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1-RESUMEN
Los acidos grasos digeridos durante la ingesta son absorbidos en el intestino
delgado, y su transporte intracelular esta mediado por proteinas transportadoras
de acidos grasos, entre las que se encuentran proteinas de unién a acidos grasos
(FABPs). Estas proteinas integran una familia de nueve proteinas (en el caso de
mamiferos) muy conservadas en la escala zoolégica, y cada una predominante en
los distintos tejidos del organismo. Son pequefias proteinas citosélicas con una

cavidad hidrofébica en donde se unen sus ligandos.

En el intestino de los peces se encuentran tres tipos de FABPs (FABP1, FABP2 y
FABP6) donde a su vez la FABP1 se divide en FABPla, FABP1b.1 y FABP1b.2.
Este trabajo se centro en las variantes de FABP1b. El modelo de estudio fue el pez
Danio rerio, elegido por la gran cantidad de informacion disponible a nivel
molecular y morfolégica, y por sus ventajas en el momento de su cria, siendo
nuestro objetivo determinar la participacion de la proteina FABP1b en la absorcién
intestinal. Se emplearon dos grupos de peces, los peces en inanicién (sacrificados
a las 96 horas de alimentados), y los peces alimentados (sacrificados a las 3 horas
de alimentados). Se disecaron las regiones anteriores de los intestinos y se
dosificd la proteina en estudio mediante ELISA competitivo y Western blot

cuantitativo.

Se determiné que la cantidad de proteina FABPlb varia con respecto a la
condicion alimenticia. Los resultados muestran que cuando el organismo no
consume alimento, el nivel de proteina FABP1b disminuye 3,6 veces con respecto

a los alimentados.



2- INTRODUCCION

2.1- Acidos grasos como nutrientes

Los alimentos proporcionan al organismo la energia y las sustancias necesarias para
el mantenimiento de sus funciones vitales, asi como para el crecimiento y/o reposicion
de sus tejidos. En la actualidad sabemos que existen alrededor de unos 50 nutrientes
esenciales en la especie humana, entre los que se encuentran acidos grasos,
aminoacidos, vitaminas y minerales [1]. Los lipidos son una forma muy eficiente de
almacenar energia ya que su valor energético es muy elevado (9kcal/g) y claramente
superior al de los hidratos de carbono (4kcal/g), y ademas se almacenan en un estado
relativamente anhidro. Los lipidos de la dieta son los nutrientes que presentan
mecanismos de digestién y absorcion mas complejos debido a su escasa solubilidad
en el medio acuoso presente en la luz intestinal [2]. Desde el punto de vista quimico,
estas sustancias pertenecen a un grupo muy heterogéneo de compuestos (acidos
grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, triacilglicéridos, fosolipidos y
colesterol) donde todos ellos presentan como caracteristica en comun la insolubilidad

en agua [3].

Los lipidos de la dieta consisten de forma predominante triglicéridos, fosfolipidos y
colesterol. La absorcion es definida como el transporte de la grasa dietaria desde el
lumen intestinal al plasma, y consiste en tres grandes pasos. Primero, la grasa dietaria
es emulsificada e hidrolizada en el lumen intestinal. En segundo lugar, los productos
hidrolizados son captados por los enterocitos. En tercer lugar, las grasas son re-

sintetizadas en enterocitos, empaquetadas en lipoproteinas y secretadas [4].

La lipolisis de los triglicéridos ingeridos comienza en el estbmago por la accion de una
lipasa lingual. La lipélisis intraluminal se da principalmente por enzimas pancreaticas.
Los productos de la hidrélisis de los triglicéridos se solubilizan en la luz intestinal en
combinacion con las &cidos biliares secretados para formar micelas mixtas,

aumentando la solubilidad de los &cidos grasos para la entrega de productos lipoliticos
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a través del ambiente acuoso de la luz intestinal hasta el ribete en cepillo de los
enterocitos [5]. En los vertebrados, el sitio mas importante para la digestion y la
absorcion es el tercio proximal del intestino, en parte debido a la llegada de
secreciones pancreaticas y biliares, y en parte debido a que la membrana apical de las
células epiteliales del intestino medio posee una abundante cantidad de enzimas
digestivas y proteinas transportadoras asociadas. La absorcion de los acidos grasos
resultantes de la digestion tiene lugar en gran medida por difusion simple a través de

la membrana celular [6].

En los paises occidentales, el 40% de las calorias consumidas provienen de los
lipidos, mientras que la recomendacion nutricional es de 5-10% menor [7]. Este
excesivo consumo de lipidos aumenta el riesgo de enfermedades cardiovasculares,
diabetes y obesidad. Por esto, en los ultimos afios han aumentado los esfuerzos para
definir mecanismos basicos por el cual el colesterol y otros lipidos son absorbidos y

transportados por los enterocitos del intestino delgado [8].

2.2- Familia de proteinas transportadoras de acidos grasos FABP

Los acidos grasos, tienen diversas funciones, ya sea como fuente de energia
metabolica, biosintesis de membranas biolégicas, modificacion de proteinas,
regulacion de la transcripcién, y como moléculas de sefializacion. Una vez dentro de la
célula, estas moléculas tendran que superar una vez mas el problema de la
insolubilidad en el espacio citosoélico, para su transporte entre distintos compartimentos

celulares incluyendo peroxisoma, mitocondria reticulo endoplasmatico y nucleo [9].

