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Resumen

La lactancia es un periodo de alta demanda energética para la vaca lechera. Durante la
lactancia temprana la vaca experimenta un balance energético negativo (BEN), que
conduce a grandes cambios metabdlicos en varios tejidos. El BEN es un periodo critico
gue amenaza tanto a la salud del animal como su bienestar y en consecuencia la

produccién de leche.

En este trabajo de tesis estudiamos el impacto del BEN en la funcién mitocondrial
hepatica de vacas lecheras Holstein Frieisian bajo dos estrategias alimentacién. Vacas
Holstein Frieisian multiparas (n = 24) con paricion en primavera fueron asignadas en un
disefio de bloques completamente al azar a dos tratamientos: dieta totalmente
mezclada (TMR) ad libitum (70:30 relacién forraje concentrado) o una dieta mixta que
incluyd pastoreo de Festuca arundinacea y/o Mendicago sativa y suplementacion
(Pas). Estas estrategias fueron administradas durante la lactancia temprana y media,
desde el dia 0 al 180 después del parto (DPP). En la lactancia tardia (después de los 180
DPP), todas las vacas recibieron la misma alimentacién compuesta de Festuca
arundinacea y TMR ad libitum. El experimento comenzé en agosto de 2015 vy finalizé
en abril de 2016 y se realizaron biopsias de higado y sangrado en 6 fechas

representativas dentro de la curva de lactancia -14, +35, +60, +110, +180 y +250 DPP.

Inicialmente desarrollamos un método de criopreservacién de las biopsias hepaticas
para poder transportarlas 379 kms desde el sitio del experimento en Paysandu hasta el
laboratorio de andlisis en Montevideo. Para estudiar la funcién mitocondrial en las
biopsias hepdticas, realizamos estudios de consumo de oxigeno en presencia de
sustratos e inhibidores de la fosforilacién oxidativa. Estos mostraron que durante la
lactancia temprana, momento de balance energético negativo (35 DPP), las biopsias
presentan una menor capacidad de reserva respiratoria y respiracion en estado 3,

indicativos de una disminucidn en la funcién mitocondrial, que en la lactancia tardia,



momento de balance energético positivo (250 DPP). Esta disminucién se vio acentuada

en el grupo Pas con respecto al grupo TMR.

Con el objetivo de comprender los eventos moleculares detrads de esta caida en la
funcién mitocondrial medimos los niveles y actividad de proteinas mitocondriales y
algunas modificaciones postraduccionales conocidas por su impacto sobre proteinas
del metabolismo energético. No se observaron diferencias significativas en la actividad
citrato sintasa, una enzima constitutiva de la matriz mitocondrial utilizada
frecuentemente como marcador mitocondrial, entre las distintas fechas y dietas,
sugiriendo que los cambios observados en la funcidn no se deben a alteraciones en
cantidad de mitocondrias. Sin embargo, el grupo Pas presenté un pequefio aumento
(10%) en los niveles de algunas subunidades de complejos involucrados en la
fosforilacion oxidativa. Por otra parte, se encontraron altos niveles de acetilaciéon de
lisinas mitocondriales en el grupo Pas durante la lactancia temprana, mientras que los
niveles de estas modificaciones postraduccionales se mantuvieron iguales en lactancia
temprana y tardia en el grupo TMR. A su vez, los niveles de acetilacién mencionados
presentaron una alta correlacidon positiva con los niveles de cuerpos ceténicos en
sangre y el contenido de triglicéridos del higado y una alta correlacién negativa con la
maxima capacidad respiratoria. Estos resultados sugieren que la acetilacién podria ser
una de las causas de la disminucién en la funcién mitocondrial observada durante el
BEN y cumplir un rol en la adaptacién metabdlica ante un evento de baja
disponibilidad de nutrientes. Por Ultimo observamos un aumento en la formacién de
aductos de hidroxinonenal con proteinas durante la lactancia temprana en el grupo
Pas, el mismo correlacioné positivamente con el consumo de oxigeno no mitocondrial,
sugiriendo un aumento en los niveles de oxidantes en este periodo. Sin embargo, la
correlacién con la maxima capacidad respiratoria fue baja, por tanto, probablemente

no sea la principal causa en la caida en funcidon mitocondrial.

En suma, este trabajo presenta un método de criopreservacion de biopsias de higado
bovino e informacidn inédita sobre la funcidn mitocondrial hepatica durante la curva
de lactancia en vacas lecheras sometidas a distintas estrategias de alimentacién.

También pudimos aproximarnos a los mecanismos moleculares que podrian estar en

juego en los cambios observados en la funcion mitocondrial.



Introduccidn

Balance energético negativo en la vaca lechera

La lactancia es un periodo de alta demanda energética para la vaca lechera. Este
periodo comienza el dia del parto y transcurre hasta aproximadamente 305 dias
posparto (DPP), es seguido de un periodo seco donde no se produce leche. La

lactancia puede dividirse en tres etapas: temprana, media y tardia (Figura 1.1)*.

Durante la lactancia temprana, la produccion de leche aumenta de forma constante
hasta alcanzar el pico de lactancia. En este periodo el consumo de materia seca® no
logra satisfacer la demanda, y se produce un balance energético negativo (BEN). La
vaca lechera recurre a sus reservas corporales priorizando la produccién de leche en la
glandula mamaria; aumenta la movilizacién lipidica, glucogénica, proteica y de
minerales con el fin de aumentar la disponibilidad de precursores para la lactogénsis?3.
Esto se ve reflejado en una disminucidn en el peso vivo y condicidn corporal del animal
(Figura 1.1) Luego, en la lactancia media (entre los dias 100 y 200 DPP) los
requerimientos de produccién de leche comienzan a disminuir y el consumo de
materia seca logra alcanzarlos, sin embargo, la vaca lechera alin no restablece las
reservas corporales que movilizd durante la lactancia temprana. El peso corporal
recién comienza a restablecerse durante la lactancia tardia. Es importante destacar
que el periodo de lactancia temprana es el momento en que la vaca es inseminada
nuevamente (o servida), por esta razén es importante que no movilice reservas
corporales de forma exacerbada, sino su funcién reproductiva se vera comprometida.
Ademas en caso de prefarse los nutrientes se direccionaran al feto por lo que serd adn

mas dificil restablecer las reservas corporales®®.

El BEN comienza durante la transicién (un periodo comprendido entre tres semanas
antes y tres semanas después del parto) y culmina luego del pico de lactancia’.

Durante el BEN ocurren grandes cambios metabdlicos en varios tejidos. Es un periodo



critico que amenaza tanto a la salud del animal como su bienestar y en consecuencia la

produccion de leche?.

- —
Consumo
materia seca

Lactancia temprana Lactancia media Lactancia tardia Periodo seco

I I l I I ] l I | I
0 30 60 90 120 150 180 220 250 280 340

Dias posparto

Figura 1.1 — Curvas de consumo de materia seca, produccién de leche y peso durante la
lactancia. Extraido de Glen Hendry Schmidt, Lloyd Dale Van Vleck, M. F. Hutjens, 1988,

Principles of Dairy Science, p. 2.

Es importante destacar el rol esencial de la regulacién hormonal durante este periodo.
En particular de la insulina; el eje somatotrdpico que estd compuesto por la hormona
de crecimiento (somatotropina) y el factor de crecimiento insulinico tipo 1(IGF-I),
glucocorticoides, adiponectina y leptina, entre otros. La coordinacidon de estos actores
durante la lactancia temprana direcciona nutrientes a la gldndula mamaria,

disminuyendo la sensibilidad a insulina de los érganos periféricos .

Varios estudios han propuesto estrategias de intensificacion de la produccién que
apuntan a minimizar el BEN, el cual con frecuencia se ve agravado en vacas de alta

produccion lechera °.



Metabolismo hepatico durante la lactancia

Durante el periodo de transicién, el metabolismo de la vaca lechera se adapta a los
requerimientos de la lactogénesis y el higado es el principal responsable de las
adaptaciones metabolicas’. El higado juega un rol critico en el metabolismo de los
glicidos, proteinas, acidos grasos 0. También es un organo clave para el
mantenimiento de la glicemia y la regulacion del metabolismo lipidico, especialmente

del colesterol y triglicéridos 2.

Como ya mencionamos, en la lactancia temprana los requerimientos energéticos y de
precursores para la lactogénesis aumentan de forma exacerbada. El higado, por medio
de la gluconeogénesis, produce la mayor parte de la glucosa que se utiliza para la
sintesis de lactosa, el principal glicido de la leche. Para satisfacer la demanda
energética, se recurre a la movilizacién de triglicéridos y nuevamente es en el higado
donde se transforman los acidos grasos en cuerpos cetdnicos, una fuente de energia
gue puede ser utilizada por varios tejidos de la vaca. Sin embargo, un aumento
desmedido en la sintesis de cuerpos cetdnicos puede llevar una cetosis en el animal 7.
Cuando la entrada de acido grasos no esterificados (AGNE) al higado es muy alta,
aumenta la acumulacidn de triglicéridos y puede dar lugar a una esteatosis hepatica
(higado graso) afectando el funcionamiento del higado y prolongando el tiempo de
recuperacion del animal’. En vacas lecheras, el higado graso se desarrolla en las cuatro
semanas posteriores a la paricién. Se ha demostrado que alrededor del 50% de las
vacas lecheras acumulan triglicéridos en el higado durante este periodo. Se considera
una enfermedad de transicién ya que en la mayoria de los casos el cuadro se revierte
al término de este periodo'?. El higado graso estd asociado a un empeoramiento del

estado de salud, bienestar, productividad y desempefio reproductivo %13,

Existen varias hipdtesis sobre el desarrollo del higado graso, siendo la resistencia a la
insulina un factor comun en todas ellas. La mds aceptada es la hipétesis de dos golpes
donde se propone que la resistencia a la insulina —el primer golpe- aumenta la lipdlisis

en el tejido adiposo. Esto aumenta el flujo de acidos grasos libres al higado vy la



acumulacién de triglicéridos lleva al desarrollo de una esteatosis hepatica.
Posteriormente, dicha esteatosis predispone al higado a un segundo golpe
caracterizado por eventos como formacion de oxidantes, disfuncién mitocondrial® e

inflamacion mediada por citoquinas proinflamatorias 1>,

Rol de la mitocondria en el metabolismo hepatico

Estructura y funcion de la mitocondria

Las mitocondrias son organelos que tienen un rol esencial en el metabolismo
energético. La mitocondria estd compuesta por una membrana externa y otra interna
con invaginaciones que se denominan crestas (fig. 1.2). Por un lado, la membrana
externa participa en el intercambio de pequefias moléculas e informacidn entre la
mitocondria y el resto de la célula. Por otro lado, la membrana interna tiene
numerosas crestas las cuales aumentan la superficie de esta estructura. La membrana
interna esta enriquecida de proteinas involucradas en la fosforilacion oxidativa, fusién
mitocondrial y sintesis y transporte de proteinas. Entre las dos membranas se
encuentra el espacio intermembrana y en el interior de la membrana interna se

encuentra la matriz mitocondrial”-18,

membrana
espacio extelrna
intermembrana membrana
interna

matriz crestas
mitocondrial ‘A

Figura 1.2 — Estructura y compartimientos de la mitocondria. Extraido y modificado de Werner
Kuhlbrandt, Structure and function of mitochondrial membrane protein complexes, 2015 BMC

Biology, p.2%.
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En el hepatocito, la mitocondria tiene un rol esencial en la bioenergética ya que es
responsable de la mayor parte del ATP generado. Ademas, sus funciones incluyen:
sintesis y catabolismo de metabolitos; formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS, del inglés, reactive oxygen species), pueden ser responsables del 90% de ROS
producidos'™?%; y regulacién del calcio citoplasmatico y mitocondrial. La mitocondria
también estd involucrada en la via de apoptosis intrinseca, donde el la liberacién de
del citocromo ¢ conduce a la formacidn del apoptosoma vy la activaciéon de caspasas 2.
La alteracién en cualquiera de estos procesos puede considerarse una disfuncion

mitocondrial®2.

Metabolismo mitocondrial hepdtico

Oxidacién de acidos grasos

Durante el balance energético negativo, la vaca lechera moviliza reservas lipidicas para
compensar el déficit energético. Los acidos grasos, provenientes de la hidrdlisis de los
triglicéridos del tejido adiposo llegan al higado donde pueden tener distintos destinos.
La via predominante es la oxidacidn de acidos grasos mitocondrial. La B-oxidacién
mitocondrial involucra cuatro reacciones donde se generan NADH, FADH, y acetil-

coenzima A (acetil-CoA) como producto?3

La B-oxidacion esta regulada en gran parte por la enzima carnitina palmitoil transferasa
| (CPT-1) que regula la entrada de acidos grasos a la mitocondria. Esta enzima cataliza la
formacién de acil-carnitina a partir del acido graso activado (acil-CoA) y la carnitina. La
CPT-1 es inhibida por malonil-CoA un precursor de la sintesis de los dcidos grasos?*.
Una alta concentracion de este metabolito inhibe la actividad de la enzima CPT-l y
disminuye el catabolismo de los acidos grasos. En contraste, cuando los niveles de
malonil-CoA son bajos, en estados de ayuno o de alta exigencia energética, la CPT-I se

activa y promueve la oxidacidn de acidos grasos®.

La B-oxidacidn mitocondrial es eficiente pero poco flexible en situaciones de
adaptacion metabdlica. Se ha demostrado que en los casos de alta lipidemia, cuando

existe acumulacion de acidos grasos en el higado, el peroxisoma tiene mayor actividad
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B-oxidativa. Esto estd dado en gran parte por la permeabilidad de la membrana
peroxisomal a los acidos grasos y la ausencia de un regulador como CPT-l. Sin
embargo, algunos estudios indican que a pesar de que el peroxisoma juega un rol
compensatorio en la oxidacién de acidos grasos, también puede verse desbordado por
el flujo de los mismos. En estas condiciones los dcidos graso que no son degradados se

reesterifican formando triglicéridos, dando lugar a la condicién de higado graso 112,

La acetil-CoA formada en la B-oxidacién a su vez tiene dos posibles destinos: 1) la
oxidacién completa a didxido de carbono (CO3) en el Ciclo de Krebs y 2) la produccién

de cuerpos ceténicos como B-hidroxibutirato y acetoacetato.

Cuerpos cetdnicos

La sintesis de cuerpos cetdnicos ocurre el higado en situaciones de ayuno, alta
exigencia fisica o balance energético negativo?®. Cuando los niveles de glucosa en
sangre son bajos, aumenta la sintesis de cuerpos cetdnicos como 3-hidroxibutirato y
acetoacetato en el higado. Estos se utilizan como fuente de energia alternativa en

tejidos extrahepdticos como el corazén y cerebro®.

Durante la lactancia temprana se observa un gran aumento en la produccién de
cuerpos cetodnicos. Una posible razén para esto es que en este periodo escasean los
intermediarios del ciclo de Krebs, ya que estan volcados a la sintesis de glucosa en la
gluconeogénesis para la lactogénesis. En estas condiciones el acetil-CoA es

direccionado a la sintesis de cuerpos cetdnicos y puede ocasionar una cetosis 2.

En rumiantes, también se sintetizan cuerpos cetdnicos en la fermentaciéon ruminal.
Estos se utilizan, en gran parte, como fuente de energia en el rumen para las

actividades de contraccién ruminal durante la digestion 28,

Cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa
Los electrones provenientes de la B-oxidacién de acidos grasos, y de la oxidacién de
acetil-CoA en el Ciclo de Krebs, son transportados a la cadena respiratoria por las

coenzimas reducidas NADH y FADH,.

