organizacionales.

A nivel del organismo completo esta interrupcion circadiana puede deberse a un
desacople interno, ya sea entre el reloj central y los osciladores periféricos o los
relojes de diferentes 6rganos entre si. A nivel de tejido, es causada por la
desincronizacion entre las células que lo conforman y a nivel celular ocurre cuando
se alteran la fase y/o la amplitud de la expresion de genes reloj u otras
alteraciones, que podrian atribuirse al equilibrio redox en células no nucleadas
(Henslee, E., et al. 2017; Hoyle, N. et al., 2015; revisado en Qian et al., 2016;

Vetter 2018).

Los estimulos externos que puedan llevar mas facilmente a la desincronizacion
circadiana dependeran de la historia evolutiva del organismo. En el caso de los
mamiferos son los ciclos irregulares de luz, que sincroniza al NSQ, y los ciclos de
alimentacion que estimula a los osciladores periféricos, desencadenando vias de
sefalizacion importantes para la regulacién del metabolismo (Evans, et al., 2013;

Hardin et al., 2013; Morgado, et al., 2014).

Varias funciones fisiolégicas, metabdlicas y conductuales estan distribuidas a
ciertas horas especificas de la fase oscura o de luz para que su funcién sea mas
eficiente. Existen varias hormonas como el cortisol y la melatonina que estan
fuertemente reguladas por los ciclos de luz. La exposicion a luz artificial durante la
noche puede alterar procesos fisiologicos al suprimir sus ritmos de secrecion y
sintesis (Hardeland, et al., 2012). Asi mismo, se ven alterados los relojes
moleculares, donde se afecta directamente la expresion de Perl y 2 en el nucleo

16



supraquiasmatico y otros genes reloj en tejidos periféricos (Shuboni et al., 2010;
Walker et al., 2020). Dado que los genes de reloj circadiano tienen influencia sobre
aproximadamente el 20% del genoma, la alteracibn en los mecanismos
moleculares del reloj circadiano tiene consecuencias sobre mudltiples procesos
fisiologicos a nivel de la célula y por lo tanto de las funciones en tejidos y 6rganos
(Fagiani, et al., 2022). El desajuste entre los estimulos externos y las respuestas
internas se han vinculado a condiciones adversas para la salud como aumento de
la presion arterial, los lipidos plasméaticos, cambios en la liberacion de hormonas
reguladoras de la ingesta como la leptina, las orexinas y la grelina, aumento del
peso corporal, propension al desarrollo de distintos tipos de cancer, obesidad y
sindrome metabolico (Cisse, et al., 2017; Filipski, et al., 2005; Golombek, et al.,

2013; Reiter, et al., 2012).
Modelos para el estudio de la desincronizacién circadiana

Actualmente las sociedades humanas modernas buscan extender el tiempo de
actividad ante las demandas econdmicas. Las personas requieren aumentar sus
horas de exposicion a la luz artificial en patrones cada vez mas largos e
irregulares; en conjunto con actividades como los trabajos con cambios de turno y
el jet-lag social (desfase entre el horario biolégico y el social), han propiciado un
estado fisiolégico que se entiende como una desincronizacion circadiana
generalizada que puede desencadenar severos problemas de salud (Golombek, et
al., 2013; Reiter, et al., 2012; Weil, et al., 2020). Por ello, se ha buscado simular
estas condiciones en modelos de laboratorio para el estudio de dichas

alteraciones.
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Dentro de los principales modelos estan los tradicionales de jet-lag de adelantos o
retrasos de horario, cambios de turno (actividad durante la fase de reposo), luz
constante, ciclos de luz distintos a 24 horas, exposicion a luz artificial en fase
oscura y modelos de manipulacion genética o quirdrgicos (Bumgarner, et al., 2021;
Evans, et al., 2013). Otros modelos utilizados como los de ingesta de alimento o
actividad fisica, consisten en limitar estas actividades a ciertos horarios
especificos a lo largo dia, o restringirlas a la fase activa o de reposo del
organismo. En el caso del alimento también se pueden modificar sus
caracteristicas nutricionales del y en la actividad fisica la intensidad de la misma o
si es voluntaria o forzada, teniendo todos estos factores interacciones diferentes
con el metabolismo (Revisado en Healy, et al., 2021; Kemler, et al., 2020). La
duracion del protocolo también es un factor importante a considerar, ya que los de
corto plazo podrian estar reportando los efectos agudos, mientras los de largo

plazo los efectos cronicos.

Los fotoperiodos a los que se someten la mayor parte de la poblacion no son tan
extremos como la rotacion de turnos o el jet lag y la desincronizacion circadiana se
ve afectada también por diversas condiciones, no Unicamente en relacion al
fotoperiodo, sino a diferentes actividades como la socializacion, la ingesta y
calidad de alimento o actividades fisicas demandantes en horarios poco regulares

(Karlsson, et al., 2001).

De igual forma, los factores a medir como consecuencia de dicha desincronizacion
son importantes y dependeran del estimulo que este causando dicho desfase al

organismo. Estos factores pueden ser conductuales como lo es la actividad
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locomotriz; metabdlicos como los niveles de glucosa o cortisol en plasma; o
moleculares como la expresion relativa de algin gen controlado por reloj (Barclay

et al., 2012; Bumgarner, et al., 2021; Oishi, et al., 2013; Wotus, et al., 2013).

Orexinas, reguladoras de ciclo de suefio-vigilia e ingesta de alimento

Las orexinas son dos neuropéptidos (Orx A y B) sintetizados en neuronas
hipotalamicas del area hipotaldmico lateral (AHL), que derivan de un polipéptido
precursor comun, la prepro-orexina (PPO) (Moriguchi, et al., 2002; Sakurai, et al.,
1998). Sus receptores, receptor de orexina 1 (OXR1) y receptor de orexina 2
(OXR2) estan acoplados a proteinas G y estan distribuidos en distintas zonas
cerebrales, pero principalmente en el hipotalamo, en donde la expresion del
ARNm del OXR1 es mas abundante en el nucleo hipotaldmico ventromedial
(VMH), mientras el ORX2 se expresa mayormente en el PVN (Trivedi, et al.,

1998).

Las neuronas orexigénicas tienen proyecciones a varias regiones cerebrales, entre
las que destacan el hipotalamo lateral, el nucleo paraventricular, la amigdala, el
nacleo arcuato, el nucleo de la estria terminal y el area predptica (Li, et al., 2020).
Estas neuronas participan en mantener el estado de vigilia, en la regulacion de
ingesta de alimento y en el sistema limbico de recompensas. Estas funciones se
definen dependiendo la zona en la que las orexinas o las neuronas orexigénicas
actian y los neurotransmisores con los que interactian (Goforth, et al., 2016;

Sakurai, 2007).