Una familia especifica de proteinas, las proteinas de unién a acidos grasos (FABPSs),
tienen la capacidad de unir a acidos grasos con alta afinidad, reduciendo
considerablemente la concentracion de acidos grasos libres a una no nociva para la
célula. La alta relacion acido graso/FABP (1000/1) implica un mecanismo eficiente que

puede mantener el espacio celular libre de formaciéon de micelas [10]. Las FABPs



estan ampliamente distribuidas en la escala zooldgica, tanto en vertebrados como en
invertebrados [11, 12]. La primera FABP reportada, la FABP1 6 L-FABP, fue
identificada hace cuatro décadas atras. Desde entonces los estudios se enfocaron en
distribucion en tejidos, actividades de unién, y regulacién de los genes de las FABPs

incluyendo ratones knock out para los genes de las proteinas FABPs [13].

En vertebados se han hallado hasta doce tipos diferentes de FABPs. Dentro de una
misma especie las FABPs muestran entre 20 y 70% de identidad de secuencia,
mientras que el mismo tipo de FABP entre diferentes especies de vertebrados puede
mostrar hasta un 95% de identidad de secuencia [12]. Las proteinas de esta familia
presentan una alta homologia estructural, independiente del subtipo y especie a la que
pertenezca. Esto sugiere un evento de duplicaciéon o divergencia de un Unico gen

ancestral [9].

Nueve genes que codifican a las FABPs se han identificado en el genoma humano;
estos son fabp de higado (L-FABP), de intestino (I-FABP), de corazéon (H-FABP), de
adipocito (A-FABP), de epidermis (E-FABP), de ileon (IL-FABP), de cerebro (B-FABP),
de la mielina (M-FABP), y de testiculo (T-FABP). Las distintas isoformas fueron
nombradas de acuerdo al érgano en el cual fueron encontrados por primera vez o
donde son predominantes, pero sus perfiles de expresion no son exclusivos a los

organos especificos [9].

Hay evidencias que demuestran que las FABPs juegan un rol importante en la
captacioén, secuestro y transporte de acidos grasos e interaccidon con otros sistemas
enzimaticos y de transporte intracelular. Recientemente se las ha involucrado con el
transporte de &cidos grasos hacia el nicleo para regular transcripcién génica via
activacion de receptores nucleares (PPAR), funciones esenciales en desarrollo
temprano. Sin embargo, la funcién precisa de cada tipo de FABP permanece sin ser

dilucidada completamente [14].



En cuanto a su estructura, todos los miembros de la familia de proteinas FABP
presentan en una estructura de diez hebras B antiparalelas y dos a hélices que
coronan al barril y delimitan una cavidad. La misma es un “bolsillo” hidrofébico donde
se une el acido graso [15]. Se ha postulado que variaciones de aminoacidos en las
regiones de alfa hélice podria dirigir las interacciones proteina-proteina célula

especifica [16].

2.3- Proteina de unién a acidos grasos FABP1

En células intestinales de vertebrados estan presentes tres miembros de la familia de
proteinas FABP, la L-FABP 6 FABPL, la I-FABP 6 FABP2 y la IL-FABP 6 FABP6.
Estas proteinas difieren en la especificidad de ligando asi como la capacidad de unién
a ligando. Aunque estas proteinas pueden unir acidos grasos de cadena larga, se ha
reportado que la FABP1 se une también a numerosos ligandos hidrofobicos
enddgenos como por ejemplo algunos fosfolipidos, sales biliares, y acyl-CoA [17]. La
proteina FABP1 se encuentra en niveles elevados en tejidos con activo metabolismo
lipidico, y representa entre el 2 y 5% de proteinas citosoélicas en células de intestino

[18].

Una caracteristica particular de esta forma es que es la Unica proteina de la familia de
las FABP que puede ligar dos de ellos a la vez. Este hecho se explica porque presenta
un bolsillo hidrofébico mas grande, indicando una funcionalidad Unica en comparacién
con las otras proteinas de la familia. Se ha sugerido por ello que la FABP1 es la méas
versatil de la familia. Su alto nivel de expresién, propiedades de unién y funciones en
regulacién de procesos celulares (inflamacién, inmunidad, metabolismo, homeostasis),

demuestran la importancia de la L-FABP [9].

Se ha sugerido que ésta proteina regula la captacién y transporte de acidos grasos de
cadena larga del citoplasma hasta el nucleo celular para la activacion del receptor

activado de proliferadores de peroxisomas alfa (PPARa), ya que, como es sabido, los



acidos grasos de cadena larga regulan la actividad transcripcional del PPARa [19]. Se
ha indicado por estudios de fotoblanqueado fluorescente que la cantidad de
movimiento de acidos grasos es directamente proporcional a los niveles de FABP1

[20].

Se ha demostrado que la FABPL1 facilita la entrada de acidos grasos de cadena larga
al nucleo celular mediante su unién y co-transporte [18]. Recientemente, nuestro grupo
de investigacion ha detectado a la FABP1 en el nucleo celular del pez cebra a través
de microscopia electrénica y microscopia confocal inmunofluorescente (comunicacién
personal). Si bien no se ha podido detectar su mecanismo de entrada, una posibilidad
podria ser difusion pasiva. Esto Gltimo es basado en que el diametro de la L-FABP es
de 14KDa, y otras proteinas (citocromo C) de 13KDa logran atravesar el nicleo por

difusion pasiva [19].