12



El NADH entrega sus electrones al complejo | (NADH deshidrogenasa) de la cadena
respiratoria y la oxidacion de succinato a fumarato en el complejo Il (succinato
deshidrogenasa) resulta en la formacién de FADH,. La ubiquinona (representada como
Q en la fig. 1.3) transporta los electrones desde los complejos | y Il hasta el complejo I
(ubiquinol:citocromo c reductasa). El citocromo c (representado como C en la fig. 1.3)
actua como puente entre el complejo Il y el complejo IV (citocromo oxidasa) donde el
oxigeno (0.), ultimo aceptor de electrones, se reduce a agua (H20)*8(fig. 1.3). De modo
similar, la flavoproteina transportadora de electrones (ETF por sus siglas de inglés)
recibe electrones de la acil-CoA deshidrogenasa (primera enzima de la B-oxidacién con
una coenzima FADH;) y los pasa a ubiquinona por medio de la ETF: ubiquinona

oxidorreductasa (ETF: Q) *8(fig. 1.3).

El flujo de electrones por la cadena respiratoria aporta la energia necesaria para la
salida de protones de la matriz hacia el espacio intermembrana en contra del
gradiente de concentracién y eléctrico. Los protones son bombeados a nivel de los
complejos I, lll y IV de la cadena de transporte hacia el espacio intermembrana (figura
1.3). De esta forma se genera un gradiente electroquimico. La membrana interna
mitocondrial es impermeable a los protones y estos vuelven a la matriz mitocondrial
mediante un canal especifico de protones (Fo) presente en la ATP sintasa, liberando la
energia para la sintesis de ATP, catalizada por la subunidad F; de la ATP sintasa ¥(fig.

1.3).

En la figura 1.3 se puede observar que el aceptor final de electrones es el O,. Por tanto,

III

el consumo de oxigeno o la “respiracion mitocondrial” puede ser utilizado para la

evaluacién de la funcién mitocondrial?®-3°.

Varios autores plantean que la esteatosis hepatica es una enfermedad mitocondrial y
se han observado, por microscopia electrénica, mitocondrias agrandadas e hinchadas
en estas condiciones. Estudios anteriores también han demostrado que la actividad

de complejos de la cadena respiratoria y enzimas de la B-oxidacién disminuye en esta

13



patologial® y se plantea que una disfuncién en la cadena respiratoria mitocondrial o

alguno de sus complejos también podria generar ROS*°.

Complejo | ] n \Y Y
NADH Succinato Ubiquinol Citocromo ATP
deshidrogenasa deshidrogenasa citocromo c oxidasa sintasa

oxidasa
H« H+ . H .

H
4 4 T

Q Q Q
Q
Qq
Q
ETF:Q
NAD+ m
Yy
m FADH, FAD %02 H2O
Matriz FADH, FAD
NADH T
- ADP+PI | ATP
T H*
Acil-CoA

deshidrogenasa

Figura 1.3 — Representacion de los principales puntos de entrada y transporte de electrones a
la cadena respiratoria y la sintesis de ATP por la ATP sintasa. Extraido y modificado de Anthony

H V Schapira, Mitochondrial disease, 2006 Lancet, p.71%8.

Formacién de especies reactivas del oxigeno

La cadena respiratoria mitocondrial es el sitio principal de formacién de ROS, en la
mayoria de las células, y en condiciones normales entre 1y 2% del oxigeno consumido

resulta en la produccién de ROS *°. La principal ROS formada en la cadena respiratoria
es el anién superodxido (02”), que proviene de la reduccién monoelectrénica del O,.

Como muestra la figura 1.4, los sitios de produccidon de superéxido en la cadena

respiratoria incluyen: la coenzima flavina mononucledtido reducido (FMNH;) en el
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complejo | (Sitio IF Cl); el sitio de unién a la ubiquinona del complejo | (Sitio IQ Cl) y la
semiquinona radical del centro o (Sitio 111Qo) del complejo lll. En todos los casos se
produce una fuga de electrones que reduce el oxigeno y resulta en la formacién de
superoéxido. El superdxido puede dismutar formando perdxido de hidrogeno (H202) y
agua (H20). Esta reaccion es catalizada por la superdxido dismutasa (SOD), y ocurre

con una alta velocidad de reaccion >332, Asimismo, el perdxido de hidrégeno puede
descomponerse a radical hidroxilo (‘OH), en presencia de metales de transicion como

Fe’* o Cu?” mediante reaccién de Fenton33. El radical hidroxilo, es una especie
altamente oxidante que puede iniciar procesos de lipoperoxidacién al oxidar por un

electrén a acidos grasos poliinsaturados34. Durante la lipoperoxidacion se forman

radicales alquilo (R’) que por adicion de Oz generan los radicales peroxilo (ROO’)3. Por
otro lado, cuando el superéxido reacciona con el 6xido nitrico (‘'NO) se forma el anién

peroxinitrito (ONOO') una especie reactiva del nitrogeno altamente oxidante vy

nitrante3°.

Estudios anteriores han demostrado que la cadena respiratoria no es el Unico sitio de
formacién de superdxido en la mitocondria. Otros sitios son las flavoenzimas acil-CoA
deshidrogenasas y la ETF ubiquinona oxidorreductasa (ETF:Q), que durante la
oxidacién de acidos grasos puede producir superéxido porque la fuga de electrones de
la flavina reducida es capaz de reducir el oxigeno3%3 (fig. 1.4). Finalmente, otros sitios
adicionales son el complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa del ciclo de Krebs,

también conocido como oxoglutarato deshidrogenasa (OGDH) (fig. 1.4)3%%7,

Un estudio realizado en ratones mostrd que las dietas altas en acidos grasos estimulan
la produccion de ROS a nivel de la enzima acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga
(VLCAD)®®, de hecho la enzima es capaz de reducir el oxigeno a perdxido de

hidrégeno3.
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Figura 1.4 - Sitios de produccidn de superdxido mitocondrial. Extraido y modificado de Martin
D. Brand: Sites and topology of mitochondrial superoxide production, 2010, Exp. Gerontol, p.

15%,

Las células cuentan con sistemas de defensa frente al aumento en los niveles de
especies oxidantes. Estos pueden ser enzimaticos y no-enzimaticos. Por un lado, las
enzimas antioxidantes incluyen, las superéxido dismutasas (MnSOD y CuZnSOD),
catalasa, glutation peroxidasa, hemo-oxigenasa-1, tiorredoxinas, peroxirredoxinas y
glutarredoxinas. La MnSOD se ubica en la matriz mitocondrial y la CuZnSOD en el
espacio intermembrana y en el citosol. Por otro lado, los antioxidantes no-enzimaticos
incluyen el trans-retinol (vitamina A), acido ascdrbico (vitamina C), a-tocoferol

(vitamina E) y glutation34.

Las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno estan involucradas tanto en
procesos fisioldgicos (sefializacion, proliferacidén celular y respuesta inmune) como en
eventos patolégicos donde predomina el dafio a biomoléculas como proteinas (e;j.
nitracion de tirosinas), lipidos (ej. lipoperoxidacion) y ADN (ej. oxidacion de las bases
nitrogenadas) 333%4°,  Cuando la formacion de oxidantes excede la capacidad de
detoxificacion por los antioxidantes nos encontramos en una situacion de estrés

oxidativo*!.

Durante el BEN, una alta tasa de oxidacion de dacidos grasos puede generar un
aumento en la formacién de ROS por las flavoproteinas y complejos de la cadena
respiratoria ROS*>*3, Dicha produccion excesiva de ROS podria exceder la capacidad
antioxidante de la mitocondria y en segunda instancia la célula, dafiando componentes
de la célula como proteinas, lipidos y acidos nucleicos y finalmente afectando la

funcién y viabilidad del hepatocito®®
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Nitracién
Una modificacién postraduccional de proteinas, asociada al estrés oxidativo,
ampliamente estudiada es la nitracién de tirosinas. Este proceso esta mediado por

especies reactivas del nitrgeno tal como el peroxinitrito** Este oxidante da origen al
radical hidroxilo y al diéxido de nitrégeno (‘NOz) y son estos los radicales responsables

de la nitracién de la tirosina. La nitracién de tirosinas ocurre en dos pasos, el primero
es la formacion del radical tirosilo por el radical hidroxilo. Luego, el radical tirosilo

reacciona con didxido de nitrégeno formando 3-nitrotirosina® En presencia del CO; o
centros metdlicos el peroxinitrito forma radical carbonato (CO3") o complejos oxo-

metalicos, respectivamente, ademdas de didxido de nitrégeno y son éstos los
responsables de la oxidacion de la tirosina a radical tirosilo*. Un mecanismo
alternativo de nitracion, es la reaccion entre el radical tirosilo y éxido nitrico, formando
3-nitrosotirosina, éste producto se oxida por dos electrones y finalmente forma 3-
nitrotirosina®- Este mecanismo puede operar en proteinas que contengan metales de
transicidon que pueden oxidar 3-nitrosotirosina. Por ultimo las peroxidasas también
catalizan la nitracion de proteinas en presencia de perdxido de hidrégeno y nitrito**
La nitracion es capaz de inhibir la acciéon de enzimas (ej. MnSOD) o aumentar la
actividad (ej. actividad peroxidatica del citocromo c). Debido a que los radicales tienen
vida media muy corta, la identificacidon de proteinas nitradas actia como un “huella”

del estrés oxidativo??.

Lipoperoxidacién

Las especies oxidantes también pueden oxidar acidos grasos poliinsaturados dando
lugar a productos de lipoperoxidacion como malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-2,3-
nonenal (HNE)*®. La presencia de cualquiera de estos productos demuestra que hubo

un proceso radicalar por esto se consideran biomarcadores del estrés oxidativo.

El HNE se genera a partir de la oxidacidn de los acidos linoleico y araquiddnico, y puede
reaccionar con proteinas y péptidos, formando aductos HNE-cisteina, HNE-lisina y
HNE- histidina (figura 1.5). En particular, como muestra la figura 1.5, el aducto de tipo
Michael se forma a partir del ataque electrofilico del HNE sobre el nucledfilo (por

ejemplo el sulfhidirilo de la cisteina).
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En bajas concentraciones el HNE puede ejercer un rol de sefalizacion o incluso
protector al estimular la expresidon de enzimas antioxidantes e inducir una respuesta
adaptativa®’~*°. Sin embargo, en altas concentraciones puede tener efectos nocivos.
Varias enzimas se inactivan con el agregado de HNE, como glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, glutatién S-transferasa,
glutatién reductasa, aldosa reductasa®?, acil-CoA deshidrogenasas (B-oxidacion), la
cadena respiratoria (cadena a de ATP sintasa, citocromo c oxidasa, succinato
deshidrogenasa), sistemas antioxidantes (glutatidon peroxidasa, glutatién S-transferasa,
glutation reductasa), la enzima superoxido dismutasa, la enzima aldosa reductasa que
cumple una funciéon importante en la sensibilidad a la insulina®®’, 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA sintetasa (cetogénesis), sirtuina 3° y colina deshidrogenasa, entre
otras®. Es importante destacar que alrededor de 30% de los aductos HNE—proteina se
encuentran en la mitocondria®’. El HNE cumple un importante rol en la esteatosis

hepatica no alcohdlica 3>46,

XH
I

Proteina

EE—

Proteina

Figura 1.5 - Esquema de la formacidn de aductos de tipo Michael HNE-proteina. X representa
un grupo sulfhidrilo de la cisteina, grupo imidazol de la histidina o un grupo €-amino de la
lisina. Extraido y modificado de Koji Uchida: 4-Hydroxy-2-nonenal: a product and mediator of

oxidative stress, 2003, Progress in Lipid Research p. 325.
Acilacion
La adicion de un intermediario acil-CoA a un residuo lisina se denomina acilacién. El

mecanismo se ha reportado ampliamente como no enzimatico, las condiciones que lo
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favorecen son altas concentraciones de intermediario acil-CoA de cadena corta como
grupos acetilo, malonilo, succinilo y propinilo y pH alcalino, por esta razén las enzimas

que se ubican en la matriz mitocondrial son un blanco comun de acilacién>°2,

Acetilacion
Hallazgos anteriores demostraron que la acetilacion es una modificacion

postraduccional reversible de proteinas. Estd demostrado que regula enzimas
metabdlicas clave, incluyendo enzimas involucradas en la B-oxidacion>>3>4 el ciclo de
Krebs, el ciclo de la urea, la fosforilacion oxidativa®>>®°7°8 y la enzima antioxidante

MnSOD?® tanto inhibiendo como activandolas.

Tal como se ejemplifica en la figura 1.6, la acetilacion de lisinas ocurre por la
transferencia del grupo acetilo del acetil-CoA a una lisina de una cadena polipeptidica.
La acetilaciéon puede darse de forma no-enzimatica, en particular a pH alcalino frente a
un aumento en los niveles de acetil-CoA; o por accidn de acetilasas. Hasta la fecha se
han caracterizado dos acetilasas mitocondriales, ACAT1 y la GCN5L1. Se ha observado
gue un destino alternativo del acetil-CoA generado en la oxidacién de acidos grasos es
la acetilacién de proteinas®®. Por otra parte la desacetilacion de proteinas es catalizada
desacetilasas. Entre éstas encontramos a las sirtuinas, desacetilasas dependientes de

NAD* 27>>°¢_En la mitocondria se ha reportado la presencia de las sirtuinas 3, 4 y 5°%.

A pesar de ser una modificacién postraduccional abundante, el estudio de la
acetilacién es reciente y la literatura es controversial. Por un lado, algunos autores
mencionan que inhibe la actividad de las enzimas como acil-CoA deshidrogenasa de
cadena larga (LCAD), que cataliza el primer paso de la B-oxidacion, acetil-CoA
sintetasas (participan de la activacion de acidos grasos para su entrada en la
mitocondria), NADH:ubiquinona reductasa (Complejo |) y piruvato deshidrogenasa
(PDHA1, cataliza la formacién de acetil-CoA a partir de piruvato)®3. Sin embargo, por
otro lado, hay autores que mencionan que la acetilacién activa la LCAD®?, y a otras
enzimas como la malato deshidrogenasa y aconitasa (ciclo de Krebs)®! y enoil-CoA
hidratasa (B-oxidacién)®3. Estas diferencias pueden deberse a diferencias en los tejidos

de estudio.

No obstante, la bibliografia sugiere que el rol regulador que tiene la desacetilasa

mitocondrial Sirtuina 3 (SIRT3) es clave en contextos de restriccion caldrica, exceso de
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actividad o insuficiencia de nutrientes®?. Se ha demostrado que SIRT3 también regula
los niveles de acetilaciéon del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial y de la
succinato deshidrogenasa (SDH), una enzima que participa en el Ciclo de Krebs y la
cadena respiratoria (complejo 1) La desacetilacion de los complejos | y Il por SIRT3
conduce a un aumento en la actividad de los mismo sugiriendo un rol regulador de

esta sirtuina en la actividad de la cadena respiratoria®>>3,

Con respecto a las acetilasas mitocondriales, la Acetil-Coa acetiltransfersasa (ACAT1)
un enzima que participa en la formacidon de cuerpos cetdnicos, también cataliza la
acetilacién la subunidad PDHA1 del complejo piruvato deshidrogenasa. La acetilaciéon

disminuye la actividad de esta enzima >3,

CH;

HN
Acetil-CoA CoA

u Acetil-Lisina

Lisina acetilasas

Lisina

Acetilacion no-enzimatica (

Proteina/enzima “ Proteina/enzima
Lisina desacetilasas

Figura 1.6 - Esquema representativo de las reacciones de acetilacion y desacetilacion. Extraido
y modificado de Gregory R. Wagner y R. Mark Payne: Mitochondrial Acetylation and Diseases

of Aging, 2011, Journal of Aging Research p. 4.