19



La activacion de sistema orexigénico en el estado de vigilia permite que las
sefales internas y externas se acoplen al ambiente y se genere asi un estado
robusto y estable. Para mantener la vigilia, las neuronas orexigénicas interacttan
generando un asa de retroalimentacion donde estas activan las neuronas
monoaminérgicas del area predptica ventrolateral (POVL) y estas envian sefiales
inhibitorias a las neuronas orexigénicas, asi como al tdlamo, la corteza cerebral y
al centro del suefio del POVL. De manera inversa, para mantener el estado de
suefio, las neuronas del centro del suefio del POVL, envian sefiales que inhiben a
las neuronas monoaminérgicas y orexigénicas para detener la retroalimentacion

(Fig.6) (Sakurai T. 2007).

POVL
(Neuronas
monoaminérgicas) Corteza

cerebral

POVL
(Centro de
sueno)

Figura 6: Las neuronas orexigénicas mantienen el estado de vigilia generando un asa de
retroalimentacion activando las neuronas POVL, que inhiben al tAlamo, corteza cerebral y
el centro del suefio del POVL. Para mantener el estado de suefo, las neuronas del centro
del suefio del POVL inhiben sus neuronas monoaminérgicas y orexinérgicas. Area
preoptica ventrolateral (POVL) (modificado de Sakurai, T. 2007).

La participacion de las orexinas en la ingesta de alimento esta regulada por
sefales del estado metabdlico, como la baja de energia y el hambre (Goforth, et
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al., 2016). Los neuromoduladores de la ingesta y la regulacion del peso corporal
como la leptina y el NPY interactian con las orexinas mediante receptores en las
neuronas orexigénicas y dependiendo su concentracibn pueden generar su
activacion, como el incremento de NPY, o su inactivacion como el aumento de
leptina. Otras sefiales que reportan el estado metabdlico, como el nivel de
glucosa, pueden generar un incremento en la activaciéon de las orexinas en
estados de hipoglucemia, esto con el fin de incrementar el apetito y generar un
estado de alerta para que el organismo pueda buscar alimento (Kotz, et al., 2002;

Ohno, et al., 2008; Sakurai T. 2007).

Las neuronas orexigénicas también son activadas directamente por el HPA, a
través de la hormona liberadora de corticotropinas (CRH). Este vinculo funciona
también de manera inversa, ya que las orexinas provocan una induccion de ARNm
de c-fos en el PVN, lo que genera un aumento de la hormona adrenocorticotrépica
(ACTH) en la hipdfisis y de corticosterona (o cortisol en humanos) en suero (lda, et

al., 2000; Kuru, et al., 2000).

Las orexinas ademas de ser importantes mediadores del estado metabdlico tienen
también una regulacion circadiana por parte del NSQ (Zhang, et al., 2004). Las
neuronas orexigénicas del hipotalamo lateral reciben sefalizacion directa del NSQ,
mientras que este a su vez tiene receptores de orexinas lo que genera una
retroalimentacion de informacion (Belle, et al., 2014). Esta regulacion involucra no
solo la liberacion de las orexinas, si no la produccién del ARNm de PPO vy los
receptores OXR1 y OXR2 (Espafa, et al., 2002; Taheri, et al., 2000). Se ha

observado en roedores nocturnos que las PPO tienen un perfil circadiano, donde
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su concentraciébn en hipotalamo aumenta durante la fase oscura (activa) y
disminuye durante la fase de luz (inactiva) (Justinussen et al., 2015; Taheri et al.,
2000). De igual forma el patron de expresion del receptor OXR2 en la corteza y el
hipotalamo tiene una correlacién de fase con la expresion del gen de reloj Bmall,

teniendo el pico de expresion al finalizar la fase oscura (Ventzke, et al., 2019).

La luz participa también como un regulador de la actividad orexigénica, ya que
durante el dia subjetivo el NSQ tiene una salida inhibitoria que suprime otras
zonas del cerebro, incluyendo al sistema orexigénico en ratones, cuando su
actividad aumenta la inhibicion disminuye y se activan las zonas que habian sido
suprimidas (Marston, et al., 2008). Debido a esta relaciébn entre el sistema
orexigénico y el circadiano, una desincronizacion podria perturbar la funcién de

ambos sistemas (Sakurai, 2007).

Diversos estudios han demostrado que la interrupcién circadiana puede afectar la
expresion de los genes de PPO en el cerebro. Por ejemplo, los estudios en
roedores han encontrado que la interrupcién de los ritmos circadianos puede
conducir a una disminucién en la expresion de los genes de PPO, lo que puede
provocar trastornos del suefio y otros problemas relacionados (Espafia, et al.,

2002; Marston, et al., 2008).

En humanos, las personas con trastornos del suefio, como insomnio, narcolepsia y
apnea del suefio, a menudo tienen una expresion alterada de los genes de PPO
(Peyron, et al., 2000); también se ha demostrado que las interrupciones en su
expresion puede contribuir al desarrollo de otras afecciones de salud, como
depresion, ansiedad y obesidad por lo que en general, estos estudios sugieren
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que el vinculo que existe entre la desincronizacion circadiana y la expresion de
estos genes, puede tener un impacto significativo en el ciclo de suefio y vigilia y la
salud metabolica de un individuo (Kang, et al., 2009; Imperatore, et al., 2017,

Mieda, et al., 2013; Revisado en Wang et al., 2018).

Neotomodon alstoni como modelo para el estudio de la desincronizacion

circadiana

El ratdbn de los volcanes, Neotomodon alstoni (Fig.7), es una especie nocturna
endémica de la faja volcanica transmexicana. Exhibe un perfil estable de actividad
nocturna bimodal con pequefios brotes de actividad durante la fase de reposo y
presenta los modelos de sincronizacion paramétrica y no paramétrica a distintos
fotoperiodos, ademas de presentar patrones robustos en sus ciclos circadianos de
actividad locomotriz en ausencia de rueda de actividad (Fuentes-Granados et al.,
2010). Estudios enfocados en su biologia reproductiva mostraron que N. alstoni se
adapta de manera favorable a las condiciones de cautiverio (Granados et al.,
1989; Luis et al., 1990) y pueden llegar a vivir hasta cinco afios (Ayala et al.,

1998).