Por otro lado, se han hecho experimentos con ratones donde se eliminé el gen de la L-
FABP, y los acidos grasos se redirigen a tejido adiposo para su almacenamiento, y se

induce ganancia de peso/obesidad [18].

Variaciones del gen fabpl impacta en niveles de lipoproteina/proteina en sangre; y la
baja expresibn de esta proteina en intestino proximal de humanos determina la

existencia del sindrome de abetalipoproteinemia y enfermedad de Anderson [18].

2.4- Danio rerio como modelo de estudio

En los ultimos veinte afios Danio rerio (pez cebra) se ha convertido en un organismo
modelo importante en investigacion biolégica. Criar y mantener el pez cebra es mas
demandante que invertebrados, pero menos que mamiferos [21]. Sus ventajas como
modelo vertebrado se basan en su rapido desarrollo, la facilidad en la obtencién de
sus embriones y larvas las que por ser transparentes son de gran utilidad en aquellos

analisis que requieren visualizacién de estructuras internas. Por otro lado, el genoma



de ese organismo ha sido totalmente secuenciado lo que facilita el abordaje molecular

[22].

Se ha demostrado la alta potencialidad de D. rerio en el descifrado de la regulacién
transcriptomica, bioquimica y toxicolégica de la fisiologia digestiva. Constituye
ademas, un modelo util en el cual estudiar las condiciones de los sindromes humanos
de absorcion deficiente o la distribucion de drogas lipofilicas desde la luz intestinal al

sistema circulatorio [23, 24].

Hasta el momento, se han caracterizado 11 genes que codifican para FABPs en D.
rerio [25], de los cuales tres son tipo FABP1, conocidas como FABPlay FABP1b.1y
FABP1b.2 [26]. Los andlisis filogenéticos indican que los genes de estas tres variantes
son ortélogos del gen fabpl de mamiferos que surgieron por eventos de duplicacion
gendmica. Aparentemente, fabpla y el gen ancestral fabplb surgieron en la radiacion
de la clase Actinopterygii, hace cerca de 400 millones de afios [27], mientras que los
genes fabplb.l y fabplb.2 surgieron posteriormente [18]. No se encontraron
variaciones en los niveles de ARNm de fabp tejido especifico entre macho y hembras

de pez cebra, en condiciones constantes de alimentacién [25].

Los adultos del pez cebra muestran expresion diferencial en estos tres genes. fabpla
se expresa exclusivamente en el intestino [26], mientras que los transcriptos de
fabplb.1 han sido hallados en higado, intestino, corazon, testiculos, ovario y agallas; y
de fabplb.2 en intestino, ovarios, piel y ojos [18]. El gen fabplb.1 de pez cebra ha
sido clonado, expresado como proteina recombinante, y generado anticuerpo

especifico [26].
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo general

Profundizar en el conocimiento la participacion de la proteina FABP1b en la absorcion
de grasas intestinales en Danio rerio, a través de la deteccién de los niveles de
expresion de FABP1b en condiciones de inanicién y alimentados.

3.2- Objetivos especificos

» Evaluar distintos métodos de cuantificacion de proteinas para la deteccion de
niveles de FABP1lb en condicion de inanicion y alimentado en lisados

intestinales de Danio rerio.

> Evaluar los niveles de la proteina FABP1b en el intestino anterior de pez cebra

adulto mediante ELISA en condiciones de inanicién y alimentado.

» Evaluar los niveles de la proteina FABP1b en el intestino anterior de pez cebra

adulto mediante Western blot en condiciones de inanicién y alimentado.
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4- MATERIALES Y METODOS

4.1- Material biol6gico.

El material bioldgico (intestino anterior) fue cedido por el Dr. F. Zolessi (protocolo
aprobado por la CHEA) Los peces fueron mantenidos bajo condiciones constantes de
pH, temperatura, concentracion salina, y exposicion a la luz. Fueron alimentados con

alimento comercial (Tetramim) una vez al dia, y siempre a la misma hora.

4.2 - Preparacion de lisados intestinales de peces

Se generaron dos grupos de 12 peces cada uno, los sacrificados a las 3 horas de
alimentados, y los sacrificados a las 96 horas de alimentados. En ambos casos los
procedimientos posteriores se realizaron de la misma manera. Se homogeniz6 la
region anterior de los intestinos disecados, totalizando 4 intestinos por muestra,
contando asi con tres muestras por condicion. Los intestinos se homogeneizaron en
eppendorf, en una solucién de lisis compuesta por inhibidores de proteasas (5ug/mi
de iodoacetamida y 1mM de PMSF (fenilmetilsulfonil floruro) ) en buffer fosfato salino
pH 7.4 (PBS), mediante lisis mecanica con homogeneizador para eppendorf (Sigma).
A cada muestra de 4 intestinos se le afiadié 250 pl de buffer de lisis. Luego de la lisis
mecanica se realizé una centrifugacion a 14000 rpm durante treinta minutos. Se

descart6 el pellet, y el sobrenadante de cada muestra se conservo a -20°C.