Estrategias alimenticias preventivas

Actualmente se utilizan una gran variedad de dietas para prevenir los efectos del
balance energético negativo en vacas lecheras. Dichas estrategias tiene como objetivo
prevenir la lipdlisis excesiva del tejido adiposo, aumentar la gluconeogénesis vy

aumentar la utilizacién de glucosa en tejidos extra-hepaticos?.
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Una estrategia ampliamente utilizada es la suplementacién con precursores
gluconeogénicos, por ejemplo con propilenglicol®® que en el rumen se transforma en
propionato. Tratamientos preventivos exitosos incluyen la suplementacién con
propilenglicol en el periodo de transicion. La misma es capaz de aumentar la
concentracion de insulina y glucosa y contribuye a bajar los niveles de acidos grasos
no volatiles y cuerpos cetdnicos en sangre®, y de hecho constituye un tratamiento
eficiente contra la cetosis. Una estrategia alternativa son las inyecciones con
hormonas, que tienen el objetivo de aumentar la captacién de glucosa por parte de los
tejidos periféricos y de esta forma inhibir la movilizacion lipidica. Estas ultimas fueron
exitosas en el laboratorio pero no mostraron ser practicas a campo®3. Las dietas
totalmente mezcladas (DTM) presentan una alternativa favorable ya que puede
incluirse la suplementaciéon dentro de la formulacidon y cumplir con los distintos
requerimientos nutricionales durante la curva de lactancia. Por lo general tienen
mayor proporcion de almidén debido a que incluyen un porcentaje de carbohidratos
no fibrosos. La suplementacion debe hacerse en forma controlada ya que, un estudio
realizado en vacas Holstein-Friesian sobre-alimentadas con DTM resulté en niveles de
glucosa en sangre aun mas alterados, aumentando el aporte de nutrientes hacia la
glandula mamaria y no a los tejidos periféricos . A su vez, la dieta totalmente
mezclada también prevee la estabulacion de los animales con el fin de disminuir los

requerimientos de actividad fisica.
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Hipotesis

En el periodo de lactancia, la vaca sufre cambios metabdlicos dramaticos
estableciendo un balance energético negativo; debido a que los excesivos
requerimientos energéticos de la lactogénesis no se pueden alcanzar con el consumo
de materia seca. En este periodo se recurre a la movilizacién de reservas que son
mayormente acidos grasos aunque también se movilizan reservas proteicas vy
minerales. Al mismo tiempo, una oxidaciéon de acidos grasos exacerbada puede ser
responsable de un aumento del estrés oxidativo e higado graso. Nuestra hipdtesis es
que estos eventos, asociados al balance energético negativo, son capaces de generar
una disfuncion mitocondrial en el higado que se puede modular con estrategias

alimenticias que impacten sobre la movilizacién lipidica excesiva.

Objetivo general
Estudiar el impacto del balance energético negativo sobre la funcion mitocondrial en el

higado de vacas lecheras.

Objetivos especificos
1. Desarrollo de un método de criopreservacién para el estudio de la funcién

mitocondrial en biopsias de higado.

2. Estudio de la funcién mitocondrial hepatica durante la curva de lactancia en dos

estrategias de alimentacion.

3. Aproximacion a los mecanismos moleculares involucrados en los cambios en la

funciéon mitocondrial.
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Materiales y métodos

Animales y disefio experimental

El experimento fue realizado en la Estacion Experimental "Dr. Mario A. Cassinoni
"(EEMAC) de la Facultad de Agronomia de la Universidad de la Republica en Paysandq,
Uruguay, 32.38 ° S, 58.05 ° W, de agosto de 2015 a abril de 2016. Los procedimientos
animales fueron aprobados por el Comité de Experimentacién Animal (CEUA) de la

Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, Uruguay.

Veinticuatro vacas lecheras Holando multiparas con un peso vivo (PV) al parto de 664
+ 65 kg y condicicidon corporal (CC) de 3,0 + 0,4. Las vacas parieron en primavera
(17/08/2015 + 11 dias) y fueron bloqueadas por paridad, fecha de parto, produccion
de leche anterior, PV y CC fueron utilizadas en un disefio de bloques al azar y dos

tratamientos de estrategias de alimentacidn.
Las vacas fueron asignadas a dos estrategias de alimentacion:
1) Grupo dieta totalmente mezclada o (TMR por sus siglas en inglés) ad libitum:

En esta dieta, la proporcidn de forraje a concentrado fue 70:30. El forraje aportado fue
mayormente ensilaje de maiz y el concentrado grano de sorgo, maiz, cebada y expeller
de soja. También se incluyeron sales comerciales en la dieta. La dieta aportd 13,3% de

proteina cruday 1,41 Mcal energia neta de lactacidn por kg de materia seca.
2) Grupo Pas:

Durante la lactancia temprana (entre 0 y 113 dias posparto) las vacas pastorearon una
pastura de Festuca arundinacea en franjas semanales (07:00 a 13:00 h y 17:00 a 04:00
h, la asignacion estimada de pastura fue 30 kg materia de seca por vaca por dia (19,5%
de proteina cruda y 1,56 Mcal de energia neta de lactacién por kg de materia seca) y
recibieron 5,4 kg de materia seca de un concentrado comercial compuesto por grano
de maiz, grano de cebada y expeller de soja. El concentrado aporté 16,8% de proteina

cruda y 1,57 Mcal energia neta de lactaciéon por kg de materia seca. El nivel de
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suplementacion que se dio al grupo Pas fue calculado para cumplir con las necesidades
de mantenimiento. En lactancia media (113 a 180 dias posparto) se realizé un cambio
de dieta en el dia 113 porque el ITH (indice de temperatura humedad) excedio el valor
de 72 durante mas de 5 horas consecutivas y durante 3 dias consecutivos. A partir de
un ITH de 72 se considera que la vaca estd experimentando estrés térmico por
calor®®®’, Cabe recordar que como las vacas son de paricion en primavera, la lactancia
media transcurrié durante el verano, en particular diciembre, enero y febrero. Para
compensar el efecto del estrés térmico se limitd el pastoreo para disminuir la
exposicién al calor y se cambiaron los horarios de pastoreo. Debido a que esto puede
presentar una restriccion energética, se aumentd la suplementacién para
compensarlo. En funcién a este cambio, el grupo pastored Medicago sativa en franjas
semanales (18:00 a 04:00 h, la asignacién estimada de la pastura fue 20 kg de materia
seca por vaca por dia (18% de proteina cruda y 1,45 Mcal de energia neta de lactacién
por kg de materia seca), y se suplementd con TMR (50% del consumo del tratamiento

de TMR ad libitum).

Finalmente, durante lactancia tardia (de 180 dias posparto en adelante), todas las
vacas (TMR y Pas) pastorearon Festuca arundinacea en franjas semanales (7 dias por
franja, 18:00 a 04:00 h, la asignacidn estimada de la pastura fue 20 kg de materia seca
por vaca por dia) y recibieron 50% TMR ad libitum durante el ordefio de la mafiana. Las
vacas fueron ordefiadas dos veces al dia. Debido al cambio de dieta a partir del dia
180, los cambios entre grupos en la variable respuesta serian consecuencia del efecto

residual de las dietas.

Cabe resaltar que el grupo TMR no tuvo sesion de pastoreo, esto es que fueron
mantenidas en un sistema de estabulacién libre donde el gasto de energia destinado a
mantenimiento fue menor que el grupo Pas debido a un menor costo por actividad por
no tener que caminar, seleccionar y cosechar su alimento (comunicacion personal Lic.

Jasinsky).

A fin de evaluar lo que ocurre en distintos periodos se realizaron biopsias de higado
para el estudio de la funcién mitocondrial, expresidén proteica, actividad enzimatica y
composicion de tejido. Ademas, se colectaron muestras de sangre para determinacién

de B-hidroxibutirato.
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Otros integrantes del equipo analizaron el contenido de AGNEs, glucosa, insulina,
glucagdn en sangre y midieron PV, CC y gasto energético por la técnica de O pulso®®

(figura 2.1).

Parto
Lactancia Lactancia lactancia
temprana media tardia

DPP -14 +35 +100 +180 +250

Figura 2.1 — Calendario obtenicién de muestras, en distintos momentos de la curva de lactancia. Las
flechas delimitan los distintos periodos (lactancia temprana, media y tardia). Las lineas discontinuas

indican los momentos en que se tomaron muestras.

Recoleccidn de tejido hepatico y muestras de sangre

Las biopsias hepaticas se recogieron a los 14 dias pre-parto y 35, 100, 180 y 250 dias
después del parto (DPP). Para realizar las biopsias se anestesio la zona con lidocaina, se
realizd un corte de bisturi y finalmente se obtuvieron las biopsias utilizando una aguja
de biopsia de calibre 14 (Tru-Core®-Il Automatic Biopsy Instrument, Angiotech,
Lausana, Suiza), como se describié anteriormente®.Para las mediciones de respiracion
mitocondrial, las biopsias fueron criopreservadas en criotubos con 1 ml de una
solucién modificada de la Universidad de Winsconsin (UW)’° que contenia histidina 20
mM, succinato 20 mM, glutatiéon 3 mM, leupeptina 1 puM, glutamato 2 mM, malato 2
mM, ATP 2 mM, EGTA 0,5 mM, MgCl,6H,0 3 mM, MOPS 60 mM, taurina 20 mM,
KH2PO4 10 mM, HEPES 20 mM, sacarosa 110 mM, albumina sérica bovina (BSA) 1g/ly
dimetilsulfoxido (DMSO) 10%’!. Para los western blot y los ensayos de actividad
enzimatica se colocaron biopsias en criotubos sin medio, se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su analisis. La
sangre se recogio en las mismas fechas mediante puncién venosa de la vena coccigea
utilizando tubos Vacutest®. Las muestras se centrifugaron a 2000 g durante 15 min a
4°C hasta 1 hora después de ser recolectadas y el suero se almacend a -20°C hasta que

se realizaron andlisis de metabolitos.
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Método de criopreservacion

El método de criopreservacién de biopsias hepaticas se puso a punto en dos modelos
experimentales:

1 — Modelo bovino: Se utilizaron seis vacas Holstein multiparas en la lactancia tardia
con peso aproximado de 590 kg y 3.5 de indice de condicién corporal. Las vacas fueron
alimentadas en un régimen de pastoreo mas suplemento. Se tomaron biopsias de
higado tal como se mencioné anteriormente. Las muestras frescas fueron
transportadas en medio de respiracién MIR05 (EGTA 0,5 mM, MgCl,6H,0 3 mM, MOPS
60 mM, taurina 20 mM, KH,PO4 10 mM, HEPES 20 mM, 1 g/I de BSA, pH 7,1 ) frio

(4°C)7? y analizadas 25 a 30 minutos después de la biopsia.

2 - Modelo murino: Se utilizaron cinco ratas hembra Wistar que pesaban
aproximadamente entre 400 y 500 g. Las ratas tuvieron acceso ad libitum a comida y
agua. Para la biopsia, las ratas se anestesiaron mediante inyeccidn intraperitoneal de
pentobarbital sédico al 2% y se realizd6 una laparotomia transversal. Las ratas se
sacrificaron por escision de la valvula cardiaca inmediatamente después del

procedimiento de biopsia.

Las muestras frescas fueron procesadas inmediatamente después de llegar al
laboratorio y se permeabilizaron con una solucidn de saponina 50 pug/ml durante 20

minutos en hielo 73.

Para la criopreservacion, las biopsias hepaticas se sumergieron en 1 ml de una solucion
modificada (UW)’° y 10% DMSO’. Las muestras fueron congeladas de dos maneras
diferentes: a) Congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido (criopreservacién con
congelamiento rapido o CR); o b) congeladas gradualmente en vapor de nitréogeno
durante 10 minutos (criopreservacién con congelamiento lento o CL). Finalmente,
todas las muestras se almacenaron a -80°C. También se variaron las concentraciones
de criopreservante DMSO (5, 10, 20 y 40%) para estudiar el efecto del mismo. Para el
traslado, las muestras se mantuvieron en nitrégeno liquido. Las muestras se

almacenaron durante un periodo de 1 a 3 meses.
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Para estudiar las variables de la puesta a punto de la criopreservacion se utilizaron

biopsias tomadas de la misma vaca, la repeticion del ensayo es la réplica bioldgica.

El dia del ensayo se descongelaron las muestras bajo agua corriente. Una vez que el
medio de criopreservacion se descongelé completamente, las muestras se lavaron en
medio de respiracion MIR05 frio (4°C) y se procesaron inmediatamente. Estas
muestras no fueron permeabilizadas con saponina ya que se comprobd que se
encontraban permeabilizadas. Existen reportes de permeabilizacion mecdnica asociada

al congelamiento’47¢,

Estudio de la respiracién mitocondrial en biopsias de higado

La funcidn mitocondrial de las muestras frescas y criopreservadas se analizé
estudiando el consumo de oxigeno mitocondrial por respirometria de alta resoluciéon
en un OROBOROS Oxygraph 2k a 37°C con cdamaras de 2,2 ml. Las camaras se
calibraron previamente con medio de respiracion mitocondrial MIRO5 saturado con
oxigeno (concentracion calculada de oxigeno 190 nmol/ml de O, a una presion
barométrica de 100 kPa). La velocidad de consumo de oxigeno se determind usando el
software de andlisis DatLab 4%°. El ensayo se realizd en MIRO5 suplementado con
citocromo ¢ (9 WM)’%77 para asegurarnos um correcto transporte de eléctrones ya que
al tratarse de um proteina soluble si la membrana externa de la mitocondria estuviera
danada esta proteina podria haberse fugado. Se inicié con la adicién de sustratos
especificos para complejo | (Cl) (glutamato 10 mM y malato 5 mM) o complejo Il (Cll)
(succinato 20 mM), seguido por adenosina difosfato (ADP, 1-4 mM). Luego se anadié
oligomicina (2 uM) para inhibir la actividad ATP sintasa y posteriormente se afadid
cianuro de carbonilo-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, 1-4 uM) para desacoplar
la fosforilacién oxidativa. La concentracidon de FCCP y de ADP a utilizar en los ensayos
fue titulada paso paso a fin de obtener el maximo consumo de oxigeno posible en cada
caso. Finalmente, se anadié rotenona 1 mM y antimicina A 1 mM para inhibir los

Complejos | y lll respectivamente.

El tejido fue pesado humedo antes de introducirlo en la cdmara de O2k. La cantidad de
muestra de tejido hepatico que fue utilizado para los ensayos de consumo de oxigeno
fue entre 2 y 10 mg. Al finalizar el ensayo se calculd la velocidad de consumo de

oxigeno por mg de peso himedo (pmol 02.s1.mg de peso himedo).
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Pardmetros respiratorios

La figura 2.2 muestra un grafico representativo de respirometria de alta resolucién.
Representa la derivada de O; en el tiempo (dO,/dt), esto es la velocidad de consumo
de oxigeno en funcidn del tiempo. La mitocondria es responsable de la mayor cantidad
de oxigeno consumido, sin embargo, también puede haber consumo de oxigeno no
mitocondrial.

Para estudiar el consumo de oxigeno mitocondrial se utilizan inhibidores especificos
como la antimicina A que inhibe el transporte de electrones por el complejo Il de la
cadena respiratoria o la rotenona que inhibe el transporte de electrones del complejo
I, la pendiente resultante ((e), Figura 2.2) se resta al resto de los valores a fin de

obtener la respiracidon Unicamente mitocondrial 2°.

Rot

FCCP AntA

Velocidad de consumo de O,
(pmol O,*min™*mg™'peso)

0 10 20 30 40

Tiempo (min)

Figura 2.2 — Andlisis de un registro de respirometria de alta resolucion: (a) representa la
respiracion en estado 4; (b) representa la pendiente de respiracién en estado 3; (c) representa
la respiracion independiente de la sintesis de ATP; (d) representa la mdxima capacidad

respiratoria y (e) representa la respiracion no mitocondrial.