Figura 7: Ratdn macho delgado (37 gramos) Neotomodon alstoni.
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Se ha observado que, en cautiverio, parte de la poblacién de N. alstoni tiende a
desarrollar obesidad con una dieta normocalérica para roedores, mientras que
otros organismos no la desarrollan, por lo que se infiere que en la especie existe
una propension genética a dicha condicién que se presenta de manera diferencial
en la poblacion. Esto ha llevado a que la especie sea objeto de diversos estudios
conductuales y fisiologicos, incluyendo los ritmos circadianos de actividad
locomotriz y funciones metabdlicas dependientes del sexo, del ciclo suefio-vigilia y
de sefializacion neural de la regulacion de la ingesta (Carmona et al.,, 2012;
Fuentes-Granados et al., 2012; Vazquez-Martinez et al., 2015; Luna-Illades et al.,

2017; Pérez-Mendoza et al., 2017; 2018).

Dentro de las alteraciones que presentan los organismos obesos de N. alstoni en
comparacion con los delgados, se encuentra que son menos eficientes en la
resincronizaciéon fética (Miranda-Anaya et al., 2019), que presentan incrementos
en los niveles de leptina e insulina, asi como trastornos en los perfiles diarios de
estas hormonas, lo que puede indicar una posible resistencia a las sefiales de
saciedad, a pesar de que su ingesta no aumente, (Carmona et al., 2012) asi como
una predisposicion a mostrar fluctuaciones en las variaciones dia/noche en
pardmetros de estrés oxidativo en hipotalamo y tejidos periféricos (Vazquez-
Martinez et al., 2015). Ademas, muestran algunos signos de sindrome metabdlico,
tales como esteatosis hepatica, hipertrigliceridemia, intolerancia a la glucosa e
hiperleptinemia (Carmona., 2006; Fuentes-Granados., 2011; Baez-Ruiz et al.,
2014) y una diferencia importante en las variaciones dia/noche en la distribucién

de los estados de suefio y en la curva de tolerancia a la glucosa (Fuentes-
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Granados et al., 2012). Recientemente se ha reportado que la medicion indirecta
del metabolismo por respirometria y la temperatura corporal presentan patrones
diarios disminuidos en los ratones obesos respecto a los delgados, consistente
con patrones atenuados de actividad locomotora y actividad en la fase diurna del
ciclo LO (Herrera-Garcia et al; 2022). Estos estudios indican que la
desincronizacion circadiana es una condicion que podria estar relacionada con el
estado de obesidad en esta especie (Arellanes-Licea et al; 2022) y se considera
que, como en otras especies, manipular los estimulos externos para inducir
desincronizacién podrian conducir a un estado de obesidad (Barf, et al., 2012;
Carmona-Alcocer, et al., 2012; Casiraghi, et al., 2016; Oishi, et al., 2018; Tsai, et

al., 2005; 2007; Vilaplana 1995).

Al momento, no existe una estandarizacion de los protocolos de desincronizacion,
ni de los pardmetros metabdlicos o conductuales a medir. Por ello, los resultados
de dichos estudios resultan contradictorios o especificos para el modelo animal
utilizado (revisado en Opperhuizen et al., 2015; Waterhouse, et al., 2003). En este
trabajo de tesis se planted un protocolo que emula desajustes moderados en el
horario del fotoperiodo y un modelo que tenga la variabilidad genética para poder
tener un panorama amplio de las respuestas a este tipo de estimulos. Asi como,
dentro de los parametros a medir estdn factores tanto conductuales como la
actividad locomotriz y el perfil de ingesta de alimento, como metabdlicos con la
CTG o moleculares como la expresion relativa de ARNm de Perl, Bmall y PPO

en tejido hipotalamico.
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Justificacion

En un estudio preliminar, se observé que al someter a ratones N. alstoni delgados,
a fotoperiodos de luz irregular durante cuatro meses, existe una tendencia a
presentar patrones de actividad disminuida, similares a los que muestran estos
organismos durante la condicidbn de sobrepeso, pero sin llegar a desarrollarla
(Guillén, 2021; Ramirez, 2021). Esto podria presentar a N. alstoni como un posible
modelo para entender las consecuencias de la desincronizacion fética moderada y
su relacion con cambios en la distribucion de la actividad locomotriz y la ingesta de

alimento.

A nivel molecular, los cambios en la expresion de las PPO hipotaldmicas son un
candidato para entender los efectos de la exposicion a los ciclos irregulares de luz
sobre el metabolismo, la conducta de alimentacion y el ciclo suefio-vigilia. Si bien
los genes de PPO no suelen denominarse genes "controlados por reloj", se sabe
gue su expresion esta regulada por los ritmos circadianos del NSQ. Por lo tanto,
su expresion esta regulada por el reloj circadiano y la expresion de otros genes
controlados por reloj en el cerebro (Belle, et al., 2014; Marston, et al., 2008). Por
otra parte, la desincronizacion circadiana en N. alstoni muestra una reduccién de
la amplitud y el cambio de fase en la expresion relativa diaria de proteinas de la
maquinaria molecular del reloj como PER1 y BMAL1 en el hipotalamo, por lo que
puede ser un marcador de este estado de desincronizacion (Arellanes-Licea et al.,

2022).
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Preguntas de investigacion

¢La exposicion a un fotoperiodo irregular inducira un estado de desincronizacion

circadiana en ratones delgados de N. alstoni?

¢La desincronizacion inducida por un fotoperiodo irregular tendrd efecto sobre la
distribucion circadiana de la actividad locomotriz y la expresion diurna/nocturna de
genes de reloj Perl, Bmall y de PPO en el diencéfalo de ratones delgados N.

alstoni?

Hipotesis

En ratones delgados de N. alstoni, la exposicion prolongada a un protocolo de

fotoperiodo irregular inducira:

-Aumento en el consumo de alimento y el peso corporal vinculado a menor
tolerancia a la glucosa.

-Reduccion y mayor dispersién en la cantidad diaria de actividad locomotriz y
aumento de ingesta de alimento.

-Atenuacion en la expresion diurna/nocturna en genes de Prepro-orexinas y genes

de reloj circadiano Per-1 y Bmal-1 en tejido diencefalico.

Objetivos

Determinar si en ratones delgados N. alstoni la exposicion a un fotoperiodo
irregular durante 3 meses induce desincronizaciéon circadiana vinculada a

alteraciones en:

-Los patrones en la frecuencia de ingesta de alimento
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-La curva de tolerancia a la glucosa.
-La distribucion diaria de actividad locomotriz en la foto y escotofase.

-La expresion relativa de genes de PPO, Perl y Bmall en tejido diencéfalico, a
mitad de la foto y escotofase.

Métodos

Mantenimiento de animales.