4.3- Dosificacion de proteina FABP 1b pura

La proteina FABP 1b pura fue cedida por la Dra. A. Esteves y se emple6 como
referencia en los ensayos posteriores. Se dosificd por tres métodos distintos: por
espectrofotometria, por densitometria partiendo de electroforesis en gel de

poliacrilamida, y por el método del &cido bicinconico (BCA PRO. Sigma).
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Mediante espectrofotometria se midié la absorbancia de la proteina FABP1b pura, y

posteriormente se realizé el calculo para obtener el valor de la concentracién tomando

el coeficiente de extincion tedrico (€ 2980 M™ cm™) (www.expasy.org).

Para la dosificacion por densitometria, se utiliz6 como referencia la proteina lisozima,
ya que presenta similar masa molecular. Se sembraron, en un gel desanturalizante de
poliacrilamida al 15%, dos cantidades distintas de lisozima, 2 y 4 ug, y 16l de la
proteina FABP1b. Se visualizaron las proteinas en el gel mediante tinciébn con azul
Coomassie. La intensidad de sefial se midi6 mediante el programa Image J

[http://imagej.nih.goV/ij].

La dosificacion mediante el método del acido bicinconico (BCA PRO) se realizd
empleando un micrométodo en placa de ELISA, utilizando dos diluciones en agua de
la proteina FABP1b, 1/50 y 1/100. Para la construccién de una curva de calibracion se
emplearon concentraciones conocidas, en un rango que fue desde 0,5ug/ml hasta
30ug/ml, de seroalbumina bovina (BSA) diluida en agua. Para todos los casos, tanto
BSA como FABP1b, cada muestra se analiz6 por triplicado.. En cada pocillo se
sembrd 150ul de solucion proteica y 150ul de la solucién de trabajo del kit, como

blanco se empleé agua destilada.

La placa asi sembrada se incub6 durante una hora a 37°C, y luego se leyd la

absorbancia a 550nm en lector de placas ELISA.

4.4.- Dosificacion de proteinas totales en lisados intestinales

La cantidad total de las proteinas de los lisados intestinales, se determin6 utilizando
un kit comercial (Kit dosificacién proteina sigma (BCA PRO). mediante el método del
acido bicincénico Se dosificaron dos muestras de cada condicion alimenticia por
triplicado y se utilizé como blanco PBS 1X. Las diluciones se realizaron en PBS 1X

determinando la absorbancia de las muestras a 550nm en lector de placas ELISA.
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4.5- Cuantificacion de la proteina FABP 1b en lisados intestinales

Para cuantificar la proteina FABP1b en las muestras de lisados intestinales de pez
cebra se utlizaron dos métodos de -cuantificaciéon: ELISA (competitivo y no

competitivo) y Western blot cuantitativo.

4.5.1- Puesta a punto de ELISA

Para llevar adelante esta técnica se determiné tanto la dilucién del anticuerpo contra
FABP1b.1 como la cantidad Optima de proteina que permitian tener una sefal
detectable. Para esto se realizaron siete diluciones seriadas del anticuerpo primario,
de 1/125 a 1/2000, y cantidades decrecientes seriadas de la FABP1b.1 pura. La
placa se sensibilizé con 100ul de FABP1b.1 pura con las siguientes cantidades: 2,5ug
hasta 0,0048ug durante toda la noche a 4°C. Se lavé tres veces con PBS-T (PBS-
Tween 20, 0,1%) y se bloqued con 200ul de BSA 1% durante una hora a temperatura
ambiente. Luego del bloqueo se incubd con 100ul de anticuerpo (suero purificado por
afinidad, cedido por la Mag. L. Canclini) contra la proteina FABP1b.1, diluido en PBS
1X en las distintas concentraciones, durante toda la noche a 4°C. Se lavo tres veces
con PBS-T y se incubd con 100ul de anticuerpo contra IgG de conejo generado en
cabra ligado a fosfatasa alcalina (Sigma), a una dilucién de 1/20000 en PBS 1X,
durante una hora a 37°C. Se lavo tres veces con PBS-T y luego se lavd dos veces con
dietanolamina 10mM, MgCI2 0,5mM a pH 9,5. Posteriormente al lavado se agregd 50ul
de p-nitrofenilfosfato (pNPP) como sustrato. Se incubd durante treinta minutos a
temperatura ambiente. Se determiné la absorbancia a 405nm. Se emplearon placas de

ELISA de alta capacidad de union (Greiner Bio-One).

4.5.2- ELISA no competitivo

Segun los datos obtenidos en el punto anterior, elegimos un rango de concentracion
de proteina pura para sensibilizar la placa que nos permitiera obtener una curva de
calibracion adecuada, excluyendo valores de saturacion. Por otro lado, también se

14



eligi6 el factor de dilucion del anticuerpo primario contra FABP1b.1 que diera una sefial

detectable en el momento de determinar los valores de absorbancia.

Para la construccion de la curva de calibracion, la placa de ELISA se sensibiliz6 con la
proteina pura, por triplicado de la siguiente manera: 75ng hasta 9,37ng de proteina en
diluciones seriadas. En cuanto al anticuerpo contra FABP1b.1, la dilucion elegida fue
de 1/1000. Para la cuantificacion de los lisados, se sensibilizé la placa con 10ul de
lisados intestinales por duplicado para cada condicion alimenticia. Se realizaron dos
blancos de lectura, uno consistia en pocillos sensibilizados con la proteina pura en
todos los valores de dilucién pero sin anticuerpo primario (sin ningun otro cambio en el
procedimiento), y el otro consistia en tres pocillos sensibilizados solo con PBS. Se

procedié con el protocolo de ELISA antes mencionado.