28



A partir de registros de consumo de oxigeno como el que se muestra en la figura 2.2 se

calcularon los siguientes pardmetros respiratorios:

La respiracion en estado 4 (a) se refiere a la respiracion en presencia de sustratos
especificos de Complejo | o Il, seglin el protocolo utilizado, sin el agregado de ATP.
Experimentalmente este estado simula un estado en el cual la entrada de protones por
el canal especifico de la ATP sintasa se detiene y en consecuencia la velocidad de
consumo de oxigeno es baja. El estado 4 esta controlado por la fuga de protonesy, por

la oxidacion de sustrato en menor medida?°. Se calcula mediante la ecuacidn:
a

Respiracion en estado 4 = pesa (mg)

La respiracién en estado 3 (b) se refiere al consumo de oxigeno en presencia de
sustratos (de Complejo | o I, segin el protocolo utilizado) y ADP. En biopsias
permeabilizadas este estado simula la respiracion basal ya que incluye el agregado de
sustratos especificos y ADP. La respiracién en estado 3 es mas alta que en el estado 4,
ya que en estas condiciones los sustratos oxidables aportan electrones, su transporte
por la cadena se acompana de un bombeo de protones hacia el espacio
intermembrana, pero con el agregado de ADP se utiliza el gradiente generado para la

sintesis de ATP2378, Se calcula mediante la ecuacion:
b

Respiracidonen estado 30 basal = ———
P peso (mg)

La relacidn entre la respiracién en estado 3 y la respiracién en estado 4 da una idea de
gué tan acoplado estd el sistema. Esta relacion se conoce como indice de control

respiratorio??.
Luego, con el agregado de oligomicina, se inhibe la ATP sintasa por tanto, si sigue

habiendo respiracion ésta se debe a la fuga de protones, por tanto, la respiracién

resistente a oligomicina (c) se calcula mediante la siguiente ecuacion:
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c

Respiracidnresistente a oligomicing = ——
°F g peso (mg)

Asimismo, la respiracidon sensible a oligomicina representa el consumo de oxigeno

vinculado a la sintesis de ATP y se calcula:

b—r¢

Respiracion sensible a oligomicina o destinada a la sintesis de ATP = ——
peso (mg)

Por otro lado, la mdxima capacidad respiratoria se induce experimentalmente
mediante la titulacidn con desacoplantes quimicos. Los protondforos o translocadores
de protones, como el carbonil cianuro p-trifluorometoxifenilhidrazina (FCCP) y el 2,4-
dinitrofenol (DNP), actian como desacoplantes disipando el gradiente de protones.
Para este protocolo se utiliz6 FCCP. El control respiratorio mitocondrial dado por el
sistema de fosforilacion oxidativa se pierde frente al agregado de estos desacoplantes,
ya que se remueve gradiente electroquimico. En estas condiciones se obtiene el valor
maximo de consumo de oxigeno del sistema también conocido como la maxima
capacidad respiratoria, una medida vinculada al nimero y actividad de los complejos

de transporte de electrones?>7°,

d

Maximn capacidad respiratoria = m

Finalmente, por medio del agregado de rotenona o antimicina se inhiben los complejos
| o lll, respectivamente, de la cadena respiratoria. En estas condiciones se inhibe el
transporte de electrones por la cadena respiratoria, por esto la respiracién residual (e)
representa la respiracién no mitocondrial. Esta podria estar dada por enzimas que
tienen al oxigeno como sustrato como la NAD(P)H oxidasa o la éxido nitrico sintasa o
por otros eventos redox, como la lipoperoxidacién, asociados al estrés oxidativo”®. Se

calcula mediante la ecuacion:

3

Respiracionno mitocondrial = —————
P peso (mg)
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Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular (ver fig. 2.3) se realizé a partir de 5 mg de tejido
hepatico. Este se homogeneizé en buffer STM compuesto de sacarosa 250 mM, Tris-
HCI 50 mM y MgCl, 5 mM, pH 7,4, con inhibidores de proteasas (SigmaFast ™ Protease
Inhibitor Cocktaily fluoruro de fenilmetilsilfonilo (PMSF) 1 mM), e inhibidores de
desacetilasas (triclostatina A 1 puM y nicotinamida 5 mM) frio, usando un
homogeneizador Potter-Elvehjem ajustado a 2000 rpm (figura 2.3). El homogeneizado
se mantuvo 30 minutos en hielo y posteriormente se agitd en vértex a velocidad
maxima durante 15 segundos. Luego se centrifugd a 800 g durante 15 minutos, el
sobrenadante se marcd So y el precipitado Po. Por un lado, el Po que contenia nucleo y
debris fue resuspendido en 300 ul de buffer STM, agitando a mdxima velocidad por 15
segundos y centrifugado a 500 g durante 15 minutos. El precipitado resultante de esta
centrifugacidn P1g contiene la fraccidn nuclear. El sobrenadante se descartd y Pig fue
lavado tres veces en 300 ul de buffer STM, agitando a maxima velocidad durante 15
segundos y centrifugando a 1000 g durante 15 minutos. Luego, el pellet resultante se
resuspendié mediante el uso de pipeta hasta homogeneizar el precipitado en 200 ul de
buffer NET (HEPES 20 mM a pH 7.9, MgCl; 1,5 mM, NaCl 0,5 M, EDTA 0,2 mM, glicerol
20% y Tritdn-X-100 al 1% con inhibidores de proteasas y desacetilasas). Este
precipitado se agité a maxima velocidad durante 15 segundos e incubd en hielo por 30
minutos. Después de la incubacidn, el homogeneizado se sonicé (Vibra Cell vc600,
Sonics & Materials) en hielo a méxima potencia durante 30 segundos y se centrifugd a

9000 g durante 30 minutos, el sobrenadante resultante se rotulé fraccion nuclear.

Por otro lado, el So se centrifugd a 800 g durante 10 minutos a 4°C, se descarté el
precipitado y se marcé el sobrenadante como Sia. Este sobrenadante se centrifugé a
11000 g durante 10 minutos, el sobrenadante se rotulé como fraccién citosélica y el
precipitado se lavé por completo tres veces resuspendiéndolo en buffer STM,
centrifugando a 11000 g durante 10 minutos y descartando el sobrenadante.
Finalmente, el pellet resultante (que se encuentra enriquecido en mitocondrias) se

resuspendid en 50 ul de buffer SOL (Tris HCI 50 mM a pH 6,8, EDTA 1 mM, Triton-X-100
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al 0,5%, inhibidores de proteasas y desacetilasas) y se congeld-descongeld usando

nitrégeno liquido tres veces.

Las fracciones enriquecidas en mitocondrias, citosol o nucleo se almacenaron a -80°C
hasta los analisis. Todas los procedimientos se realizaron a 4°C, incluyendo la

homogeneizacién de tejidos que se realizaron en la cdmara fria &°.

5 mg de tejido A
Homogeneizar en buffer STM usando Incluir
Potter-Elvehjem a 600-1000 g inhibidores de
Decantar 30 min. proteasas y
Centrifugar a 800 g, 15 min., 4°C desacetilasas

S, (citoplasma) Pg(nucleo y

debris)
Lavar 3 veces en . Lavar 3 vecesen
buffer STM buffer STM
P Lavar 3 veces en buffer STM A
Sia 1B
£ . Resuspender en buffer NET Inclui
(citoplasma) (fraccién *  Incubar 30 min. ~ Incluir
nuclear) +  sonicar a maxima potencia en hielo3g s MPbidores de
Centrifugar a 9000 g, 30 min., 4°C proteasasy
Lavar 3 veces en buffer STM desacetilasas
Centrifugar a 11000 g, 10 min., 4°C
S, (fraccién P, (fraccién « Lavar 3 veces S,p (fraccién P,e (se
citosélica) mitocondrial) en buffer STM nuclear) descarta)

PgAlfraccic'm *  Resuspender en buffer SOL

mitocondrial) . Cor}gelary‘desmngelar en
nitrégeno liquido tres veces

A

Incluir
inhibidores de
proteasas y
desacetilasas

Figura 2.3 — Esquema representativo del protocolo de fraccionamiento. Adaptado de Dimauro et al.,

2012, BMC Research Notes, p. 3%.

Cuantificacién de proteinas
El contenido de proteinas se determind usando el método de Bradford en placa con un

estandar de albumina sérica bovina 8.
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Estudios de Western blot

Se resolvieron los homogeneizados de higado (30 a 40 pg) o las fracciones enriquecidas
en mitocondrias (20 pg) en geles de poliacrilamida Tris-Glicina-SDS (SDS/PAGE) al 10 o
12%. Se utilizaron los pesos moleculares Chameleon™ Duo ( LI-COR #928-60000) y
Page™Ruler (Thermo Fisher #26616). Las proteinas se transfirieron durante la noche a
membranas de nitrocelulosa en una camara humeda a 4°C a 20V. La transferencia de
proteinas se confirmd con tincién de Ponceau y después se lavo tres veces con buffer
de lavado (Tris, Tween 0,1%) para eliminar el colorante. Posteriormente, las
membranas se bloquearon con buffer de bloqueo (Tris, Tween 0,1% y leche
descremada al 0,5%) durante 1 hora. Después del bloqueo, se lavaron las membranas
tres veces y se incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpos primarios contra:
GAPDH (1:1000, Abcam, #ab9484), B-actina (1:1000, Santa Cruz, #ACTBD11B7), a-
tubulina (1:1000, Santa Cruz, #TU-02), succinato deshidrogenasa subunidad A (SDHA,
1:2000, Abcam, #ab14715 ),subunidad a de la ATP sintasa (1:1000, Abcam, #ab14748),
lisina acetilada (1:1000, Cell Signaling, #9441), contra aductos entre proteinas y 4-
hidroxinonenal (1:1000, Abcam, #ab46544), tirosina nitrada (1:1000, producido en el
Centro de Investigaciones Biomédicas — Departamento de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de la Republica) e histona H3 (cedido gentilmente por el Dr.

Escande, Institut Pasteur Montevideo).

Después de la incubacidn, las membranas se lavaron tres veces con buffer de lavado y
se incubaron durante 1 hora con una dilucién 1:10000 del anticuerpo contra ratén
(IR680: #92668070 LI-COR) 0 1:20000 del anticuerpo secundario contra conejo o cabra
(IR800: #92632211 y #92632210 respectivamente, LI-COR).

Finalmente, las imdgenes fueron obtenidas con el LI-COR Odyssey Documentation
System/Infrared Imager Modelo 9120 y las bandas de Western blot se cuantificaron

por densitometria usando ImageStudio de LI-COR.

Control de la pureza del fraccionamiento subcelular

Para determinar la pureza y el enriquecimiento de las fracciones, obtenidas en el

fraccionamiento subcelular, se utilizaron anticuerpos contra una proteina mitocondrial
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(SDHA), una citoplasmatica (B-actina) y una nuclear (H3). La figura 2.4 muestra que la
fraccion mitocondrial no tiene contaminacion de otras fracciones y que ademas esta
enriquecida con respecto al homogeneizado, lo mismo se puede observar con respecto
a la fraccién nuclear. Por otro lado, también se puede concluir que la fraccion citosélica

no estad contaminada aunque no se ve enriquecida con respecto al homogeneizado.

De cualquier forma debemos mencionar que no se evalud la contaminacién por otros

compartimentos subcelulares, como peroxisomas, lisosomas o reticulo endopldsmico.

Hom. Cit. Mit Nuc

180
130
100

SDHA 70 - — e

B-actina 40

H3 R — “

10 - L4 -

Figura 2.4 — Fraccionamiento subcelular. Western blot representativo realizado para corroborar la
pureza de las fracciones subcelulares. Se sembré (en orden) homogeneizado de células enteras (Hom) y
fracciones enriquecidas en citosol (Cit), mitocondria (Mit) y ntcleo (Nuc). Se utilizaron anticuerpos
contra: subunidad A de succinato deshidrogenasa parte del Complejo Il de la cadena respiratoria
mitocondrial (SDHA) como marcador de la fraccién mitocondrial, B-actina una proteina estructural del
citoesqueleto, utilizada como marcador de la fracciéon citosodlica y histona H3, utilizado como marcador

de la fraccion nuclear.

Ensayos de actividad enzimatica

Los ensayos de actividad enzimatica se adaptaron de Spinazzi et al. 2012 y Janssen et

al. 2007828,

El método utilizado para medir actividad NADH deshidrogenasa se basé en la medicién
de la reduccion de 2,6-dicloroindofenol (DCPIP) por electrones donados por la
decilubiquinona. La decilubiquinona es reducida por el complejo | después de la
oxidacién del NADH. En una cubeta de 1 mL se agregé buffer fosfato 0,5 M pH 7,5,
albumina 50 mg/ml, DCPIP 0,55 M, antimicina 5 mM, entre 40-50 pg/ml de fraccién
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enriquecida en mitocondrias y agua nanopura y se incubé 10 min a 37°C.
Posteriormente para iniciar la reaccion se agregé decilubiquinona 12,5 mM y NADH 10
mM y se midid absorbancia a A = 600 nm por 4 minutos. Luego, se agregd rotenona
(0,5 mM) y se volvié a medir absorbancia por 4 minutos. Para calcular la actividad se
restd la pendiente obtenida en presencia de rotenona (debida a la reduccidon
inespecifica de DCPIP) y se utilizé el coeficiente de extincién molar para el DCPIP (€600

=19,1 mM lcm ~1).

La actividad succinato deshidrogenasa se determié midiendo la reduccién de DCPIP
por electrones donados por la decilubiquinona luego de ser reducida por el complejo Il
succinato deshidrogenasa, en presencia de succinato. En una cubeta de 1 mL se agregd
buffer fosfato 0,5 M pH 7,5, albimina 50 mg/mL, cianuro 10 mM, rotenona 1 mM,
DCPIP 0,55 M, entre 40-50 pg/ml de fraccidon enriquecida en mitocondrias y agua
nanopura y se incubd 10 min a 37°C. Posteriormente se agregé decilubiquinona (12,5
M) y se midid la linea de base a A = 600 nm por 4 minutos. Luego, para iniciar la
reaccion se agregd succinato (400 nM) y se volvié a medir a A = 600 nm por 4 minutos.
Finalmente, para corroborar la especificidad del ensayo se agregé malonato (1 M), un
inhibidor de la succinato deshidrogenasa y se volvid a medir a A = 600 nm por 4
minutos. Para calcular la actividad se resté la pendiente de la linea de base (debida a la
reduccion inespecifica de DCPIP) y se utilizd el coeficiente de extincion molar para el

DCPIP (€600 = 19,1 mM 1cm ~1).

La actividad citrato sintasa se midié en fracciones enriquecidas de proteinas solubles
mitocondriales debido a que las biopsias se habian congelado para el transporte y por
lo tanto eran vulnerables al dafio de membrana. Para lograr esa fraccidn, el tejido
hepatico de las biopsias se disgregd utilizando un homogeneizador Potter-Elvehjem en
10 volumenes de un buffer MRM (KH2PO4 5 mM, EGTA 1 mM, MOPS 5 mM, sacarosa
0,3 M a pH 7.1). Ademas, se afadieron los inhibidores de proteasas y desacetilasas

mencionados anteriormente.

Después de la homogeneizacion, las muestras se colocaron en un rotador durante 1
hora y se centrifugaron a 12000 durante 10 minutos, se mantuvo el sobrenadante y se

descarto el precipitado. Todos los procedimientos se realizaron a a 4°C.
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El método utilizado para medir actividad especifica se basa en la reaccién catalizada
por citrato sintasa que forma citrato y coenzima A a partir de acetil-CoA y
oxaloacetato. Este protocolo utiliza acetil-CoA (12,5 mM) y oxalacetato (250 uM) vy el
reactivo de Ellman o 4cido 5,5'-Ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB, 100 uM). El DTNB
reacciona con el tiol de la Coenzima A, se escinde el enlace disulfuro y se forma 2-
nitro-5-tiobenzoato (TNB-), que posteriormente se ioniza a TNB% dianiéon un
compuesto de color amarillo con un coeficiente de extincién molar a A = 412 nm de
13700 M *cm - 1. Se utilizdé una concentracion de 60 pug/ml de proteina total para este

ensayo.