Este estudio se llevé a cabo bajo la revision y aprobacion del Comité de Bioética
de la UNAM, numero de folio PI_2020 01 _002. Se utilizaron 24 ratones N. alstoni
machos, adultos de 13 meses de edad en promedio nacidos y criados en las
instalaciones del bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Estos se
transportaron a la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI) en
el campus UNAM Juriquilla, donde se habituaron durante 14 dias en un cuarto con
un fotoperiodo artificial de LO 12:12 h y una temperatura regulada entre 21-24°C.
Se alimentaron con una dieta comercial de alimento para roedores de laboratorio
Rodent Lab Chow 5001, Purina® Inc., MO, USA (Purina 5001) y agua potable a

libre acceso (ad libitum).

Curva de tolerancia a la glucosa

Una vez habituados al fotoperiodo LO 12:12 h, en un dia definido los animales se
colocaron en ayuno de 4 h a partir del inicio de la fotofase y se les realizé una
curva de tolerancia a la glucosa (CTG) como criterio de seleccion, solo se tomaron
los animales normo glucémicos en la condicion inicial del experimento; asi mismo
se realiz6 otra prueba a los mismos animales una vez finalizado el protocolo de
fotoperiodo irregular (CTG final). A cada individuo se le inyect6 via intraperitoneal
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200 pl de solucion de glucosa al 50% y se midi6 la glucosa en una muestra de
sangre utilizando un kit comercial (Accuchek instant kit). Se midi6 la glucosa basal,
5 min previo a la inyeccién de glucosa, y cada 30 minutos a partir de la inyeccién
de glucosa hasta cumplir los 120 minutos. Las muestras de sangre fueron

colectadas de un corte en la cola de animales.
Protocolo de fotoperiodo irregular.

Se colocaron individualmente ratones en cajas de acrilico y se acomodaron 14
cajas dentro de una camara de ambiente controlado (ADAPTIS 1000,
CONVIRON). Durante 2 semanas los ratones permanecieron de manera diaria con
un fotoperiodo LO 12:12 h con el encendido de las luces a las 6:00 h y el apagado
a las 18:00 h. Posteriormente, el fotoperiodo se modificé al experimental de tal
manera que el encendido de la luz presentaba un retraso de 2 horas por dia,
durante 4 dias (lunes, martes, miércoles y jueves) y un adelanto de 2 horas por
dia, durante 3 dias (viernes, sdbado y domingo) (Tabla 1, Fig. 8), repitiéndose ese

patrén cada semana durante 3 meses..

Un grupo control externo de 12 ratones permanecio fuera de la camara de
ambiente controlado, pero en una habitaciébn con condiciones similares: en cajas
individuales de acrilico transparente, con condiciones de fotoperiodo LO 12:12 hy
una temperatura regulada entre 21-24°C durante los 3 meses que durd el

experimento de fotoperiodo irregular.
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Fase Fase
luminosa| oscura

Lunes 06:00 18:00
Martes 08:00 20:00
Miercoles 10:00 22:00
Jueves 12:00 00:00
Viernes 06:00 18:00
Sabado 04:00 16:00

Domingo 02:00 14:00

Tabla 1: Calendarizacién del encendido y apagado de las luces a lo largo de la semana.

Dias

Horas (48)

Figura 8: Representacion grafica de 48 horas, del encendido y apagado de las luces
durante el protocolo de fotoperiodo irregular, que corresponde a los datos de la Tabla 1.
Las barras negras representan las horas de luz artificial y las blancas, de oscuridad.

Registro de actividad locomotriz y consumo de alimento.

Para el registro individual de la actividad locomotriz se colocé un sensor infrarrojo
a la mitad lateral de la caja para detectar el cruce del ratbn en movimiento. Estos
sensores contabilizaban y sumaban el paso del animal cada 10 minutos, las 24
horas del dia durante 4 meses (partiendo del mes 0). Esta informacion se registro
mediante el programa ACTIBIO (Fac. Psicologia, URIDES, UNAM) y se grafico

mediante actogramas con el programa Actiview (minimiter, Co Inc., USA). Los
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datos fueron analizados mediante hojas de célculo Excel. El andlisis estadistico se

hizo con el software Graphpad Prisma.

Para la determinacion del consumo de alimento se usaron brochetas armadas con
pellets de alimento comercial de roedor (Purina 5001). Las brochetas se pesaron
antes y después de las 24 y 48 horas de exposicion a los animales, en distintas
fases del experimento: antes, durante y al finalizar el tiempo de exposicion al

protocolo de fotoperiodo irregular.

Asi mismo, se realizaron grabaciones de video digital para registrar la conducta
individual de los animales durante la medicion de consumo de alimento. En la
revision de videos se analizé en qué horarios se realizaba la ingesta, y se
contabilizé el numero de eventos y duraciébn de los mismos durante un ciclo

completo de LO.

Obtencion de los tejidos.

Una vez terminado el protocolo de fotoperiodo irregular, a los ratones del grupo
experimental y del grupo control se les practicé eutanasia por decapitacion en 2
horarios distintos: uno a la mitad de la fase diurna (ZT6) y otro a la mitad de la fase
nocturna (ZT18). Se hizo la diseccion del diencéfalo: el hipotalamo y la parte basal
del talamo de acuerdo con Pérez-Mendoza et al., 2017 y se mantuvieron a -80°C

hasta que fueron procesados.

Extraccion de ARN total y sintesis de ADNc.

Utilizando el tejido del diencéfalo de cada individuo, experimental y control, se

extrajo el ARN total utilizando el protocolo del TRIzol Reagent (Invitrogen,
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Carlsbad, CA, USA) con modificaciones (Ortiz-Dosal et al., 2020). Se realiz6 la
cuantificacion de ARN mediante espectofometria, para corroborar su pureza y se
procesoO en geles de agarosa para comprobar su calidad. Posteriormente se hizo
la sintesis de cDNA usando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Este cDNA se

almacené a -20°C hasta su procesamiento.

RT-gPCR.

Dado a que no existe secuenciacion del genoma de Neotomodon alstoni, se
disefiaron los oligonucleétidos para PPO, Bmall y Perl utilizando las secuencias
de Peromyscus maniculatus (taxid: 10040) reportados en la literatura (NCBI
GenBank Nucleotide, Lau et al., 2017), dada la cercania filogenética (Diniz et al;
2017). Como genes de referencia se utilizaron GAPDH, 12S ARN ribosomal y B-
actina, y mediante el algoritmo NormFinder se determin6 que la mejor
combinacion de dos genes con el coeficiente de variacion del ciclo de
cuantificacion (Cq) mas bajo eran GAPDH y B-actina. La expresion relativa de los
ARNmM se determiné utilizando los genes de referencia para calcular su media
geométrica y el método delta Ct (ACt) (Livak et al., 2001; Vandesompele et al.