Se realiz6 un segundo ELISA no competitivo, igual al anterior en cuanto a protocolo y
valores de proteina pura y anticuerpos, con la excepcién de que se sensibilizé con
100ul de lisado intestinal Unicamente de la condicién sacrificado a las 96 horas de

alimentado por un tema de disposicién de muestras

4.5.3- ELISA competitivo

En este caso la técnica ELISA tiene algunas variaciones que permiten aumentar la
sensibilidad, con respecto al ELISA no competitivo. Brevemente, la placa se
sensibiliza la con la proteina pura, y luego se aplica una mezcla de anticuerpo y
competidor. El competidor en la curva de calibracion fue la proteina pura, y en el lisado
a dosificar, el competidor fue .la proteina contenida en el mismo. Se sensibilizé la
placa con 150ng de proteina pura. La curva de calibracién se realizé con diez valores
de proteina pura, por duplicado, que van desde 250ng a 0,95ng en diluciones al
medio, seriadas y 100ul de la mezcla anticuerpo primario 1/1000 mas proteina pura

(con su valor correspondiente).
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Para las muestras de lisados intestinales la competencia se realizé con 30pl de lisado
diluido con PBS, en un volumen final de 100pl. Se utilizaron dos muestras de la
condicion sacrificados a las 3 horas de alimentados por duplicado. El resto del

procedimiento es igual al mencionado anteriormente.

4.5.4- Western blot cuantitativo

Se sembraron, en SDS-PAGE, 200 y 400ug de lisado para cada condicion.
Posteriormente, se transfirieron las proteinas separadas por electroforesis a una
membrana de acetato de celulosa (Hybond-C Extra Amersham Biosciences) durante
una hora a 4°C y 3,3mA por cm® Empleando una solucién Tris 25x10° M, Glicina
192x10° M en etanol al 20%. La membrana se conservé a 4°C durante toda la noche
en solucién de bloqueo, (5% de leche en polvo Conaprole y 2% de glicina en buffer
TBST). Se incubd la membrana con el anticuerpo generado contra FABP1b en una
dilucion de 1/1000 en soluciéon de bloqueo, durante dos horas, con agitacion a
temperatura ambiente. Luego se realizaron tres lavados con TBST con agitacion
durante diez minutos cada uno. Posteriormente se incubd el anticuerpo contra IgG de
conejo conjugada a peroxidasa (Sigma) 1/5000 en TBST durante una hora con
agitacion a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron doce lavados con TBST
de cinco minutos cada uno, con agitacion, a temperatura ambiente e inmediatamente
se reveld la membrana con un reactivo quimioluminiscente (Chemiluminescent
peroxidase substrate-3 Sigma Aldrich).Pare ello se incub6 durante cinco minutos con
el reactivo exponiendo luego sobre ella una placa radiografica a distintos tiempos. La

intensidad de la sefial se midié mediante el programa Image J.
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5- RESULTADOS

5.1- Dosificacién de la proteina FABP1b pura

5.1.1- Espectrofotometria

A través de la técnica de espectrofotometria obtuvimos un valor de 0,47 unidades de
absorbancia (UA). Siendo el coeficiente de extincion molar de 2980 M* cm™, 1 UA
corresponde a una concentracion de 0,211 gramos/litro, por lo tanto nuestra muestra

tenia una concentracion de 2,22 gr/l (2,22 pg/pl).

5.1.2- Densitometria

Se realiz6 una electroforesis en gel acrilamida con la proteina pura FABP1b y la
proteina lisozima como referencia. Se observaron las bandas correspondientes a 2ug
y 4ug de lisozima, y la banda de la proteina a dosificar, FABP1b, con una intensidad
mayor que la banda correspondiente a los 4ug de lisozima (Figura 1). A través del
programa Image J, se realiz6 una lectura de intensidad de la banda problema y

referencia. La concentracion de la proteina problema fue de 0,7ug/ul

A B

120000 -
100000 -
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60000 -

40000 -
20000 - l
0 T

1 2

Valores arbitrarios de
intensidad

Figura 1. Dosificacion por densitometria. A) electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
15%. Carril 1: FABP1b pura. Carriles 2 y 3: Lisozima 4 y 2 ug respectivamente. B) cuantificacion
mediante el programa Image J, grafico de barras que corresponden a las muestras 1 y 2 de la
electroforesis.
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5.1.3- Acido bicincdnico

La curva de calibracion empleando como estandar la albumina sérica bovina (BSA)
tiene un rango de concentraciones de 0,5ug/ml hasta 30ug/ml (Figura 2). A partir de la
ecuacion de la recta de mejor ajuste (y= 0,0178x-0,0565), se determiné la
concentracion de FABP1b. Se calcularon los valores promedio de las unidades de
absorbancia de la proteina FABP1b para las dos diluciones empleadas (1/50 y 1/100)
y se los sustituyeron en la ecuacion de la recta. Se realiz6 el promedio de los valores
de concentracion de la proteina FABP1lb de ambas diluciones, y su valor fue de

1,04pug/pl.

