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Una gran variedad de funciones fisiologicas y conductuales muestran un ritmo
circadiano en mamiferos, los cuales son controlados por el nucleo
supraquiasmatico (NSQ). Sin embargo, a pesar de que los ciclos de luz-oscuridad
son un sincronizador muy importante, se sabe que mediante un procedimiento de
restriccion temporal en el acceso de alimento también es posible sincronizar a otro
reloj, conocido como oscilador sincronizado por alimento (OSA), y el cual es
independiente al NSQ. No se ha definido el sitio anatomico donde reside este reloj,
pero se postula que éste consiste en una compleja asa de retroalimentacion entre
sistema nervioso y organos periféricos, implicados con el control hambre-
saciedad. Una manifestacion de la expresién de éste reloj es la conducta
anticipatoria al alimento (CAA), un fenomeno que implica cambios conductuales y
fisiologicos, que incluyen una condicion reostatica hepatica distintiva.

El Ca®* actia como un segundo mensajero presente en la regulacion de diversos
procesos metabdlicos y otras funciones celulares. Su manejo es un proceso muy
delicado y es llevado a cabo por una gran cantidad de proteinas. Se conocen
algunos de los procesos de mantenimiento de la homeostasis de Ca?" intracelular
hepatico en condiciones normales (Barrit, 2000) o los cambios que sufre la
regulaciéon de este cation en modelos patoldgicos: de regeneracion inducida por
hepatectomia (Diaz-Muioz et al, 1998 y Magnino et al, 2000), de cirrosis y fibrosis
inducidas por intoxicacion con CaCls y ligacidon canalicular respectivamente
(Dufour et al, 1999). Sin embargo, no hay informacion acerca de como podria
estar regulado el manejo de dicho mensajero hepatico durante la expresion del
OSA. Si los diversos procesos de regulacion del funcionamiento hepatico se
encuentran modulados por cambios en la concentracién de Ca®* intracelular, y el
higado presenta tantas modificaciones ya mencionadas anteriormente durante la
manifestacion del oscilador circadiano del alimento, la pregunta de nuestra
investigacion es si la maquinaria que orquesta el manejo de Ca®" intracelular se
pueda ver modificada también en respuesta a la adaptacion que sufre dicho
organo en nuestro modelo de estudio.

El planteamiento de este proyecto busca explorar una posible relacion entre el
manejo de Ca?' intracelular en el higado y la expresién del OSA a partir del
estudio de las proteinas que modulan la homeostasis de este cation, utilizando
diferentes pruebas bioquimicas, de biologia molecular e inmunohistoquimicas.
Para comprobar ésta hipotesis, se estudiaran a los receptores a Ryanodina e |IPs,
asi como a la ATPasa de Ca”, mediante métodos de inmunohistoquimica,
biologia molecular. En los resultados obtenidos hasta el momento, se ha
encontrado diferencias en la expresién de algunas de las proteinas antes
mencionadas (microarreglos de cADN, Tabla I), asi como también cambios en el



funcionamiento del receptor a Ryanodina, a través de un ensayo de union
especifica utilizando un ligando marcado radiactivamente (Tabla Il), y la actividad
de la ATPasa de Ca?*. De acuerdo con los datos obtenidos, se cumple la hipétesis
planteada, la cual postula que la homeostasis hepatica de calcio se vera afectada
durante la expresion del OSA.
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Tabla | Expresion de genes relacionados con el manejo de Ca** intracelular. Los simbolos
A representan aumento en la expresién de ese gen, mientras que V¥ significa un

decremento.
GRUPO ‘ Bmax ‘
EXPERIMENTAL (nmol) (fmolas/mg)
| ad libitum 11 220 | 15.2
| HRA 11 271 | 57.5
| Ayuno 24 hrs 118 | 5.6

Tabla Il. Analisis de Scatchard del receptor a ryanodina. En el se dan a conocer los
siguientes datos: Bmax (numero de receptores presentes) y Kd (constante de disociacion,
el cual describe la afinidad del receptor por su ligando).

S = X'vs Ayuno [ Control

+ vs FRS 8-11
* vs Control Il HRA X

T

1iDIBID

Ayuno 08:00 h 11:00 h 14:00 h
Tiempo (h)

Figura 1. Actividad de la SERCA
en fracciones microsomales
hepaticas. Los simbolos indican
diferencias significativas contra los
grupos senalados.
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