2002).

Se us6 un termociclador de Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR
System, con la mezcla de reaccion basada en SYBR® Green fue KAPA SYBR®

FAST gPCR, Master Mix (2X) Kit (KAPA BIOSYSTEMS).
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Nombre del Temperatura
Secuencia 5’ -3’ P

) L. . .. Tamaiio
oligonucleétido de alineacion

FORWARD:
CTACCCCCAATGTGTCCGTC
1° 1
GAPDH REVERSE- 61°C 53 pb
TGAAGTCGCAGGAGACAACC
FORWARD:
. GTGGCGTCCTATAAAACCCG
- 61°C 126 pb
b-actina REVERSE: P
CATCCATGGCGAACTGGTG
FORWARD:
CCATTCTGATGACCCACTCTTC
61°C 214
Perl REVERSE: pb
CCCACCTTGTTCTTCTTCCTC
FORWARD:
CATCCCACTGTTCCAGGCAT
61°C 109 pb
Bmall REVERSE: P
GCGATGACCCTCTTATCCTGT
FORWARD:
. CACAGTCGAAGACCGCCTCA
Prepro-orexina Ay B REVERSE: 64° C 129 pb

CGGCCCAGGGAACCTTTGTAG

Tabla 2: Secuencias de oligonucleétidos utilizadas para PCR de Peromyscus
maniculatus (taxid: 10040) (NCBI GenBank Nucleotide).

Analisis estadistico

En todos los analisis se tomo el control interno como los registros de los animales
durante el fotoperiodo regular LO 12:12 h previo al protocolo de desincronizacion.
Para la CTG, se compar6 los resultados en cada tiempo de muestreo mediante
una prueba estadistica de t-Student entre la condicién control con la final. Se
calculo el area bajo la curva y se comparod entre grupos con una prueba t-Student.
Para cuantificar la actividad locomotriz se tomaron 3 dias de registro en que no
existiera intervencién o cambio subito de horario de fotoperiodo en cada mes del
experimento y se cuantificé el total de actividad durante la foto y escotofase;
también se compar6 con la condicién control utilizando una prueba de Friedman.

Para analizar los ritmos ultradianos de los perfiles de actividad se utilizé el

33



periodograma de Lomb Scargle mediante el paquete ImageJ—ActoJ. El consumo
de alimento total durante 24 horas se comparé entre grupos utilizando una prueba
ANOVA de una via. Para el perfil de consumo se comparoé la fase nocturna con la
fase diurna en la condicion control y final del protocolo, mediante una pureba t-

Student.

En los analisis moleculares, se analizaron los Cq con la prueba ACt para obtener
la expresion relativa de los genes de Perl, Bmall y PPO en tejido cerebral. La
expresion relativa de los genes se compardé mediante una prueba t-Student entre
los animales experimentales y los controles externos al concluir el protocolo.
Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad

Prism version 8.0.0 para Windows.

Resultados y discusion

Peso corporal y consumo de alimento
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Figura 9: Promedio + EE del peso corporal a lo largo del experimento. A) Ratones de control
externo, dentro del protocolo de fotoperiodo regular LO 12: 12 h. y B) ratones de control externo,
con un fotoperiodo LO.
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El peso corporal de los animales se registré6 una vez por semana durante todo el
protocolo. Para el andlisis estadistico se tomaron medidas para cada mes y se
compararon con la condiciéon de control interno (tiempo 0). Esto se llevo a cabo
tanto para el grupo control externo (Fig. 9-A) como para los animales
experimentales (Fig. 9-B). No hubo diferencias en ninguno de los grupos y su
variacion por mes no fue significativa, indicando que la exposicién en 3 meses que
durd el experimento a un fotoperiodo irregular no tiene efecto sobre el peso
corporal. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Herrero et al., 2015,
quienes expusieron a ratas a 3 protocolos de cambios en el fotoperiodo, utilizando
avances, retrasos y un protocolo mixto. El peso corporal de las ratas no se
modificd, sin embargo, tampoco lo hizo su actividad locomotriz ni el consumo de
alimento, por lo que sus resultados son de esperarse ya que no se generé un

desbalance energético (Hall, et al., 2012; Herrero, et al., 2015).

En otros protocolos experimentales que consisten en cambios en el horario del
fotoperiodo o la presencia de luz tenue en la fase de descanso, los resultados
suelen relacionarse no solo con el cambio de iluminacién, sino con la
disponibilidad y composicién del alimento (Bartol-Munier, et al., 2005; Karatsoreos,
et al., 2011; Oishi, et al., 2013). La gran mayoria de estos protocolos consisten en
modificar la duracion de la fotofase o presentar cambios repetitivos en el ciclo LO.
En el protocolo del presente trabajo se hicieron estas dos modificaciones en el
fotoperiodo de manera sutil, lo que nos permitié evaluar tanto las consecuencias
del cambio de fotoperiodo sobre los patrones de actividad locomotriz, como en el

consumo de alimento.
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La ingesta de alimento en 24 horas se registré con la diferencia del peso de las
brochetas de pellets. Se colectaron datos de ingesta una vez por mes para el
grupo experimental y se compararon con los datos de consumo con la condicion
control inicial (tiempo 0) (Fig.10). Los analisis estadisticos mostraron una
disminucion significativa en el consumo de alimento en el segundo mes del
protocolo de fotoperiodo irregular, sin embargo, esta diferencia se perdié en el

tercer mes.
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Figura 10: Consumo total en gramos de alimento durante 24 horas. El tiempo O
corresponde al fotoperiodo control LO 12:12 y los meses posteriores al inicio del
fotoperiodo irregular. Diferencias significativas de la prueba de ANOVA de una via
(*p>0.05).

Ademas, se realizaron grabaciones de video a los animales cuando se registro el
consumo de alimento en brocheta durante 24 horas en la condicién control interna
y la final, con ello se genero un perfil de ingesta que se muestra en la Fig.11. Para

ello se graficd el niumero de eventos cada 10 minutos en los que los animales se

acercaban a comer y se separaron en la escotofase y en la fotofase. El andlisis
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estadistico no mostro diferencias en la escotofase (Fig. 12-A), pero si un aumento

de eventos en la fotofase para la condicion experimental (Fig. 12-B).