0,6 y=0,0178x - 0,0565

0,5 -

0,1 -

0 T T T 1
0 10 20 30 40

Concentracién en pg/ml

Figura 2. Curva de calibracién Enla parte superior se muestra
la ecuacioén de la recta.

5.2- Dosificacién de lisados intestinales

Mediante el kit BCA PRO (Sigma) se determiné la cantidad total de proteina da cada
muestra de lisado intestinal. Se cuantificaron las muestras de intestinos de animales
sacrificados a las 3 hs de alimentados y dos muestras de la otra condicion, las cuales
luego fueron utilizadas para ensayos de ELISA y Western blot. A partir de la ecuacion
de la recta se calcularon los valores de concentracion de proteina total, utilizando los

valores de unidades de absorbancia de la lectura de la placa, que estuvieran dentro
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del rango de valores de la curva. Se muestran a continuacién la concentracién de

proteina de los extractos intestinales.

Muestra 1 (sacrificados a las 3 horas de alimentado): 89,91ug/ul

Muestra 2 ( “ oo “ “ “ ): 93,8ug/ul

Muestra 3 ( “ oo “ “ “ ): 98,5 pg/ul

Muestra 4 (sacrificado a las 96 horas de alimentado): 52,2ug/ul

Muestra 5 ( “ oo “ “ “ ): 51,4ug/ul

5.3- Puesta a punto de ELISA

El primer paso para la puesta a punto de este método que nos permitiria cuantificar la

proteina FABP1b contenida en los extractos intestinales, fue determinar el factor de

dilucion del anticuerpo anti-FABP1b y la cantidad de proteina que empleariamos como

referencia (FABP1b) en nuestra curva de calibracion. Para ello se sensibilizé la placa

de Elisa con distintas cantidades de proteina pura, y se utilizaron distintas diluciones

del anticuerpo primario. Con los datos obtenidos, luego de la lectura a 562nm, se

seleccionaron los valores de unidades de absorbancia mas adecuados para ensayos

posteriores de ELISA. (Tabla 1). Se eligio el factor de dilucién que permitia visualizar

una un cambio en los valores de UA en relacion a la cantidad de proteina sembrada; y

se eligié un rango de concentracién de proteina que tuvieran valores de UA mayores al

blanco de lectura.
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2,50] | 1,25] | 0,625] | 0,312 | 0,156 | 0,078] | 0,039 | 0,019] | 0,0097| | 0,0048]
1/125— 0,243 | 0,238 | 0,238 | 0,236 | 0,238 | 0,237 | 0,231 | 0,225 | 0,223 | 0,197
1/250— 0,246 | 0,225 | 0,226 | 0,223 | 0,223 | 0,223 | 0,222 | 0,206 | 0,204 | 0,191
1/500— 0,203 | 0,179 | 0,188 | 0,283 | 0,177 | 0,277 | 0,170 | 0,163 | 0,155 | 0,151
1/1000— 0,150 | 0,148 | 0,142 | 0,240 | 0,139 | 0,138 | 0,138 | 0,133 | 0,123 | 0,117
1/2000— 0,122 | 0,120 | 0,119 | 0,116 | 0,114 | 0,114 | 0,110 | 0,104 | 0,095 | 0,099

Sin 0,055 | 0,057 | 0,055 | 0,058 | 0,061 | 0,061 | 0,058 | 0,056 | 0,058 | 0,067
anticuerpo—

Tabla 1. Puesta a punto de Elisa. En |a tabla se indican los factores de dilucidn del anticuerpo empleado y los valores
de absorbancia obtenidos con las distintas cantidades de FABP1b en cada dilucion de anticuerpo ensayada. En la
primer columna: factor de dilucidn de anticuerpo primario. En la primer fila: cantidad de proteina pura FABP1b en pg.
Columnas 2-10 unidades de absorbancia obtenidas.

5.4- ELISA no competitivo

Mediante el protocolo mencionado en materiales y métodos, se realizé un ELISA no
competitivo (donde los valores de absorbancia son proporcionales a la cantidad de
proteina fijada en la placa). En primer lugar se obtuvo una curva de calibracion con los
datos de unidades de absorbancia de los pocillos con distintas cantidades de proteina

FABP1b pura fijada (Figura 3).

En el caso de los lisados intestinales, se sensibilizaron dos pocillos con 10 pl de lisado
para cada condicion alimenticia. Tanto las muestras correspondientes a peces
sacrificados a las 3 horas de alimentados como las correspondientes a peces
sacrificados a las 96 horas, mostraron valores de absorbancia similares a los valores

del blanco de lectura (datos ho mostrados).
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Figura 3. Curva de calibracion de ELISA.

En un segundo ensayo de ELISA igual al anterior, donde la cantidad de proteina
FABP1b pura fijada fue la misma, se sensibilizé la placa, por duplicado, con 100ul de
una muestra de lisado intestinal de la condicion sacrificado a las 96 horas de
alimentado. La curva de calibracién obtenida fue similar a la anterior, y los valores de

absorbancia para el lisado fueron similares al blanco de lectura (datos no mostrados).