Todos los ensayos se realizaron a 37°C en un espectrofotémetro Shimadzu modelo UV-

2401 PC 417284,

Extraccion de lipidos

Los lipidos se obtuvieron a partir de los homogeneizados de higado se afiadid a la
muestra 500 pl de agua nanopura y el estandar interno (IS) 1-Dodecanol 10% o
CH3(CH2)110H (Sigma) antes de la extraccién. A continuacion, la fraccién lipidica se
extrajo con una mezcla de hexano, isopropanol y acido acético 1M (30:20:2, v/v/v), en
una relacién muestra:disolvente de 1:2,5. La mezcla se agité vigorosamente durante 30
segundos y se afiadieron 2,5 volumenes de hexano, posteriormente la mezcla se agitd
vigorosamente y se centrifugd a 1800 g durante 5 minutos a 4°C. La fase superior
(hexano) se separd de la fase acuosa y la fase acuosa se lavd con 2,5 voliumenes de
hexano, nuevamente se agitd vigorosamente y se centrifugd a 1800 g durante 5
minutos a 4°C. Finalmente, ambas fases de hexano se mezclaron y el disolvente se

evaporard por evaporacion rotatoria a 40°C bajo vacio.

Andlisis semi-cuantitativos de los extractos lipidicos

La separacion de los componentes de la fase lipidica se realizé mediante cromatografia
en capa fina (TLC) en placas de TLC. Los extractos de lipidos se resuspendieron en
cloroformo y se sembraron manualmente usando una micro-jeringa (Hamilton) en
duplicado en dos cantidades diferentes. También se sembraron el estandar interno y
un estandar de triglicéridos en la placa de TLC. El estandar de triglicéridos utilizado fue
un aceite de oliva Arlequina de cosecha 2014 de INIA Treinta y Tres (Ruta 8, Km 282)

caracterizado y donado por el Dr. Andrés Trostchansky, (Departamento de Bioquimica,
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Facultad de Medicina, UdelaR) que contenia 98% de triglicéridos. Las placas se
desarrollaron con una fase movil de hexano/dietiléter/acido acético (80:20:1, v/v/v).
Las bandas de lipidos se visualizaron con acido fosférico al 5% (v/v) en etanol. El drea

de las bandas se cuantificé usando el software Imagel.

Determinacion de B-hidroxibutirato

Las concentraciones de B-hidroxibutirato se determinaron usando el kit Ranbut
(Randox Laboratories Ltd., Ardmore, UK) que detecta B-hidroxibutirato. La medida se
basa en la reaccidén de oxidacidn del B-hidroxibutirato a acetoacetato catalizada por la
enzima B -hidroxibutirato deshidrogenasa. En esta reaccién se reduce el cofactor NAD*
a NADH y este se mide por medio de una sonda colorimétrica que se une
especificamente al NADH®. Se utilizaron los controles y soluciones de calibracion

provistos por el kit.

Anadlisis estadisticos

Los datos se analizaron en un disefio de bloques al azar utilizando el programa SAS
System (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Se realizaron andlisis univariado
(procedimiento Univariate) con todas las variables para identificar valores atipicos e
inconsistencias y verificar que la distribucion del error es normal. Los datos se
analizaron como medidas repetidas usando un analisis de varianza para modelos
mixtos (procedimiento MIXED) incluyendo tratamiento, DPP y su interaccién como
efectos fijos, bloque y vaca como efectos aleatorios y fecha de parto, PV inicial y CC
como covariables si corresponden. Se consideré que las medias difirieron en forma
significativa cuando P <0,05 y las tendencias se identificaron con # cuando 0,05 <P
<0,10. Los datos se presentan como medias * errores estandar agrupados. * P <0,05,
** P <0,01, *** P <0,001y **** P <0,0001. Se considerd a la réplica bioldgica como la

repeticion, no se utilizaron réplicas técnicas al momento de analizar el resultado.

37



Resultados

DESARROLLO DE UN METODO DE CRIOPRESERVACION DE BIOPSIA HEPATICA

En este proyecto el experimento in vivo se desarrolld en la Estaciéon Experimental
localizada en Paysandu y las muestras fueron analizadas en el laboratorio en
Montevideo. Por esta razén, para llevar adelante este proyecto fue necesario
desarrollar un método de criopreservacién de la biopsia hepatica tal que, al
descongelarla, mantuviera los parametros de funcidon mitocondrial lo mas cercanos a
los del tejido fresco. Ademas, la criopreservacién permite almacenar las muestras para
anadlisis posterior. Esto ultimo es importante porque la capacidad de los equipos
utilizados para medir el consumo de oxigeno mitocondrial es de dos muestras diarias.
Como los cambios metabdlicos durante el periodo de transicién son muy dindmicos es

de gran utilidad poder tomar las muestras en varias fechas y conservarlas.

Historicamente, la funcion mitocondrial se ha estudiado en mitocondrias aisladas, sin
embargo, recientemente se desarrollaron nuevas metodologias para evaluar la funcién
mitocondrial en biopsias de tejido de hasta 2 mg por ensayo 22397886 | os estudios en
mitocondrias aisladas nos proporcionan informacién importante con respecto a la
funcién de la cadena respiratoria®” y los distintos complejos que la componen 828388,
No obstante, no arroja informacién sobre la funcién de la mitocondria en el contexto
celular o del parénquima en estudio. Ademas las mitocondrias aisladas, pierden los
contactos con otros componentes celulares, se altera la forma y la integridad del
organelo puede verse comprometida®. Por lo tanto, el andlisis de la funcién
mitocondrial en biopsias de tejido se vuelve muy relevante para el estudio de los

cambios metabdlicos en un contexto fisioldgico particular 8 29,

Llevamos a cabo la criopreservacion de las biopsias de higado de vaca tal como se
describe en Materiales y Meétodos, utilizando dos técnicas de congelamiento
diferentes: Congelamiento rdpido (CR) y congelamiento lento (CL). Las muestras se

almacenaron a -80 °C, se descongelaron y se estudié la funcion mitocondrial midiendo
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el consumo de oxigeno luego del agregado de sustratos de la cadena de transporte
electrénico (glutamato y malato para el complejo | y succinato para el complejo Il), de
ADP y de inhibidores y desacoplantes de la fosforilacién oxidativa (figura 3.1). También
se midié el consumo de oxigeno en biopsias frescas obtenidas inmediatamente antes

del ensayo y se compararon los resultados obtenidos (figura 3.1).

La figura 3.1 muestra registros representativos de velocidad de consumo de oxigeno
en el tiempo en presencia de sustratos para el complejo | (fig 3.1A) y para el complejo
Il (figura 3.1B). Como se observa en las figuras A y B la respiracién de las biopsias
congeladas de forma lenta es practicamente igual a la respiracion de las muestras
frescas. Sin embargo las muestras con congelamiento rdpido muestran un franco
deterioro de la respiracién mitocondrial. A su vez, es importante destacar que no se
calculé el indice de control respiratorio porque como se observa en la figura 3.1B, no

parece haber diferencias entre la pendiente en estado 4 y la pendiente en estado 3.
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Figura 3.1 — Registro de la velocidad de consumo de oxigeno en funcién del tiempo de biopsias
hepaticas frescas y criopreservadas. (A) Para la evaluacién de la respiracion dependiente del Complejo
| se midié la velocidad de consumo de oxigeno después de la adicidn secuencial de de 10 mM glutamato
y 5 mM malato (Glu/Mal), 4 uM ADP, 2 uM oligomicina (Oligo), dos adiciones sucesivas de 2 uM FCCP y
rotenona 0,5 uM (Rot). (B) Para la evaluacién de la respiraciéon dependiente del Complejo Il la velocidad
de consumo de oxigeno se midid después de la adicidn secuencial de de succinato 20 mM (Succ), 4 UM
ADP, 2 uM oligomicina (Oligo), 4 uM FCCP y antimicina 2,5 pM (AntA). Las muestras frescas estan

representadas en negro, las sometidas a congelamiento lento (CL) en gris y rapido (CR) en gris claro.
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A partir de los registros de respiracién mitocondrial se calcularon los parametros
respiratorios. En la tabla 1.1 se pueden observar los parametros obtenidos utilizando
sustratos para el Complejo | y en la tabla 1.2 los correspondientes utilizando un
sustrato del Complejo Il, para las distintas condiciones de almacenamientos en las dos
especies estudiadas. Con estos resultados se puede concluir que la criopreservacién
lenta de la biopsia fue muy efectiva ya que los pardmetros respiratorios fueron muy
similares a los de la biopsia fresca. En particular los pardmetros respiratorios: estado 3
(o respiracion basal en muestras de tejido permeabilizado), estado 4, la respiracion
sensible a oligomicina (respiracién vinculada a la sintesis de ATP), la maxima capacidad
respiratoria y la respiracion no mitocondrial no presentaron diferencias significativas
entre las muestras criopreservadas con congelamiento lento y frescas. En cambio, la
criopreservacién no fue efectiva cuando el congelamiento fue rapido y se observaron

diferencias significativas en casi todos los pardmetros respiratorios (Tablas 1.1.y 1.2).

Tabla 1.1 — Parametros respiratorios para la evaluacion del Complejo |

Condiciones de Respiracion
Especie
Resistente a Sensible a No
almacenamiento Estado 4 Estado 3 oligomicina oligomicina Maxima mitocondrial

Vaca Fresca 1,3+0,6 6,3+£0,7 4+1 53+0,6 7,4+0,7 2,4+0,8

Criopreservacion (CL) 1,1+0,1 6,7+0,4 3+1 3,6+0,5 6,7+0,9 2,8+ 0,9

Criopreservacion (CR) 2+1* 1,8+0,7* 12 + 3** 1,5+0,5*% 4,0+0,5* 5+ 2%
Rata Fresca 2,0+£0,8 3,5+0,6 - - - 2,0£0,6

Criopreservacion (CL) 2+1* 3,7+0,3 - - - 2,3+0,7

Los parametros fueron obtenidos a partir de registros obtenidos como se describe en las figura

3.1.Todos los resultados se expresaron como medias + errores estandar. * P <0,05 y ** P <0,01 respecto

a la condicidn fresca. N= 4-6.
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Tabla 1.2 — Parametros respiratorios para la evaluacion del Complejo Il

Especie Condiciones de Respiracion
Resistente a Sensible a No
almacenamiento Estado4 | Estado 3 oligomicina oligomicina Maxima | mitocondrial
Vaca Fresca 9,24 23+3 9+2 3,2+0,7 364 2,1+0,8
Criopreservacion (CL) 10+4 24,0+ 1,6 17 + 7% 3,7+0,5 314 2,5+0,8
Criopreservacion (CR) 7+1 9,0+1,5* 14 + 4* 2,0+0,3 17 £1,5* 3,5+0,7*
Rata Fresca 10+1 21+3 - - - 25%+1,0
Criopreservacion (CL) 7 +2%* 16+2 - - - 3,2+0,8

Los parametros fueron obtenidos a partir de registros obtenidos como se describe en las figura 3.1.

Todos los resultados se expresaron como medias + errores estandar. * P <0,05. N = 4-6.

Efecto de la concentracion de criopreservante

Asimismo, también se estudid el efecto de variar la concentracién de DMSO en las

muestras criopreservadas con congelamiento lento. Es importante hallar la
concentracion éptima de DMSO ya que a concentraciones muy altas puede ser
citotdxico y a concentraciones muy bajas no tiene un efecto criopreservante®l. Como
se puede observar en la tabla, la mayoria de los parametros respiratorios no muestran
diferencias significativas entre las concentraciones observadas. Sin embargo, la
concentracion de 5% de DMSO muestra tener los valores mas bajos en todos los casos.
A su vez, la respiracién en estado 3 dependiente de sustratos de complejo Il si muestra
gue hay una tendencia a que la cripreservacién utilizando una concentracién de DMSO
al 5% comprometa la respiracidn. Por esta razdn, se decidio utilizar una concentracién

de 10% de DMSO por ser la minima concentracién éptima.
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Tabla 2 — Efecto de la concentracion de DMSO

DMSO (%) Respiracion

Estado 3 Maxima

Complejo | | Complejo Il | Complejo | | Complejo Il

5% 3,3+0,7 12+ 3% 48+1,1 274
10% 3,8+0,7 18+3 59+1,1 35+4
20% 3,7£0,7 19+3 6,2+1,1 35+4
40% 3,9+0,7 18+3 6,1+1,1 34+4

Los parametros fueron obtenidos a partir de registros obtenidos como se describe en las figura 3.1.
Todos los resultados se expresaron como medias + error estandar agrupado. # cuando 0,05 <P <0,10, *P

<0,05. N=6.
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IMPACTO DEL BALANCE ENERGETICO NEGATIVO EN LA FUNCION
MITOCONDRIAL

Evidencias del balance energético negativo

Para evaluar el efecto del balance energético negativo en la funcién mitocondrial se
seleccionaron dos fechas contrastantes: 35 dias posparto que se ubica dentro de la
lactancia temprana y BEN y 250 dias posparto que se ubica dentro de la lactancia
tardia periodo de balance energético positivo (BEP). En estas dos fechas se estudiaron
parametros caracteristicos del BEN como el contenido de triglicéridos en higado y la
concentracion de cuerpos cetdnicos en plasma, ambos vinculados a la movilizacién

lipidica durante la lactancia temprana’.

Cuantificacion relativa de triglicéridos en tejido hepatico

Se evalué el contenido de triglicéridos (TAG) en tejido hepatico mediante una
extraccién lipidica utilizando hexano y cromatografia en capa fina, ademas a la
extraccion lipidica se agregd el estandar interno (IS por sus siglas en inglés) para poder
cuantificar las bandas (figura 3.2A). En la placa de TLC se sembraron dos
concentraciones distintas de muestra para cada grupo en cada fecha. El grafico de
barras (figura 3.2B) compara ambos grupos TMR y Pas en los dias 35 y 250 posparto
(35 DPP y 250 DPP). Este muestra que el grupo Pas en la fecha 35 DPP tuvo mayor
contenido de triglicéridos en higado (aproximadamente 80% mas) que el mismo grupo
en la fecha 250 DPP. A su vez, el grupo TMR en la fecha 35 posparto tuvo un 65% mas
de triglicéridos que en la fecha 250 posparto. Entre grupos se observa que durante la
fecha 35 DPP hubo diferencias significativas y que el contenido de triglicéridos fue un
50% mas bajo para las muestras del grupo TMR. Estos datos sugieren que hay mayor
contenido de triglicéridos en higado durante el BEN en comparacion con el periodo de
BEP y que a su vez, los animales sometidos a la estrategia de alimentacién Pas tiene
mayor contenido de triglicéridos en esta fecha que los TMR. También se observa que
durante la fecha de BEP ambos grupos tiene un contenido de triglicéridos en higado

muy similar.
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Figura 3.2 - (A) Placa de cromatografia en capa fina representativa donde se sembraron 5 pL y 20 puL de
lipidos extraidos de tejido hepatico en ambos grupos TMR y Pas y durante las fechas 35 DPP y 250 DPP
posparto junto con el estdndar interno y control positivo. (B) Cuantificacion del contenido de
triglicéridos en tejido hepatico de ambos grupos en las fechas 35 DPP y 250 DPP. Los resultados son la
medias * el error. Todos los resultados se expresaron como medias * error estandar agrupado. # cuando

0,05 <P <0,10, *P <0,05, **P <0,01. N=12.