= CTL
8+ =31 EXP

Frecuencia de ingesta

Figura 11: Perfil de consumo de alimento durante 24 horas. Sumatoria del nimero de
eventos cada 10 minutos. Para la condicion control (tiempo 0) se usaron 6 animales y
para la experimental (tempo 3) se usaron 8 animales. La barra inferior representa la fase
de actividad con la barra oscura y la de reposo con la barra blanca.
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Figura 12: Grafica de frecuencia de consumo durante 24 horas. A) NUmero de eventos
presentes en la escotofase. B) NUmero de eventos presentes en la fotofase. Barras de
error estandar. Diferencias significativas de la prueba de t-Student (***p>0.0005).

Los resultados del total de consumo coinciden con otros trabajos de ratas y

ratones alimentados ad libitum con dieta normocaldrica, donde su consumo de

alimento era principalmente en la fase de actividad y no se modificé a lo largo de
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las semanas que duraron los experimentos (Salgado-Delgado, et al., 2010;
Trebucq, et al.,, 2023; Voigt, et al.,, 2014). Sin embargo, el perfil de ingesta
obtenido no coincide con otros trabajos en que el peso corporal aumenta por el
consumo de alimento en la fase de descanso, lo que facilita una condicion de
obesidad en los roedores (Fonken, et al. 2010; Garaulet, et al., 2013, 2014). En el
trabajo de Salgado-Delgado, et al, 2010 se plantea que restringir el alimento a la
fase activa de ratas previene la obesidad generada por la actividad y alimentacion

durante la fase de descanso (Salgado-Delgado, et al., 2010).

Los efectos de la ingesta caldrica sobre el peso corporal varian dependiendo de la
fase del dia en que esta ocurra. EI consumo de alimento en la fase de reposo
puede alterar la sincronizacién entre el reloj central y los periféricos, generando
alteraciones metabdlicas y un desbalance en la homeostasis energética (Garaulet,
et al., 2014). Asi mismo, influye directamente en la expresion de genes reloj en el
tejido adiposo y puede alterar su patron diario de acumulacién o movilizacién de
grasa (Ptitsyn et al., 2006). Los animales que comen durante su fase de reposo
tienden a consumir mas alimento y disminuir su actividad locomotriz total y por
ende su gasto de energia, lo que podria desencadenar el aumento de peso

corporal (Arble, D. M. et al., 2009).

En los ratones experimentales expuestos al protocolo de desincronizacion, el
aumento del consumo de alimento en la fotofase demuestra que el protocolo de
fotoperiodo irregular no afect6é la cantidad de consumo total, pero si llevé a los

animales a desfragmentar su perfil de ingesta sin tener impacto en el peso

38



corporal. A pesar de la modificacion al perfil de ingesta, el mayor consumo seguia

siendo en la fase activa (escotofase).

Curva de tolerancia a la glucosa

De las CTG obtenidas antes y después de la exposicion al fotoperiodo irregular, se
compararon las unidades relativas calculadas para del area bajo la curva mediante
el estadistico Wilcoxon. No se observaron diferencias significativas entre los
resultados de las dos condiciones (Fig. 13-A). Sin embargo, con la misma prueba
estadistica se comparé cada punto de tiempo entre la CTG inicial y final y se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) para el minuto 60 de la curva,
siendo esta mayor en los animales control (Fig. 13- B). Esto nos dice que al
finalizar el experimento los animales sometidos al protocolo de fotoperiodo

irregular tuvieron un mejor manejo de la glucosa.
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Figura 13: A) Perfil promedio de la CTG en la condicion inicial (fotoperiodo control LO
12:12) y final (fotoperiodo irregular). B) Analisis de unidades relativas del area bajo la
curva de la curva de tolerancia a la glucosa en condicion inicial y final. Barras de error
estandar. Diferencias significativas de la prueba de t-Student (*p>0.05).
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Los reportes del metabolismo de la glucosa en la literatura para los protocolos con
fotoperiodos irregulares son contradictorios. Oishi, et al., (2003), presentaron un
protocolo con un fotoperiodo LO 3:3 h, donde reporto que el metabolismo de la
glucosa puede verse alterado sin que los animales aumenten su peso corporal ni
modifiquen su ingesta de alimento, lo que concuerda con nuestros resultados. Sin
embargo, Gale at al., 2011, reportaron que un protocolo de 10 semanas con
avances en el fotoperiodo no es suficiente para generar cambios en el
metabolismo de glucosa de ratas, asi como Karatsoreos, et al., 2011 reportaron un
aumento en la resistencia a la insulina junto con un aumento en el peso corporal.
Estas contradicciones pueden deberse no solo a las diferencias en el disefio de
los fotoperiodos, si no a las diferencias biologicas de cada modelo en especifico
(Gale at al., 2011; Karatsoreos, et al., 2011; Opperhuizen et al., 2015). De igual
forma, los resultados obtenidos en este trabajo pueden deberse a que los efectos
generados por el fotoperiodo irregular afectaron a los érganos periféricos de
manera distinta y el punto temporal donde realizamos la CTG en la condicién final
no corresponde a la misma fase de tiempo circadiano en la que se encontraban
estos animales en la condicion inicial. Ademas que es esta mejora en la
movilizacion de la glucosa podria deberse a un aumento en la insulina circulante

que podria desencadenar una condicion de resistencia.
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Registro de la actividad locomotora

De la misma forma que para los otros parametros, se tomé como el control interno
los registros de los animales durante el periodo previo al inicio del protocolo de
fotoperiodo irregular en LO 12:12 h. Para el analisis de los datos de la actividad
locomotora, se tomaron 3 dias durante el periodo de la semana correspondiente a
los retrasos (martes, miércoles y jueves), en los cuales no hubo intervencion
humana en la camara de ambiente controlado o cambio en la direccion del
fotoperiodo y esto se realiz6 una vez para cada mes de exposicion al protocolo de
fotoperiodo irregular. Posteriormente, estos datos se separaron en fotofase y
escotofase y se comparé el promedio mediante la prueba de Friedman. En el
analisis estadistico se demostré la disminucion en la magnitud de la actividad en la
escotofase entre la observada en la condicion control y la obtenida para el
segundo y tercer mes del protocolo (Fig.14-A), asi como disminuciones
significativas para la actividad en fotofase entre la condicién control y el primer y

tercer mes del protocolo (Fig. 14-B).