5.5- ELISA competitivo

Dado que el ensayo anterior no permitié determinar la concentracion de la proteina
FABP1b contenida en los lisados intestinales, se buscé un método que permitiera
aumentar la sensibilidad, como el ELISA competitivo. Los valores de absorbancia que
se obtienen son proporcionales a la cantidad de anticuerpo que se une a la proteina
pura fijada a la placa, de la mezcla anticuerpo primario-proteina competitiva. Cuanto
mayor es la sefial colorimétrica, menor es la competencia, y por lo tanto menos

cantidad de proteina FABP1b esta presente en la mezcla anticuerpo primario-proteina.

Se realiz6 una curva de calibracién mediante el procedimiento citado en materiales y
métodos. Esta curva es logaritmica, y con la ecuacion de la curva se determind la

cantidad de proteina FABP1b de cada lisado (Figura 4).
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Figura 4. Curva de calibracion de ELISA competitivo. En la parte
superior se muestra la ecuacién de la curva.

La competencia se realizd con dos muestras de lisado de la condicion sacrificados a

las 3 horas de alimentados (Tabla 2).

La muestra 1 contenia 89,91ug de proteina total por pl de lisado, entonces 0,735ug
corresponde al 0,82%. La muestra 2 contenia 93,8ug de proteinas totales por ul de
lisado, y vimos que los 1,1ug de FABP1b correspondian al 1,2% de las proteinas

totales.

Tabla 2. ELISA competitivo, Se muestran resultados del
ensayo donde el competidor correspondia a la mezcla de
anticuerpo anti-FABP1b con 30pl de lisado intestinal.

FABP1b- FABP1b | Concentracién
lisado (1) (ns/w)

muestra 1 0,735ug 2,45E-02
muestra 2 1,1pg 3,66E-02

5.6- Western blot

Este método permite también determinar la cantidad de proteina contenida en una
muestra siempre y cuando empleemos un estdndar de concentracién conocida, y un
estandar interno que asegura que la cantidad de proteina sembrada es idéntica en
todos los casos a comparar. Lamentablemente no se contaba con un anticuerpo contra
otra proteina presente en el intestino de estos peces para normalizar los resultados.
Por otro lado, el estandar de concentracién conocida elegido fue la proteina FABP1b

pura. A pesar de repetidos ensayos no se logré obtener sefiales que sirvieran para
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este fin. De todos modos este método podria ser Gtil para comparar la intensidad de la

sefial de dos cantidades de proteina idénticas de lisados de cada condicion.

Asi, una vez completada la reaccion, la imagen muestra la sefial obtenida luego de 5
minutos de exposicion para 200 ug y 400 ug de cada lisado (Figura 5). La intensidad
observada correspondiente al pez luego de 3hs de alimentado es ostensiblemente

mayor que la del pez que se mantuvo sin alimentarse por 96 horas.

Figura 5. Western blot. Carril 1 y 2: 200ug de
lisado intestinal de peces en inanicién vy
alimentados respectivamente. Carril 3y 4: 400 pg
de de lisados intestinales de peces en inanicion y
alimentados respectivamente.

Utilizando el programa Image J, se compararon los valores de intensidad entre las
muetras (Figura 6). Las muetras correspodientes a los carriles 3 y 4 de la figura 5 no

fueron analizadas por su grado de saturacion.

A

w
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s 15000 -

10000 -

5000 -

de fluorescenc

Valores arbitrarios de intensidad

Figura 6. Western blot: densitometria. A) grifica de intensidad de sefial. B) grifico de barras
representando los picos de intensidad de sefial. 1 lisado intestinal de peces en inanicién, 2 lisados
intestinales de peces alimentados.
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De este andlisis surge que la muestra 1, correspondiente a lisados intestinales de
peces en inanicién, tenia 3,6 veces menos intensidad de sefial, que la muestra 2,

correspondiente a lisados intestinales de peces alimentados.
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6-DISCUSION

Para cualquier estudio de interacciones bioquimicas, es clave poder determinar de
manera precisa la concentracién proteica. Existen diferentes métodos para la
cuantificacion de proteinas. Muchos de estos métodos se basan en: la propiedad
intrinseca de las proteinas para absorber luz en el UV; para la formacién de derivados

guimicos; o la capacidad que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes [28].

Nuestra primera cuantificacion de la proteina que empleariamos como referencia en el
resto del trabajo fue realizada a través de lectura por espectrofotometria teniendo en
cuenta el coeficiente de extincion tedrico de la proteina. Obtuvimos un valor de
concentracion (2,22 pg/ul) el que nos propusimos corroborar mediante otro método de
cuantificacion. A través del empleo de la densitometria a partir de electroforetograma,
pudimos tener un segundo valor de la concentracion de la proteina FABP1b pura, la
cual fue de 0,7ug/ul. El tercer método de cuantificacion de la proteina FABP1b fue el
del método del acido bicinconico utilizando el Kit BCA PRO, con el cual obtuvimos un

valor de concentracion de 1,04ug/ul.

Si comparamos los resultados de los tres métodos, dos de ellos son relativamente
concordantes (mediante densitometria y acido bicinconico), y el resultado obtenido por
espectrofotometria fue distinto (una concentracion de entre 2 y 3 veces mas
aproximadamente). Esta diferencia pudo haberse dado por un error en el aparato de
lectura, ya que la solucién proteica era una solucién relativamente pura y no turbia, los
cuales son factores que podrian alterar el resultado. Por otro lado, con el método por
densitometria obtuvimos un resultado que pudo haberse afectado por el grado de
saturacion de tincién la banda. Optamos por el valor que nos proporcioné el método
del acido bicincénico, y ademas lo elegimos para aplicarlo en el resto de los ensayos
dado el tipo de muestra a emplear (mezcla de proteinas intestinales). Este método

permitié cuantificar tanto muestras proteicas puras o mezclas de proteinas, ya que se
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basa en una reaccién quimica donde la intensidad de color generado es proporcional a

la cantidad de proteinas presente en la muestra.