Determinacion de niveles de B-hidroxibutirato

Luego evaluamos la concentracién del cuerpo cetdénico mds abundante en sangre, el B-
hidroxibutirato (BHB) a los 35 y 250 dias posparto. En la figura 3.3 se puede observar
gue el grupo Pas en la fecha 35 DPP presentd una concentraciéon de BHB mayor a 0,3
mmol/L, valor por encima del cual los niveles se consideran patoldgicos. Este valor fue
significativamente mayor al valor en la fecha 250 DPP. A su vez, en la fecha 35 DPP el
grupo Pas tuvo niveles de BHB mds altos que el TMR (aproximadamente 50%). Al igual
gue el contenido de triglicéridos se observa que en la fecha 250 DPP ambos grupos
tienen niveles muy similares de BHB. La figura 3.4 muestra que hay una correlaciéon
positiva y significativa entre el contenido de triglicéridos en higado y los niveles de BHB

en sangre.
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Figura 3.3 - Niveles de B-hidroxibutirato en suero de ambos grupos en las fechas 35 y 250 DPP. El grafico

de barras presenta las medias * el error estandar. **P <0,01, ***P < 0,001. N=12.
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Figura 3.4 — Correlacion entre la concentracion de B-hidroxibutirato en sangre y el contenido de
triglicéridos, coeficiente de Pearson = 0,5 y valor P = 0,01. N = 6, se tomaron en cuenta los dos

tratamientos y las dos fechas 35y 250 DPP.

Estudio de la funcién mitocondrial en el higado de vaca durante la curva de

lactancia

La evaluacidén de la funcién mitocondrial se realizé midiendo consumo de oxigeno por
parte de la cadena respiratoria luego del agregado de sustratos e inhibidores
especificos de los Complejos | y Il y de un desacoplante (figura 3.5). En la figura 3.5 se

muestra un registro primario de consumo de oxigeno con sustratos para el Complejo |
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de la cadena respiratoria. Esta figura muestra que el consumo de oxigeno de una
biopsia de higado obtenida en la fecha 35 DPP (linea naranja) es menor que el
consumo de oxigeno de una muestra en la fecha 250 DPP (linea bordeaux) y sugiriere
que la respiracion mitocondrial en la fecha correspondiente a la lactancia temprana
estd comprometida. Este comportamiento se encontré tanto en los animales del grupo

Pas como del grupo TMR.
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Figura 3.5 — Registro de velocidad de consumo de oxigeno en el tiempo de una misma vaca en distintas
fechas, la linea naranja representa los 35 DPP (lactancia temprana) y la linea bordeaux representa los
250 DPP (lactancia tardia). Para la evaluacidon del Complejo | las velocidades de respiracién se midieron
después de la adicién de 10 mM glutamato y 5 mM malato (Glu/Mal), adiciones sucesivas de ADP 4 uM,
2 uM oligomicina (Oligo), adiciones sucesivas de 1 uM FCCP y rotenona 0,5 uM (Rot). La velocidad de

respiracion se midié a 37°C.

A partir del consumo de oxigeno se determinaron los parametros respiratorios
establecidos como confiables durante el desarrollo del método de criopreservacion.
Comenzamos evaluando lo que ocurria en todos los animales independientemente de
la estrategia de alimentacién (grupo Pas y TMR juntos) en la lactancia temprana y
tardia. La figura 3.6 muestra que la maxima capacidad respiratoria es menor en la

fecha 35 DPP que en 250 DPP (A y B), como también la respiracidon en estado 3 para

47



sustratos especificos del Complejo | (C), sin embargo no se ven cambios en la
respiracion en estado 3 con sustratos especificos del Complejo II (D). Asimismo,
también se observa que existe una respiracién no-mitocondrial mayor en la fecha 35
DPP con respecto a la 250 DPP, esto podria estar vinculada a eventos oxidativos3°. No
se encontraron diferencias entre fechas en la respiracion sensible a oligomicina y la

respiracion en estado 4.
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Figura 3.6 — Parametros respiratorios durante lactancia temprana y tardia. Los parametros fueron

obtenidos a partir de registros obtenidos como se describe en las figura 3.1. Los resultados presentan las

diferencias entre las fechas 35 y 250 DPP para todos los animales (de ambas estrategia alimenticias). Se

utilizaron sustratos especificos para Cl (A, Cy E) y para Cll (B, Dy F).(A) maxima capacidad respiratoria

con sustratos especificos del complejo I, (B) maxima capacidad respiratoria con sustratos especificos del

complejo 11,(C)

estado 3 con sustratos especificos del complejo I, (D) — estado 3 con sustratos

especificos del complejo Il, (E) respiracién no mitocondrial con sustratos especificos del complejo I 'y (F)

respiracion no mitocondrial con sustratos especificos del complejo Il. Los resultados muestran las

medias * el error estandar. * P <0,05, ** P <0,01 y *** P <0,001. N = 24.
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Luego analizamos lo que ocurria en toda la curva de lactancia y evaluamos en forma
separada a los animales sometidos a distintas estrategias de alimentacién. En la figura
3.7 se grafican los parametros respiratorios para ambos tratamientos a lo largo de la
curva de lactancia a fin de poder apreciar las diferencias entre fechas y tratamientos.
Para el Complejo | (fig. 3.7A) se observa que a los 35 dias posparto, hay una diferencia
significativa entre tratamientos, teniendo el grupo TMR mayor capacidad respiratoria

gue el grupo Pas La misma puede apreciarse mas claramente en la figura 3.8.

De la misma manera, las figuras 3.7C y D representan la respiracidon en Estado 3 de
ambos tratamientos durante los seis momentos de toma de muestras a lo largo de la
curva de lactancia. En la figura 3.7C se observa que la respiracién en Estado 3,
dependiente de sustratos especificos del Complejo |, aumenta significativamente
(aproximadamente 50%) en los 250 dias posparto con respecto a 35 dias posparto.
Asimismo, para el Complejo | (C) se observa que el tratamiento TMR tendié a tener una
mayor respiracion en Estado 3 comparado con el tratamiento Pas a los 35 dias
posparto. A su vez, cuando se estudié el Complejo Il (D) también se observd un
comportamiento similar al Complejo |, a medida que pasa el tiempo la funcién
mitocondrial mejora. Sin embargo, no se observaron diferencias tan pronunciadas,
ademas no hubo diferencia entre estrategias de alimentacion.

En las figuras 3.7E y F se observa que la respiracion no mitocondrial es mayor en la
lactancia temprana que en la tardia, tampoco se observan diferencias entre
tratamientos. No se encontraron diferencias entre fechas y tratamientos en la

respiracion en estado 4.
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Figura 3.7 — Parametros respiratorios durante la curva de lactancia. Se determinaron los parametros
respiratorios a partir de gréaficos obtenidos como se describe en 3.1. La dieta TMR se representa con
lineas rojas y circulos y la dieta Pas se representa con lineas verdes y cuadrados. A, Cy E: Muestran los
datos obtenidos utilizando sustratos para Complejo I. B, D y F: Muestran los datos obtenidos utilizando
sustratos para Complejo Il. Los resultados muestran las medias + el error estandar. #0,5<P<0,1 *P
<0,05.

La letra a representa la existencia de una diferencia significativa P < 0,05 con todas las otras fechas

analizadas. Las muestras con la misma letra no presentan diferencias significativas entre si. N = 12.
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Figura 3.8 Maxima capacidad respiratoria dependiente de sustratos de Complejo | para ambos grupos
en las fechas 35 y 250 DPP. El grafico de barras presenta las medias + el error estandar. *P <0,05, **P <

0,01. N=12.

La figura 3.9 muestra que la maxima capacidad respiratoria, parametro indicativo de la
funcién mitocondrial correlaciond de forma negativa y significativa con el contenido de
triglicéridos en higado y niveles de BHB en sangre, dos caracteristicas del balance
energético negativo. En otras palabras, una disminucién en la funcién mitocondrial

puede relacionarse con un estado de balance energético negativo en la vaca lechera.
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Figura 3.9 — (A) Correlacién entre la maxima capacidad respiratoria dependiente de sustratos de
Complejo | y el contenido de triglicéridos en higado, coeficiente de Pearson = -0,4 y valor P = 0,05. (B)
Correlacion de la maxima capacidad respiratoria dependiente de sustratos de Complejo | en funcién de
los niveles de BHB, coeficiente de Pearson = -0,4 y valor P = 0,05. N =6, se tomaron en cuenta los dos

tratamientos y las dos fechas 35 y 250 DPP.
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Evaluacién del contenido mitocondrial

En busca del mecanismo molecular que pudiera ser responsable de los cambios en la
funcién mitocondrial a lo largo de la curva de lactancia y del impacto de la estrategia
de alimentacién se evalud el contenido de mitocondrias del tejido. Para esto, se midié
la actividad especifica (Ae) de la citrato sintasa, una enzima de expresidn constitutiva
que se localiza exclusivamente en la matriz mitocondrial y se utiliza como marcador
para evaluar la cantidad de mitocondrias. En la tabla 3 se puede observar que no hubo

diferencias en la actividad citrato sintasa entre grupos o fechas.

Tabla 3 - Actividad especifica citrato sintasa en homogeneizados totales de higado

bovino.

Citrato sintasa

(mU/mg proteina)

DPP TMR Pas
35 47 +4 43+5
250 43 £3 48 £3

Todos los resultados se expresaron como medias + errores estandar. N = 12.

Con el mismo fin, también se realizaron western blots contra proteinas de la cadena
respiratoria subunidad A del Complejo Il (SDHA) y cadena a de la ATP sintasa (ATP5A)
respectivamente para ambos grupos TMR y Pas y en las fechas 35 y 250 posparto,
junto con su correspondiente control de carga tubulina (tub) y p-actina,

respectivamente, ambos componentes del citoesqueleto.

En las figuras 3.10B y 3.10D se puede observar que no hay diferencias significativas en
el contenido de SDHA y ATPS5A en distintas fechas de la lactancia. Sin embargo, al
comparar dietas en la fecha 35 DPP se puede observar que el grupo Pas tiene entre un

10 y 12% mas expresion proteica que el grupo TMR tanto para SDHA como ATP5A.

En conjunto esos resultados indican que los cambios en la cantidad de mitocondrias o
de componentes de la cadena de transporte electronico probablemente no sean la

causa de los cambios observados en la respiracion mitocondrial.

53



TMR Pas

DPP +35 +250 +35 +250
[N =——

SDHA
55

Tub 55
40

35

— ——— —— —

TMR Pas
DPP +35 +250 +35 +250

70
55 -

. 55 — — e —
B-actin
40

(intensidad relativa)

SDHA/control de carga

DPP

1.2

0.8

0.4+

ATP5AI/control de carga
(intensidad relativa)

0.0
DPP

o o o N
5 S 5 S

* x

TMR

Figura 3.10 — Evaluacion de proteinas de la cadena respiratoria en higado de vaca. (A) Western blot

representativo de los niveles de subunidad A del Complejo Il (SDHA) en muestras de homogeneizado de

tejido hepatico en ambos grupos, TMR y Pas, durante las fechas 35 DPP y 250 DPP y el correspondiente

control de carga. (B) Cuantificacién de los niveles de SDHA normalizados por los niveles de la proteina

de control de carga. Los resultados son las medias * el error estandar. *P < 0,05. N = 12. (C) Western

blot representativo de los niveles de cadena a de la ATP sintasa (ATP5A) en muestras de homogeneizado

de tejido hepatico en ambos grupos TMR y Pas y en las fechas 35 DPP y 250 DPP posparto parto y el

correspondiente control de carga. (B) Grafico de barras comparando de los niveles cadena a de la ATP

sintasa normalizado por el control de carga. Los resultados son las medias * el error estandar *P < 0,05.

N=12
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Actividades enzimaticas Complejo | y Il

Se midié actividad especifica NADH deshidrogenasa y succinato deshidrogenesa en
mitocondrias aisladas para determinar si la disminucion en la funcion mitocondrial
durante lactancia temprana con respecto a lactancia tardia se debia puntualmente a
una menor actividad del Complejo | o Complejo Il. Estos resultados mostraron que no
hubo diferencias entre grupos y fechas (tabla 4), indicando que los cambios en la
funcion tampoco se debian puntualmente a una menor funciéon de uno de Complejos

estudiados.

Tabla 4 - Actividad especifica NADH deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa en

mitocondrias aisladas

Succinato
NADH deshidrogenasa deshidrogenasa
(mU/mg proteina) (mU/mg proteina)
DPP TMR Pas TMR Pas
35 71110 75+11 166 + 29 152 + 25
250 74£12 81+12 126 + 24 131+15

Todos los resultados se expresaron como medias + errores estandar. N = 12.

Modificaciones post-traduccionales

En busca del mecanismo molecular que pudiera ser responsable de estos cambios en la
funcional mitocondrial a lo largo de la curva de lactancia y el impacto de la dieta, se
estudiaron modificaciones post-traduccionales de proteinas mediante la técnica de
Western blot. Evaluamos la nitracién de tirosinas, formacion de aductos entre
aminodcidos y el HNE, un producto de lipoperoxidacidn, y acetilacion de lisinas ya la
bibliografia indica que, estas modificaciones pueden afectar la funcién de proteinas

mitocondriales?1:33:35,55,92,93
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Nitracién

Antes de evaluar las muestras se comprobd la especificidad del anticuerpo contra
tirosina nitrada, para esto, se generd un control positivo utilizando homogeneizado de
tejido hepdtico nitrado con distintas concentraciones de peroxinitrito (10-600 uM).
Como se observa en la figura 3.11A el anticuerpo reconoce Unicamente proteinas
nitradas ya que se observan bandas solamente en los homogeneizados expuestos a
peroxinitrito. A su vez, el anticuerpo reconoce de forma diferencial las muestras que
fueron nitradas con distintas concentraciones de peroxinitrito, siendo mayor la marca
a concentraciones altas del agente nitrante. A partir de este resultado se incorporé un
control positivo de nitraciéna los sucesivos Western blot que se realizaron con las
muestras de estudio: albumina bovina incubada con 300 pM peroxinitrito). Sin
embargo, no pudimos detectar nitracion en los homogeneizado de higado analizados
(figura 3.11B). Quizas los niveles de nitracidon presentes en la muestra de estudio son

demasiado bajos y no pueden ser detectados mediante la técnica de Western blot.
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Figura 3.11 — Evaluacién del anticuerpo anti-nitrotirosina utilizando un control positivo de nitracion.

(A) Western blot representativo para comprobar la especificidad del anticuerpo, se sembré (en orden)

homogeneizado de tejido hepatico incubado con, peroxinitrito 0, 10, 20, 40, 75, 150, 300 y 600 uM. (B)
Western blot representativo donde se sembraron las muestras y por ultimo el control positivo de

nitracion: albdimina nitrada con 300 uM de peroxinitrito.

Lipoperoxidaciéon en homogeneizados totales de higado

La lipoperoxidaciéon puede ser evidenciada mediante la deteccidon de los productos
malodialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (HNE)*®. El HNE en particular puede formar
aductos con residuos cisteina, lisina e histidina de proteinas y los niveles de los
mismos pueden ser estudiados mediante Western blot utilizando anticuerpos

especificos contra estos aductos proteina-HNE.
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Al igual que con la nitracion, también se corrobord la especificidad del anticuerpo
contra aductos HNE—proteina antes de procesar las muestras. Para generar un control
positivo se incubaron los oxidantes 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (ABAP) o tert-
butilhidroperdxido con homogeneizados de tejido hepatico. Ya que esta reportado que
estos compuestos son capces de inciar procesos de lipoperoxidacion®*®°. En las figuras
3.12A y B se puede observar que el anticuerpo reconocié Unicamente los
homogeneizados tratados con los agentes oxidantes. Ademas en la 3.12B se observa
que el anticuerpo reconoce diferencialmente homogeneizados expuestos a distintas
concentraciones de ABAP. Lamentablemente, no se pudo generar un control positivo
gue se pudiera sembrar en un Western blot junto a las muestras de estudio ya que los
homogeneizados de higado expuestos a ABAP o t-BHP formaron agregados proteicos

de alto peso molecular que no pasaban el stacking del gel de SDS-PAGE (no se

muestra).

A B

t-BHP (mM) 0 1 5 ABAP(mM) 0 1 10 50
® ® ° )
® = e ©
@ ®

0 ()

° ? o ®

Figura 3.12 - Evaluacion del anticuerpo anti-HNE-proteina utilizando un control positivo de
lipoperoxidacion. (A) Dot blot donde se sembrd 1 pg de homogeneizado de tejido hepatico expuesto a
0,1y 5 mM de t-BHP. (B) Dot blot donde se sembré homogeneizado de tejido hepatico sin expuesto a 0,
1,10y 50 mM de ABAP.