41



o«
—_— " e . PR y
2 RERFEE Wiy aﬁﬂ
% = et
* g
* ~ £
g2
=
e o
1 1 I 1
(=] o o o
(=1 (=] o
(=3 (= [=]
©0 < (]
— *siy z Jod seonin
Q
™
—_
(1]
Q
~ E
* 9
m. 3 2
- —
* ] -uu-----u. -----_-_un -m-.-mumﬂ
* =
* = == == ==
- o nxu Z=== Ei= mmm_ =g um‘nu-u uﬁ
u——-m-m- ————— num—— 4u—m-m-mmmmw.
1 1 1 1 - 2 3 e R -
=} =] =] o = = ——= == =
g & & et GG G
o 9SBj0}0j Ud saINIH .u-n-_mnnmum,n = iiiid ESRRERE = mn-m‘...-.uummn =
o === ==
aggalesissgay A3 ddig2igds;
= o 3sis . L =335
| ® num-m-_u -._uu.m M:.nﬂ.-..; S 33= Lk uumu
i = LLTL-....L.. S =
o o ssgadleieng WA daddmmedil,
£
g WGP LEIYGT IR
* -~ E A= 3 . — -
[T =
2 sdidisvia il u..-__._.n.-
= =3 ;52954 - =
EEEFRBRE T mizeiianain"
e s S PRy -
431543 59155525357 -l. |
— SR TTEETTET piznggeesl
(= (=4 (=] (=4 (=4 (=]
(=] (=] (=] (=] (=
(=] o [=] o o —
wn < © (Y] - D
—
< 9sBJ0}J02S3 UD S99NID

42

A) Promedio de la actividad durante la escotofase en la condiciéon control (LO 12:12) y

cada mes durante el protocolo de fotoperiodo irregular, B) promedio durante la fotofase,
condicion control (izquierdo) y durante el protocolo de fotoperiodo irregular (derecha).

Barras de error estandar. Diferencias significativas de la prueba de Friedman (*p>0.05,

**%0>0.0005).
Se realizdé el mismo analisis para la actividad del grupo control externo en LO

Figura 14: Promedio de eventos de actividad locomotriz (cruces del ratén por el sensor).
C) promedio de la actividad total durante 24 horas y D) actogramas de 9 individuos en la
12:12 h. El estadistico no mostro ninguna diferencia significativa entre las dos
fases del fotoperiodo (Fig.15), lo que descarta posibles diferencias debidas al
envejecimiento de los organismos en los tiempos planteados en este estudio.
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Figura 15: Andlisis del registro de actividad (cruces del ratén por el sensor) de 3 dias en
el grupo control externo. A) Promedio de actividad durante la escotofase en la condicién
control (LO 12:12) cada mes, durante 3 meses. B) promedio de actividad durante la
fotofase, C) promedio de la actividad total durante 24 horas y c) actogramas de 6
individuos del grupo control externo. Barras de error estandar.

Nuestros resultados coinciden con otros estudios que han reportado la
disminucion en la actividad locomotriz total de los organismos en protocolos de
actividad forzada o fotoperiodos irregulares (Bartol-Munier, et al., 2005; Barclay, et
al., 2012; Tsai, et al.,, 2005). En nuestro experimento, la disminucion de la

actividad locomotora, tanto en la fotofase como en la escotofase en respuesta al
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protocolo de fotoperiodo irregular no esta relacionada con la edad, ya que nuestro
control externo no presentd disminucion en el total de la actividad. La disminucion
observada podria deberse a la desincronizacion interna de los organismos por el
protocolo, ya que moléculas como las orexinas que tienen una regulacion fotica y
participan en el mantenimiento de la vigilia, podrian estar siendo reguladas a la
baja o no coincidir con sus ciclos metabdlicos generando un desfase que lleve al
organismo a modificar la intensidad de su actividad (Marston, et al., 2008;

Vanitallie, 2006).

Utilizando los actogramas de los animales en condicién control y al finalizar el
protocolo, se realizé6 un analisis de componentes ultradianos mediante la
discriminacion de frecuencias ultradianas (12 h de duracién de los ciclos 0 menos)
de brotes de actividad bajo el andlisis del periodograma de Lomb Scargle. Se
hicieron categorias de frecuencias por hora (Fig. 16). Se observa que hay menor
frecuencia de los componentes ultradianos en la condicion experimental (barras
grises), ello puede ser interpretado como si el fotoperiodo irregular diera lugar a
una consolidacién de los ritmos circadianos (Fig.16). Dado que los animales
lograron ajustarse a los cambios en el horario de iluminacién, restringiendo mas su
actividad en la escotofase se redujo la dispersién de otros componentes hacia la

fotofase, lo que es consistente con los resultados de la figura 12.
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Figura 16: Frecuencia de componentes ultradianos obtenidos por el periodograma de
lomb scargle por horario entre la condicion control y la experimental.

Esta disminucion de actividad se presenta también en roedores sometidos a
protocolos que modifican los ciclos de LO, principalmente cambios de turno y jet-
lag. No obstante, regularmente vienen acompafadas con el aumento en el peso
corporal y consumo de alimento, resultados que no se obtuvieron en este trabajo
(Bartol-Munier, et al.,, 2005; Hsieh, et al., 2014; Tsai, et al., 2005). Estas
diferencias pueden deberse a que el protocolo de fotoperiodo irregular
implementado en el presente trabajo es mas sutil, buscando asemejar un horario
con desajustes moderados similar al que se presenta en las sociedades
modernas. Sin embargo, la distribucién ultradiana de la actividad no se refleja en
la distribucién de episodios de ingesta, posiblemente porque los animales reducian
la actividad ambulatoria permaneciendo mas tiempo cerca del comedero y no

cruzaban los sensores infrarrojos.
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Expresion génica

La expresion relativa de los genes PPO, Perl y Bmall en tejido diencefalico, se
obtuvo analizando los Cq con la prueba ACt y esta se comparé entre controles
externos y la condicion experimental, en horario diurno (ZT6) y nocturno (ZT18).
La comparacion entre grupos en la expresion de ARNm de las PPO no mostro
diferencias, ni entre condicidbn ni entre horarios (Fig.17-A). Estos resultados
pueden deberse a que solo se tomaron dos puntos temporales, ya que el pico de
expresion de ARNm de PPO en otros roedores como ratones o ratas comienza al
inicio de la fase nocturna y esta decae al inicio de la fase diurna, por lo que las
muestras de mitad del dia y mitad de la noche podrian no ser los puntos de
maxima y minima expresion, respectivamente (Justinussen et al., 2015; Taheri et
al., 2000). Ademas, esta regulacion circadiana no se da Unicamente a nivel de las
PPO, si no que ocurre con los receptores OXR1 y OXR2, asi como en la
traduccion al péptido orexina A y B, que pueden tener funciones especificas
dependiendo la zona del cerebro donde se esté llevando la interaccion, por lo que
el efecto provocado por el fotoperiodo irregular pudo darse a diferentes niveles de
esta regulacion (Bourgin, P. et al., 2000; Chen, L. et al., 2010; Ventzke, et al.,

2019).