Nuestro objetivo fue analizar si la condicion alimentaria de estos peces en cultivo
modifica la expresién de la proteina FABP1b. Los peces fueron alimentados y
sacrificados a las 3 y 96 horas, disecando la regién anterior del intestino. Para
cuantificar la proteina FABP1b contenida en los extractos intestinales obtenidos en las
dos situaciones, empleamos dos métodos: ELISA y western blot. Ambos métodos son
especificos ya que se emplean anticuerpos especificos contra la proteina de interés, y

con ellos se logran obtener resultados complementarios.

En el ELISA no competitivo, esperabamos obtener una sefial que representara la
cantidad de proteina FABP1b.1 presente en los lisados intestinales. Los valores de
absorbancia obtenidos para los lisados fueron similares al blanco de lectura.
Consideramos que quiza la cantidad de proteina empleada para sensibilizar la placa
era insuficiente. Presumiendo que la proteina FABP1b estaria representando un bajo
porcentaje de proteinas totales del lisado. Se procedié a aumentar 10 veces la
cantidad de proteina fijada a la placa, y aun asi los valores en unidades de

absorbancia no se diferencian del blanco.

Tomando en cuenta estos datos, concluimos que esta técnica no era eficiente para
detectar una proteina especifica dentro de un lisado probablemente por la
competencia con las otras macromoléculas del lisado que se estarian fijando a la

placa.

En consecuencia, decidimos utilizar como alternativa un ELISA competitivo, en el cual
solo se fija a la placa la proteina pura FABP1b y luego se le agrega el anticuerpo
especifico junto al lisado. De este modo el antigeno presente en el lisado compite con
la proteina fijada, por el anticuerpo Se esperaba que la técnica de este modo aumente

la sensibilidad.

26



En estas condiciones se detectd sefial colorimétrica para los lisados. Determinamos
asi que la proteina FABP1b representa porcentajes bajos del total de proteinas del
lisado (0,82 y 1,2%) en la condicién ensayada (3hs después de alimentados). Esto
concuerda con datos bibliograficos [18], que estiman entre un 2 y 5% del contenido de
proteinas solubles, y por lo tanto la técnica fue suficientemente sensible para detectar
las cantidades de proteina FABP1lb. Mediante esta técnica determinamos que la

concentracion de FABP1b para cada muestra evaluada.

Aunqgue no contdbamos con suficiente material para determinar la cantidad de proteina
en la otra condicion, fuimos capaces de poner a punto un método que permite
cuantificar la proteina FABP1b. Para trabajos proximos se tendria que repetir el ELISA
competitivo, donde se cuantifique la cantidad de FABP1b en lisados de ambas
condicion alimenticias, para poder comparar ambas condiciones con este método,

cumpliendo con el objetivo central del trabajo.

La técnica de western blot permiti6 comparar la proteina expresada en las dos
situaciones alimentarias, si bien no pudimos determinar valores de concentracion.
Determinamos que la condicién en inanicion tenia 3,6 veces menos de proteina
FABP1b, que la condicion de alimentados. Este resultado indica que la proteina varia
sus niveles de expresién en respuesta a la disponibilidad de alimento, sugiriendo un rol
activo en la absorcion y/o transporte de los lipidos dentro del enterocito. Ademas, asi
como en trabajos ya publicados, indica una importancia de la proteina L-FABP en el
metabolismo de lipidos. Se ha demostrado que si el gen de la L-FABP no esti
presente (en ratones knock out) los acidos grasos son redirigidos al tejido adiposo

induciendo obesidad [18].

De todas maneras, al igual que el ELISA competitivo, en trabajos futuros esta técnica
deberia repetirse con mas cantidad de muestras para corroborar los resultados. Se

deberia emplear un estandar interno, es decir una proteina que no se vea modificada
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en respuesta al alimento como de referencia, asi como ajustar las condiciones para
emplear también la proteina pura como referencia para poder asi cuantificarla en
lisado. Seria interesante ademas, agregar otras condiciones alimenticias para ser

evaluadas.
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7-CONCLUSIONES

Se determind la cantidad relativa de la proteina FABP1b, en muestras de lisados
intestinales de peces alimentados, con la técnica de ELISA competitivo. El porcentaje
gue representa la FABP1b en el total de proteinas es bajo, con valores cercanos al

1%, concordantes con lo reportado en la bibliografia para otros vertebrados.

Mediante western blot se verificé una diferencia cuantitativa entre ambas condiciones
alimenticias. Efectivamente existe una relacidon directa entre cantidad de alimento

disponible y expresion de la proteina FABP1b en el intestino anterior de Danio rerio.

Con respecto a los métodos de cuantificacion evaluados, concluimos que para
cuantificar una muestra, se deben evaluar mas de un método para determinar cuéal es

el mas adecuado para la muestra a analizar.
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