La figura 3.13 muestra un western blot representativo de los niveles de aductos HNE-
proteina en homogeneizados de tejido hepdtico de los grupos TMR y Pas durante las
fechas 35 DPP y 250 DPP posparto, con su control de carga B-actina. A su vez, la

cuantificacion de los niveles de aductos HNE-proteina (figura 3.13B) muestra que
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existen variaciones pequefias pero significativas entre las fechas 35 y 250 DPP. Para el
grupo TMR hubo un pequefio aumento en los niveles de HNE del 23% y una
disminucion para el grupo Pas del 15% entre los 35 y 250 DPP. Sin embargo, al
comparar los niveles de aductos en el higado de las vacas sometidas a dietas diferentes
notamos que en la fecha 35 DPP hay un diferencia del 40%, donde el grupo Pas

presenta mayor cantidad de aductos HNE-proteina que el TMR.
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Figura 3.13 - (A) Western blot representativo que muestra los niveles de aductos HNE-proteina
(evidencia de lipoperoxidacidn) en muestras de homogeneizado de tejido hepatico en ambos grupos
TMR y Pas y durante las fechas 35 DPP y 250 DPP y el correspondiente control de carga. (B)
Cuantificacion de las bandas de western blot en ambos grupos y normalizacion utilizando el control de

carga. Resultados representados como medias + el error estandar * P < 0,05. N = 12.

Por otro lado, en la figura 3.14 se puede observar que existe una correlacién negativa y
baja entre los niveles de aductos HNE-proteina y la maxima capacidad respiratoria,
sugiriendo que este evento puede estar involucrado pero no constituye la principal
causa de la disminucién en la funcion mitocondrial durante el balance energético
negativo. Sin embargo, si presenta una correlacién positiva con la respiracién no

mitocondrial, indicando que podria estar asociado a eventos de estrés oxidativo.
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Figura 3.14 — (A) Correlacion entre los niveles de lipoperoxidacién y la maxima capacidad respiratoria
dependiente de sustratos de Complejo |, coeficiente de Pearson =-0,2 y valor P = 0,05. (B) Correlacion
de los niveles de lipoperoxidacién en funcién de la respiracién no mitocondrial, coeficiente de Pearson =
0,4 y valor P =0,03. N =12, se utilizaron animales de ambos tratamientos y en las dos fechas estudiadas

para realizar la correlacion.

Acetilacion

También se midieron los niveles de acetilacion de lisinas proteicas, para esto primero
se comprobéd la especificidad del anticuerpo. Se utilizd el protocolo de Wagner vy
colaboradores®? para generar albumina acetilada de forma no-enzimética. Se incubd
albumina (1 mg/ml) en ausencia o presencia de acetil-CoA (0,75 mMy 1,5 mM) a pH 8
y 37°C durante 24 horas. Tal como se observa en la figura 3.15A, el anticuerpo
reconocio Unicamente proteinas acetiladas. A partir de este resultado se incorporo el
control positivo de acetilacidon a los sucesivos Western blot que se realizaron con las

muestras de estudio (figura 3.15B).
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Figura 3.15 — Evaluacion del anticuerpo anti acetil-lisina con un control positivo de acetilacién. (A)
Western blot representativo para corroborar la especificidad del anticuerpo, se sembrd (en orden)
albumina sin acetilar, albumina acetilada con 0,75 mM o 1,5 mM de acetil-CoA,. Ademas, se sembraron
tres cantidades diferentes (5, 10 y 20 ug) de muestra. (B) Western blot representativo donde se
sembrad homogeneizado de higado y el control positivo de acetilacién: 5 ug de albumina acetilada con

1,5 mM de acetil-CoA.

Se determinaron los niveles de acetilacion en homogeneizados totales (figura 3.16) y
en una fraccién enriquecida en mitocondrias (figura 3.17). Las figuras 3.16A y 3.17A
muestran western blots representativos de los perfiles y niveles de acetilacion de
proteinas en ambos grupos TMR y Pas en las fechas 35 y 250 posparto y su control de
carga correspondiente. A partir de estas figuras se puede observar que los perfiles de
acetilacién son muy parecidos entre los distintos grupos y fechas, pero que los niveles

de proteinas acetiladas varian.

A pesar de que anteriormente se haya observado una minima diferencia en los niveles
de SDHA (figura 3.17), se decidid utilizar como control de carga por no tener otros

marcadores mitocondriales que reaccionaran con la especie en estudio.

En el grafico de barras (figura 3.16B) se puede observar que en homogeneizados
totales el grupo TMR en la fecha 250 DPP mostré menores niveles de acetilacion
(aproximadamente 30%) con respecto a la fecha 35 DPP del mismo. También se puede
observar una diferencia entre grupos en la fecha 250 DPP el grupo TMR tiene menores

niveles de acetilacién que el grupo Pas.
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Figura 3.16 - (A) Western blot representativo que muestra los niveles de acetilacién en muestras de
homogeneizado de tejido hepatico en ambos grupos TMR y Pas y durante las fechas 35 DPP y 250 DPP
posparto y el correspondiente control de carga. (B) Cuantificacion de las bandas de western blot para en
ambos grupos en la fecha 35 DPP y en la fecha 250 DPP posparto. Resultados representados como

medias * el error estandar * P <0,05, ** P <0,01. N = 12.

Por otro lado, cuando observamos los niveles de acetilacién de la fraccién enriquecida
en mitocondrias (figura 3.17B), notamos que el grupo TMR no presenta grandes
diferencias entre fechas. Sin embargo, los niveles de acetilacidn del grupo Pas cambian
drasticamente: las mitocondrias hepdticas en la fecha 35 DPP presentan

aproximadamente 76% mas acetilacion en que en la fecha 250 DPP.

Al comparar grupos alimentados con distintas dietas observamos que en la fecha 35
DPP la diferencia también es significativa, los niveles de acetilacidn en el grupo Pas son
aproximadamente un 70% mayores a los del grupo TMR. Es importante agregar que en

la fecha 250 DPP los niveles de acetilacion de ambos grupos son muy similares.

Las diferencias entre el homogeneizado y la fraccion mitocondrial sugieren que hay
proteinas no mitocondriales cuyos niveles de acetilacion también varian con las

distintas fechas y tratamientos.

62



A TMR Pas B

DPP +35 +250 +35 +250
160— |, 1
125— | —
AcK 90 — = ) il
70 — & ‘N "'u‘
PRGN ——;——_: < E
== = ol
— |- ! a =
30 s - o T
— . . o
25 i : £ g
15 — % %
< =
£
8 —/ |
SDHA DPP
- d—w—

Figura 3.17 - (A) Western blot representativo de los niveles de acetilacion en mitocondrias aisladas de
tejido hepatico en ambos grupos TMR y Pas y durante las fechas 35 DPP y 250 DPP posparto y el
correspondiente control de carga. (B) Cuantificacion de las bandas de western blot para en ambos
grupos en la fecha 35 DPP y en la fecha 250 DPP posparto. Los resultados son la media + el error

estandar * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001. N = 12.

Al correlacionar la maxima capacidad respiratoria mitocondrial con los niveles de
acetilacién mitocondrial (figura 3.18) se puede observar que existe una significativa
correlacién negativa. A medida que aumentan los niveles de acetilacién de proteinas
mitocondriales disminuye la funcidn mitocondrial, sugiriendo que que esta
modificacion postraduccional podria ser responsable de la caida en la funcidn

mitocondrial observada durante la lactancia temprana en el grupo alimentado con la

estrategia Pas.
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Figura 3.18 — Correlacion de la maxima capacidad respiratoria dependiente de sustratos de Complejo |
en funcién de los niveles de acetilacién, coeficiente de Pearson = -0,6 y valor P = 0,0006. N = 12, se

utilizaron animales de ambos tratamientos y en las dos fechas estudiadas para realizar la correlacién.

También se observa que existe una alta y significativa correlacion positiva entre los
niveles de acetilacion y el contenido de triglicéridos en higado y los niveles de BHB en
sangre (caracteristicas de balance energético negativo) (figura 3.19). Estos resultados
sugieren que el aumento en la acetilacion de proteinas mitocondriales podria estar

vinculado a alteraciones en el metabolismo de acidos grasos durante el BEN.
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Figura 3.19 — (A) Correlacién entre la abundancia relativa de triglicéridos en tejido hepatico y los niveles
de acetilacidn, coeficiente de Pearson = 0,6 y valor P = 0,004. (B) Correlacién entre la concentracién de
B-hidroxibutirato en suero y los niveles de acetilaciéon, coeficiente de Pearson = 0,5 y valor P = 0,0007. N
= 12, se utilizaron animales de ambos tratamientos y en las dos fechas estudiadas para realizar la

correlacion.
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Discusion

Disminucién en la funcién mitocondrial hepatica durante la lactancia

temprana y recuperacion en lactancia media

La lactancia temprana es el momento de mayor demanda energética para la vaca,
debido a la lactogénesis. En este periodo las vacas experimentan un balance
energético negativo y ocurren alteraciones metabdlicas dramaticas para satisfacer las
necesidades de la glandula mamaria®®. La mitocondria cumple un rol crucial en el
higado de la vaca lechera durante estos procesos de adaptacion metabdlica. En este
escenario, de baja disponibilidad de glucosa, como estrategia de adaptacion el
metabolismo comienza a utilizar los acidos grasos provenientes de la movilizacion de
tejido adiposo para satisfacer sus requerimientos energéticos. Debido a que la mayor
parte de los acidos grasos se oxidan por medio de la B-oxidacién en la mitocondria,
este organelo es esencial para la adaptacién metabdlica. A su vez, la capacidad de
utilizar acidos grasos para generar ATP en la mitocondria requiere de una cadena
respiratoria y fosforilacion oxidativa eficientes®. Por esta razén, uno de los objetivos
de este trabajo de tesis fue estudiar la funcién mitocondrial durante los distintos
momentos de la lactancia, comparando los periodos de balance energético negativo y

positivo.

Para poder llevar a cabo este trabajo pusimos a punto un método de criopreservacion
de biopsias hepaticas, que nos permitid transportar y almacenar las biopsias, para su
posterior analisis. Las muestras criopreservadas mantuvieron intactos varios
parametros respiratorios: la maxima capacidad respiratoria, la respiracién en estado 3,
la respiracion sensible a oligomicina y la respiracién no mitocondrial (fig.1.3 y tablas
1.1, 1.2 y 2). Estos fueron determinados luego en todas las muestras en estudio, y los

dos primeros fueron utilizados como indices de la funcidon mitocondrial en el tejido.

Nuestros resultados muestran que en la lactancia temprana, cuando la vaca
experimenta el balance energético negativo hay una disminucidén en la funcién

mitocondrial hepatica con respecto a la lactancia tardia (fig. 3.5 y 3.6). También
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demostramos que existe una correlacion alta y negativa entre la funcién mitocondrial y
niveles de B-hidroxibutirato y triglicéridos en higado (fig. 3.9). Nuestras observaciones
coinciden con un estudio reciente realizado en vacas lecheras donde separaron a los
animales en dos grupos, los que mostraban algun riesgo clinico al dia 100 posparto y
los que no mostraban ningun riesgo. En este estudio concluyeron que las vacas “sanas”
tenian niveles mas altos de acilcarnitina en sangre. Este metabolito es el producto de
la enzima carnitina palmitoil transferasa (CPT-l), crucial para la oxidacién de acidos
grasos, y puede considerarse indicativo de una buena funcidon mitocondrial. 7.
También se ha reportado que la disfuncion mitocondrial puede dar lugar al desarrollo
de higado grasol®®® y estrés oxidativo®®, nuestras observaciones apoyan estos

reportes.

Asimismo, observamos una marcada recuperacién de la funcién mitocondrial vy
disminucion en la respiracion no mitocondrial, cuerpos cetdnicos y triglicéridos en
higado en la fecha 250 después del parto (fig. 3.5 y 3.6), cuando la vaca se encuentra
en lactancia tardia y experimenta un balance energético positivo. Este patrdn ha sido
descrito anteriormente para las “enfermedades de produccion de la vaca lechera”.
Estas incluyen la cetosis, higado graso y mastitis, entre otras, son consideradas
enfermedades ocasionadas por el manejo intensivo o enfermedades metabdlicas que
se presentan durante el periodo de transicion, y tienen un impacto en la salud de la
vaca, la fertilidad y produccién de lechel®. A pesar de ser reversibles es importante
destacar que a largo plazo estas enfermedades pueden tener un impacto en la
fertilidad de la vaca y como consecuencia en la eficiencia del sistema, ya que si la vaca
tiene dificultades para ser fecundada no tendrd una pariciéon por afio >1°1.Se ha
enfatizado mucho en las pérdidas en la produccién lechera que se deben
principalmente a que no se logra alcanzar el pico de lactancia y a problemas de salud
comunes en vacas lecheras!®?. Por esta razdn, se han probado distintas estrategias de
manejo y nutricion durante el periodo de transicion con el fin de aumentar el
rendimiento de produccion. Sin embargo, se ha observado que la incidencia de
enfermedades metabdlicas es alta tanto en sistemas de pastoreo extensivo como de
confinamiento, indicando que la seleccion genética continua a favor de mayores

rendimientos lecheros es una de las principales causas de enfermedad %193,
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De cualquier forma hay estudios que apoyan que la dieta pude ser un instrumento util
para influir sobre la salud del animal*®*, En un estudio se observé que niveles altos de
cuerpos cetdnicos y dacidos grasos no esterificados estaban asociados a un mayor
riesgo de enfermedad (cetosis clinica y placenta retenida) y que el tratamiento con
una solucién de dextrosa (Energan de Virbac) que aporta precursores gluconeogénicos
era capaz de mitigar los efectos del periodo de transicién!%. Resultados similares se
han obtenido con el tratamiento de polietilenglicol, otro precursor
gluconeogénico!?%3%4, Asimismo, una revision destaca que las infusiones intravenosas
continuas de glucosa, glicerol, propionato, glucagdén, glucocorticoides o insulina
pueden ser utilizadas para aumentar los niveles de glucosa en sangre y prevenir la
cetosis o el higado graso. Sin embargo, es importante destacar que es preciso

investigar formas de tratamiento mds practicas y menos trabajosas.'3

En esta linea, nosotros observamos que la maxima capacidad respiratoria y respiracion
en estado 3 eran menores en las vacas del grupo Pas que para vacas del grupo TMR
(fig. 3.7 y 3.8), confirmando que una fuente de precursores gluconeogénicos es una
estrategia nutricional valida para mitigar los efectos del balance energético negativo. A
diferencia del pastoreo, en una dieta totalmente mezclada o TMR, las vacas estan
confinadas y se las alimenta con una mezcla de forraje y concentrados que incluyen
mayor proporcion de carbohidratos no fibrosos ademas de melaza y sales. Las dietas
TMR estdn caracterizadas por ser mas almidonosas y menos requerimientos de la
actividad fisica, de esta formar tener un mayor aporte glucogénico. Nuestro trabajo
también confirmd que el grupo TMR fue menos vulnerable a las consecuencias que
acarrea la movilizacién de tejido adiposo que el grupo Pas , ya que presento menor

cantidad de TG en el higado y de cuerpos cetdnicos en sangre (fig. 3.2 y 3.3)>105,

Formacidén de oxidantes durante la lactancia

Por otra parte observamos que la respiracion no mitocondrial era mayor en las
biopsias hepaticas obtenidas durante la lactancia temprana que las de la lactancia

tardia (fig. 3.5, 3.6, 3.7 y 3.8). Este parametro se asocia con el consumo de oxigeno por
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enzimas como las NADPH oxidasas de macréfagos?? o por reacciones que consumen

oxigeno como la lipoperoxidacion33.