La regulacion circadiana de las PPO las convierte en un biomarcador circadiano,
sin embargo, es necesario que en el disefio experimental se tomen muestras para
generar un perfil de 24 h, ya que con solo dos puntos de tiempo no se puede

observar si existe un desfase o una atenuacién en la expresion relativa. Esto
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debido a que el sistema circadiano no es el Unico que las regula y esto ocurre a

diferentes niveles (Marston, et al., 2008; Sakurai, 2005).

De igual forma el sistema circadiano no es el Unico que participa en la regulacion
del sistema de orexinas, sino que estas responden también a estimulos
metabdlicos, lo que le brinda un amortiguamiento para su buen funcionamiento
(Sakurai, et al., 1998; Vanitallie, 2006; Yamanaka et al., 2003). El perfil de ingesta
de alimento obtenido en este trabajo mostré una fragmentacién del consumo y un
aumento en la fase diurna, lo que podria estar relacionado con un desfase en las
sefales metabdlicas como la leptina y el NPY, que son entradas importantes para
el sistema orexigénico (Ohno, at al., 2008; Williams, et al., 2001). Esto también
podria explicar por qué en los animales experimentales no obtuvimos diferencia

entre el horario diurno y nocturno, asi como la variacion dentro del mismo grupo.
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Figura 17: Expresion relativa del gen de A) Prepro-orexinas B) Perl y C) Bmall en
diencéfalo. En color azul los animales control y gris los animales experimentales. En liso
el horario diurno (ZT6) y rayado el nocturno (ZT18). Barras de error estdndar. Diferencias
significativas de la prueba de t-Student (*p>0.05, **p>0.005, ***p>0.0005).

A diferencia de las PPO, se observaron diferencias significativas en la expresion

relativa de los genes Perl y Bmall (Fig. 17 B y C). En el grupo control, la
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expresion de Perl es mayor en ZT18 que en ZT6; mientras que esta diferencia se
pierde en el grupo experimental. También existe diferencia entre grupos al ZT18,
donde el grupo experimental reduce la expresion relativa de Perl. Por otra parte,
en el grupo control no se observé diferencia entre ZT6 y ZT18 en la expresion
relativa de BMAL1, pero si entre control y experimental al ZT18 en tejido

diencefélico.

Estos resultados no coinciden con lo reportado en protocolos de fotoperiodo
irregular como la deprivacion de suefio 0 estresores cronicos, que presentan
diferencias en la expresion de los genes que participan en el asa molecular del
reloj circadiano, con el aumento en Perl por su regulacion a la alta por
glucocorticoides (Christiansen, et al., 2016; Tahara, et al., 2016; Wisor, et al.,
2008), sin embargo las diferencias en Bmall con cambios de fase por su
interaccién con el asa de retroalimentacion negativa del reloj indica que esta
alterada la temporalidad de la expresion de genes de reloj en el tejido hipotalamico
y que parte de estas diferencias podrian estar relacionadas a una condicion de

estrés generada por el protocolo de fotoperiodo irregular.

En otro conjunto de resultados obtenidos en ratones N. alstoni obesos (Arellanes-
Licea, et al.,, 2021), la expresion de las proteinas de PER1 y BMAL1 en el
hipotalamo estaba disminuida y fuera de fase, en comparacion con los organismos
delgados. En este trabajo dicha disminucién solo ocurrié en el horario nocturno, lo
gue podria significar también que los animales experimentales usados en este
trabajo estan fuera de fase, sin embargo, con solo dos puntos temporales de

muestreo no es posible ver si su expresion ciclica general esta atenuada.
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Otro de los resultados obtenidos en este trabajo es la disminucién de actividad
locomotriz, que en conjunto con el perfil de ingesta fragmentado y la disminucion
de expresion relativa de genes reloj asemeja caracteristicas reportadas para la
condiciéon de obesidad de estos organismos (Arellanes-Licea, et al., 2021; Luna-
lllades et al. 2017; Miranda-Anaya et al. 2019; Pérez-Mendoza et al. 2017). Sin
embargo, en este trabajo no se observé aumento del peso corporal ni diferencias
en la ingesta total de alimento. Esto podria significar que, a pesar que el protocolo
de fotoperiodo irregular utilizado en este trabajo gener6 un estado de
desincronizacion circadiana interna, que se refleja en la fase de genes de reloj en
el diencéfalo y de manera conductual en la actividad locomotriz e ingesta de
alimento, existen mecanismos de amortiguamiento que permiten que el estado
metabdlico de los ratones permanezca ajustado. Posiblemente ante una condicion
adicional, como la calidad de la dieta, esta resiliencia mostrada en los ratones
estudiados se rompa y se muestren efectos sumados de la desincronizacién y el

efecto obesogénico de otras variables.

Debido a la duracién del protocolo, estos resultados corresponden a una
exposicidén crénica (Panagiotou, et al., 2020; Zhang, et al., 2019), por lo que a
pesar de que el registro de actividad locomotriz e ingesta de alimento presentara
diferencias desde la condicion inicial, los resultados de la expresion relativa de los
genes reloj y las PPO pudieron tener variaciones que no se registraron en las
etapas tempranas del experimento (Walker, et al., 2020; Wang et al., 2023). Un
protocolo con una mayor duracién podria también mostrar por cuanto tiempo

estaria presente este sistema de amortiguamiento ya que los resultados de la CTG
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nos marcan una tendencia a la resistencia a la insulina, lo que podria acarrear
problemas metabdlicos que agravarian la desincronizacién que se reporta en este

trabajo.

Conclusiones

-El protocolo de fotoperiodo irregular utilizado en este trabajo de tesis causo la
disminucién en la actividad locomotriz, modificé el perfil de ingesta de alimento,
mejord la tolerancia a la glucosa y atenud la expresion relativa de ARNm de Perly

Bmall en el diencéfalo en el ratén N. alstoni.

-No se observaron modificaciones en el peso corporal de los organismos ni en la

expresion relativa de ARNm de PPO en tejido diencefalico.

-Los resultados sugieren la posible existencia de algun proceso amortiguador que
evita que la desincronizacién por fotoperiodo cause el incremento en el peso. Esta
caracteristica es tema de futuros estudios que ayuden a comprender mejor el
panorama de la desincronizacion y las salidas metabdlicas y conductuales del reloj

circadiano.
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