En esta linea, nosotros también hallamos que en el higado del grupo Pas habia niveles
mas altos de aductos HNE-proteina en la lactancia temprana (35 DPP) que en la
lactancia tardia (fig. 3.13). Esto no se observo en el grupo TMR. Ademds, observamos
una correlacion positiva entre los niveles de aductos HNE-proteina (evidencia de
lipoperoxidacion) y respiracién no mitocondrial, indicando que estos dos eventos
podrian estar asociados (fig. 3.14B). Esto es que la lipoperoxidacién podria estar
aportando a la respiracién no mitocondrial o que los eventos oxidativos asociados a la
respiracion no mitocondrial como células proinflamatorias (macréfagos) o generacién
de oxidantes podrian aportar especies reactivas capaces de iniciar la

lipoperoxidaciont©®,

Por otro lado, como mencionamos en la introduccién el HNE es un a,B aldehido
insaturado altamente reactivo que reacciona con residuos cisteina, histidina y lisina de
proteinas que pueden resultar en la inhibicidon de la sintesis de proteinas y ADN y la
inactivacion de enzimas. Entre las vias metabdlicas afectadas por la inactivacién de
enzimas por HNE se encuentran la B-oxidacién, cetogénesis, metabolismo de las
colinas *°, glucdlisis, ruta pentosa fosfato, ciclo de Krebs, la cadena respiratoria, el
sistema antioxidante glutation peroxidasa -glutatién reductasa, la enzima superdxido
dismutasa, la enzima aldosa reductasa que cumple una funcidén importante en la

sensibilidad a la insulina, entre otras®%'’.

Con respecto al metabolismo de las colinas, varias publicaciones destacan el rol crucial
de la colina para el mantenimiento de un higado sano >06364107-110 | 5 colina es un
componente esencial tanto en la membrana celular como la membrana
mitocondrial'*®11! y también es precursor de la fosfatidilcolina, metabolito necesario
en el empaquetamiento y exportacién de triglicéridos en lipoproteinas, una falla en
este proceso podria propiciar el acimulo de triglicéridos y luego desencadenar en un
higado graso’®!%. En un western blot, la banda correspondiente a la colina
deshidrogenasa deberia visualizarse alrededor del peso molecular de 65 kDa la cual
efectivamente se observa en nuestras muestras (fig. 3.13.) sugiriendo que esta

proteina podria estar formando un aducto con HNE. En vacas lecheras, la
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suplementacion con fosfatidilcolina o precursores de colinas ha sido extensamente
estudiada, y se ha visto que es una medida preventiva exitosa para disminuir el higado

graso y la cetogénesis®4107-109,

Autores previos han mostrado que el HNE forma aductos e inactiva varias proteinas
pertenecientes a la cadena respiratoria como citocromo c¢ oxidasa, succinato
deshidrogenasa y la cadena a de ATP sintasa !”1!2, Por esto pensamos que la
disminucion en la funcién mitocondrial durante la lactancia temprana podria ser
explicada por un aumento en los procesos de lipoperoxidacién con la consecuente la
formacién de aductos-HNE proteina. Sin embargo nuestros resultados indican que
existe una muy baja correlacion entre los niveles de aductos-HNE proteina y la maxima

capacidad respiratoria (fig.3.14A), indicando que esta no seria una via relevante.

También consideramos que la disminucién en la funcién mitocondrial podria dar lugar
a la lipoperoxidacion ya que la mitocondria es un sitio de produccion de especies
reactivas del oxigeno?>3272 y éstos son los iniciadores de la reaccién de
lipoperoxidacidn en especial el radical hidroxilo y el radical perhidroxilo®. Nuevamente
la falta de una correlacién negativa fuerte entre los niveles de HNE y la maxima
capacidad respiratoria (parametro indicativo de funcion mitocondrial) no apoya esta

idea.

A pesar de que la ocurrencia de HNE ha sido ligada principalmente a efectos negativos,
en los ultimos afios varios autores han demostrado que bajos niveles de HNE pueden
tener efectos protectores. EI HNE puede participar en el mantenimiento de la
homeostasis rédox induciendo la expresion de proteinas desacoplantes (UCP), que
disminuyen la produccion de ROS en la cadena respiratoria; promoviendo la
supervivencia y proliferacion de células*’~°. Esto podria explicar los pequefios cambios

en niveles de aductos HNE-proteina observados para el grupo TMR (fig. 3.13B).

Contenido de proteinas mitocondriales durante la lactancia
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También evaluamos si el contenido de mitocondrias variaba durante la lactancia y
podia explicar los cambios observados en la funcién. En base a los datos de actividad
citrato sintasa (tabla 3) pudimos concluir que no habia diferencias en el numero de
mitocondrias en la lactancia temprana y tardia. Sin embargo, pudimos observar un
pequeiio aumento en los niveles de una subunidad del complejo Il y otra de la ATP
sintasa (fig. 3.10) durante el BEN en los animales del grupo Pas. Esto quizas se deba a
un mecanismo de compensaciéon debido a la disminucidn en la funcién. A su vez, a
pesar de haber visto un pequeiio aumento en la expresion proteica de una subunidad
del complejo Il, cuando estudiamos la actividad especifica del complejo Il no
encontramos diferencias significativas (tabla 4). Tampoco, vimos diferencias
significativas en la actividad especifica del complejo | (tabla 4), por tanto, la
disminucion en funcién mitocondrial no se debe especificamente a una menor

actividad de estos complejos.

Acetilacidn y funcién mitocondrial en la lactancia

Finalmente decidimos evaluar los niveles de acetilaciéon de proteinas durante la
lactancia, ya que la acetilacion de lisinas es una modificacién post-traduccional
reversible muy involucrada en la un regulacién de la funcién mitocondrial. En
particular, varios estudios han demostrado que la acetilacion de lisinas actua
modulando enzimas clave de la B-oxidacién, ciclo de Krebs, metabolismo de cuerpos

cetdnicos y fosforilacion oxidativa, segun la disponibilidad de nutrientes®®.

Nuestros resultados indican que la acetilacion de proteinas mitocondriales aumenta
considerablemente en la lactancia temprana (35 DPP) con respecto a la lactancia
tardia (250 DPP) en las vacas del grupo Pas, pero no en el grupo TMR (fig. 3.17). Los
niveles de acetilacidn de proteinas a los 35 DPP, periodo de BEN, son sensiblemente
mayores en el grupo Pas que en el grupo TMR. El estudio de la correlacion entre la
maxima capacidad respiratoria y la acetilacion de proteinas mitocondriales arrojo
valores altos y negativos, sugiriendo que existe una vinculacidon entre estos procesos

(fig. 3.18).
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Varios autores han demostrado que la acetilacién de lisinas puede inactivar enzimas
como acil-CoA sintetasa, del metabolismo de los acidos grasos, el complejo | y Il de la
cadena de transporte de electrones®, acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga®* y
MnSOD?’. En particular, la acetilacion de proteinas regula la produccién de ATP
mitocondrial de forma directa por medio de la acetilacion de una subunidad del
complejo | y complejo Il e indirectamente al reducir la actividad de la via de B-
oxidacion®®. Por tanto, es posible que la disminucién en la funcién mitocondrial se
expliqgue por una inactivacién de enzimas mitocondriales por acetilacion de lisinas y
gue ademads se encuentre en mayores niveles en el grupo de animales con un peor
estado energético. Asimismo, una menor actividad de la via de B-oxidacién podria dar
lugar a un acumulo de triglicéridos en higado y desarrollo de higado graso. Nuestros
resultados no mostraron una inactivacion de los complejos | y Il (tabla 4), por tanto la
identificacion de las enzimas o complejos afectados en nuestro sistema requiere de

mas investigacion.

En este sentido los niveles de proteinas mitocondriales acetiladas correlacionaron
también con el contenido de TG del higado y de cuerpos cetdnicos en sangre (fig.
3.19). En la situacidn de balance energético negativo (35 DPP), las vacas del grupo Pas
presentaron concentraciones mas altas de cuerpos cetdnicos en sangre, junto con
mayor contenido de triglicéridos en higado y acetilaciéon de proteinas mitocondriales
en higado (fig. 3.2, 3.3 y 3.17). Estudios realizados por otros investigadores del grupo
demostraron que el grupo Pas también presentd valores levemente menores de PV y
CC 13, indicativos de una mayor movilizacién de reservas lipidicas. Un gran flujo de
acidos grasos hacia el higado puede conducir al acumulo de TG en el tejido hepatico y
a un aumento en los niveles de cuerpos ceténicos formados por oxidacién de los

acidos grasos.

Coincidente con nuestros resultados, estudios previos en vacas lecheras demostraron
que el pico de cuerpos cetdnicos y triglicéridos en higado ocurre durante la lactancia
tempranal!* y es especialmente alto en vacas altamente productoras®!'®>. Ademas,
trabajos del grupo también han demostrado que la concentracion de cuerpos
cetdnicos aumenta en grupos de vacas con inclusion de pastoreo en las dietas'®,

Asimismo, otros autores también demostraron que altos niveles de cuerpos ceténicos
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en plasma correlacionaban con altos niveles de acetilacién hepatica®®, destacando la

participaciéon de la acetilacién hepdtica en este escenario.

De cualquier forma debemos mencionar que existen reportes contradictorios sobre el
rol de la acetilaciéon en el metabolismo energético mitocondrial. Algunos autores
demostraron que la acetilacion de lisinas podia activar enzimas como malato
deshidrogenasa?’, aconitasa®? y acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga y corta en
tejido cardiaco®. Esta informacidn sugiere que los efectos de la acetilacion sobre una
via metabdlica pueden depender del tejido. En un estudio de mapeo cuantitativo de la
acetilacién en corazén, higado, musculo, cerebro y rifién, demostraron que este

mecanismo regula la utilizacion de energia en distintos tejidos®?.
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Conclusiones

En suma, este trabajo presenta informacidn inédita sobre los cambios metabdlicos que
ocurren durante la curva de lactancia en vacas con distintas estrategias de
alimentacion. Logramos medir por primera vez la funcién mitocondrial en biopsias
congeladas de higado bovino y ademads, pudimos aproximarnos a los mecanismos
moleculares que podrian estar en juego en los cambios observados en la funcidn

mitocondrial.
Nuestros resultados indican que:

- Hay una disminucién en la funcién mitocondrial en lactancia temprana que
ademads se ve agravada en la estrategia de alimentacidon con inclusién de
pastureo (grupo Pas).

- Durante la lactancia tardia la funcién mitocondrial se recupera en ambas
estrategias de alimentacion.

- El aumento de la acetilacion de proteinas mitocondriales hepaticas estd
altamente correlacionado con diminucién en la funcién mitocondrial, niveles de
cuerpos cetdnicos y contenido de triglicéridos en higado.

- La acetilacién de proteinas mitocondriales puede ser una de las principales
causas que expliquen la caida en la funcién mitocondrial durante el balance
energético negativo.

- Existen eventos de estrés oxidativo durante la lactancia temprana y la
lipoperoxidacién puede ser una de las posibles causas que explique el aumento
en respiracion no mitocondrial.

- El manejo nutricional, que es esencial para sostener altos niveles de produccion
y asegurar el mantenimiento de reservas corporales, también impacta en la
funcién mitocondrial hepatica durante la lactancia temprana.

- A pesar de que la inclusién de pastoreo se ha postulado como una estrategia

gue apunta a mejorar la competitividad del sistema, nuestro estudio demostrd
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que las vacas sometidas a  esta estrategia presentan menor funcion
mitocondrial y un aumento en la acetilacién y lipoperoxidacion. Estos eventos
pueden traducirse en ineficiencias en el sistema, por esta razdn es necesario
seguir investigando y afinando estrategias de alimentacion que sean capaces de

mitigar los efectos observados.
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Perspectivas:

1) Estudiar los factores de transcripcién y co-reguladores que controlan la

funcién mitocondrial

En este trabajo se encontraron cambios en la funcién mitocondrial durante la curva de
lactancia en la vaca lechera que podrian tener un impacto en el metabolismo
intermediario. A partir de estos resultados, es de nuestro interés estudiar factores de
transcripcion y co-reguladores nucleares estdn involucrados en la regulacion del
metabolismo celular y mitocondrial. En particular la familia de co-activadores de
PPARy, PGC-1a y PGC-1B, estan involucrados en vias de produccidon de energia y

regulacion del metabolismo de dcidos grasos>®°.

2) Evaluar del rol de la acetilacion en la regulacion del metabolismo

energético hepatico en la lactancia

La acetilacion de proteinas mitocondriales participa en estados metabdlicos alterados
como la obesidad, malnutricién o sobre-nutricion 2. Esta modificacién postraduccional
depende de los niveles y actividad de acetilasas y desacetilasas. Por tanto, el estudio
de estas enzimas es esencial para la compresion de la acetilacién y su impacto en el
metabolismo de la vaca lechera durante transicién y la lactancia temprana, etapas en

las que la vaca enfrenta una subnutricion fisiolégica.

Por otra parte como se menciond anteriormente, la bibliografia muestra informacion
contradictoria sobre la regulacion del metabolismo energético por acetilacion. Seria de
especial utilidad identificar las proteinas que se acetilan en el higado durante la
lactancia para comprender mejor el efecto de la acetilacidén en la funcion mitocondrial

en el contexto del BEN.

3) Profundizar en el impacto del manejo nutricional sobre la funcion

En un futuro, aspiramos a realizar un tratamiento con los siguientes suplementos para
disminuir los efectos de la movilizacion lipidica y evaluar los efectos sobre la mejorar la

funcion mitocondrial:
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Suplementacién con niacina o NAD*: En ganado de leche, los efectos beneficiosos de la
niacina o vitamina B3, precursor de NAD* son conocidos, tales como aumento en la
produccién de leche, menor movilizacién lipidica, menor incidencia de cetosis e higado
graso, mejora en sintesis de proteina microbiana y mayor produccién de propionato
17118119 A su vez, como NAD* es un co-sustrato limitante para las sirtuinas, se ha
utilizado como una herramienta para regular la funcién sirtuina y en consecuencia los
niveles de acetilacién. Estudios en ratones con una dieta alta en grasas vy
suplementados con ribdsido de nicotinamida (NR) precursor de NAD* demostraron que
fue posible aumentar los niveles de NAD* y activar tanto a SIRT1 como a SIRT3
mejorando el catabolismo y protegiendo contra el efecto que tiene una dieta alta en

grasa en el metabolismo 20121,

Suplementacion con aminodcidos: En esta misma linea se ha investigado Ia
suplementacion de aminodacidos en ratas. Un estudio demostré que la suplementacién
de arginina en ratas diabéticas Zucker disminuia la masa grasa en el animal. A su vez,
un estudio de microarrays demostrd que la suplementacion con arginina aumenté los
niveles de expresion de genes relacionados a la oxidacion de acidos grasos y glucosa en

122 Es importante destacar que la arginina es un aminodcido

el tejido adiposo
glucogénico (al igual que aspartato, asparagina, alanina, glicina, serina, treonina,
cisteina, glutamato, glutamina, prolina, histidina, valina y metionina) que podria

mitigar el BEN durante la lactancia temprana.

Suplementacién con sensibilizadores de insulina: La pioglitazona, es una
tiazolidinediona que mejora la sensibilidad a la insulina al activar PPARy que involucra
la regulacién de varios genes involucrados en el metabolismo de los glucidos y de los
lipidos'?3. El tratamiento con pioglitazona estd asociado con mejoras en la histologia
hepatica, resistencia a insulina y ganancia de peso. Por otro lado, la metaformina es
una biguanida utilizada en el tratamiento de la diabetes de tipo 2 porque mejora la
sensibilidad a insulina y el contenido de triglicéridos en higado y esta asociado con
pérdida de peso'®. El tratamiento con resveratrol un polifenol con capacidad
antioxidante también previno esteatosis hepatica en dietas con alto contenido de
acidos grasos'®. Seria interesante evaluar el impacto de estos tratamientos sobre la

funcion mitocondrial hepatica.
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